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Les effets protecteurs de la spadine et ses analogues dans la récupération 

motrice et cognitive post-AVC 

 

Les Accidents Vasculaires Cérébraux (AVC) sont la deuxième cause de décès dans le monde (environ 500 000 

par an en Europe). A ce jour, il n’existe pas de traitement neuroprotecteur efficace. Dans 20 à 60% des cas, les 

patients ayant subi un AVC développent un état dépressif dans les semaines qui suivent le trauma et, malgré leur 

efficacité, les traitements antidépresseurs (AD) actuels présentent des limites et des inconvénients. Il existe donc 

un besoin urgent de mettre au point de nouvelles approches thérapeutiques contre ces maladies. 

Il y a un peu plus de 10 ans, notre laboratoire a identifié le canal potassique TREK-1 comme étant une nouvelle 

cible face à l’AVC et face à la dépression. En 2010, le laboratoire a découvert la Spadine (PE 12-28), un peptide 

naturel issu de la maturation post-traductionnelle de la Sortiline. La spadine un bloqueur spécifique du canal 

TREK-1 qui possède des propriétés  antidépressives particulières notamment sa rapidité d’action et son absence 

d’effets secondaires. Récemment, un essai clinique réalisé sur plus de 1000 patients a montré que la Fluoxétine, 

un antidépresseur couramment utilisé, administrée pendant plusieurs semaines à des personnes ayant subi un AVC 

permet une meilleure récupération neurologique. Nous avons donc formulé l’hypothèse que la Spadine pouvait 

correspondre à un nouveau concept de neuroprotection. 

Les tests in vivo ont démontré que les effets AD de la Spadine disparaissaient 6 heures après l’injection. Nous 

avons alors recherché et identifié des analogues possédant les mêmes propriétés mais ayant une efficacité et une 

durée d’effet in vivo plus supérieures. Plusieurs analogues plus courts de la Spadine ont été synthétisés. La première 

partie de ma thèse a été dédiée à mettre en évidence leurs effets AD grâce à des modèles animaux de comportement. 

Ce criblage, associé à un criblage électrophysiologique, a permis l’identification de 3 analogues de la Spadine 

manifestant une efficacité et une biodisponibilité supérieures à celles de la Spadine. Le chef de file de ces peptides 

est la Mini-Spadine ou PE 22-28. Les autres analogues ont été construits en utilisant le PE 22-28 comme peptide 

de base, le G/A-PE 22-28 et le G/A-PE 22-28 Biotinylé, où la Glycine en position N-terminale a été remplacée par 

une Alanine. 

Les premiers résultats confirmaient les effets AD des ces analogues courts. Par conséquent, j’ai pu entreprendre 

les études concernant leurs éventuelles capacités neuroprotectrices, avec une attention particulière sur la 

récupération post AVC. Nous avons choisi pour mimer un AVC d’utiliser le modèle de la MCAO (occlusion de 

l’artère cérébrale moyenne) sur souris adultes. Nous avons confirmé l’apparition d’un état dépressif 10 semaines 

après le trauma. Grâce à ce modèle, nous avons établi qu’un traitement par injection intrapéritonéale de Mini-

Spadine avait des propriétés neuroprotectrices face au choc ischémique et permettait une meilleure récupération 

fonctionnelle des animaux. La mini Spadine réduit le taux de mortalité et prévient la perte de poids et les 

dysfonctionnements moteurs et cognitifs induits par l’ischémie. Par ailleurs, nous avons constaté grâce aux 

modèles FST (test de la nage forcée) et en NSF (Suppression de l’Alimentation induite par la Nouveauté) que la 

mini Spadine empêche le développement de la dépression post-AVC qui s’observe chez des souris non traitées. 

Enfin, le traitement mini Spadine augmente la neurogenèse et la synaptogenèse, et prévient la dégénération des 

neurones dopaminergiques de la substantia nigra. 

Ces résultats confirment que la mini Spadine représente  un concept novateur en neuroprotection contre les AVC 

et les dépressions associées. 

 

Mots clés : AVC, Dépression post-AVC, TREK-1, Spadine, Neurogenèse, Comportement 
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Protective effects of Spadin and its analogs in motor and cognitive recovery 

after stroke 

 

Stroke is the second leading cause of death in the world (about 500,000 per year in Europe). To date, there is no 

effective neuroprotective treatment. In 20 to 60% of cases, stroke patients develop depression within weeks of 

trauma and, despite their efficacy, current antidepressant (AD) treatments have limitations and deleterious side 

effects. There is therefore an urgent need to develop new therapeutic approaches against these diseases. 

About 10 years ago, our laboratory identified the potassium channel TREK-1 as a new target for stroke and 

depression. In 2010, the laboratory discovered Spadin (PE 12-28), a natural peptide derived from the post-

translational maturation of Sortilin. Spadin is a specific blocker of the TREK-1 channel that has particular 

antidepressant properties mainly its rapid action and its absence of side effects. Recently, a clinical trial 

involving more than 1000 patients showed that Fluoxetine, an antidepressant commonly used, administered for 

several weeks to people who have suffered from stroke, improves neurological recovery. We therefore 

hypothesized that Spadin could correspond to a new concept of neuroprotection. 

In vivo tests showed that the AD effects of Spadin disappeared 6 hours after injection. We then researched and 

identified analogues with the same properties but with greater efficacy and in vivo bioavailability. Several 

analogues shorter than Spadin have been synthesized. The first part of my thesis was dedicated to highlight their 

AD effects using animal behavioural models. This screening, combined with electrophysiological screening, 

allowed the identification of 3 Spadin analogues with greater efficacy and bioavailability than Spadin itself. The 

leader peptide is Mini-Spadin or PE 22-28. The other two were designed from this sequence, G/A-PE 22-28 and 

G/A-PE 22-28 Biotinylated, where the Glycine residue in the N-terminal position has been replaced by an 

Alanine residue. 

Our first results confirmed the AD effects of these short analogues. Consequently, I started to study their 

possible neuroprotective properties, with a particular focus on post-stroke recovery. We chose to use the MCAO 

(middle cerebral artery occlusion) model in adult mice to mimic stroke. We confirmed the onset of a depressive 

state 10 weeks after the trauma. Using this model, we have established that intraperitoneal injection of Mini-

Spadin had neuroprotective properties against ischemic shock. The Mini-Spadin treatment also allows a better 

functional recovery of the animals. Mini-Spadin reduces the mortality rate, prevents weight loss and reduced 

motor and cognitive dysfunctions induced by ischemia. In addition, we showed by using FST (forced swimming 

test) and NSF (Novelty-Induced Feeding Suppression) models that mini Spadin prevents the development of a 

depressive behaviour that occurs in untreated mice. Finally, the Mini-Spadin treatment increases neurogenesis 

and synaptogenesis, and prevents the degeneration of dopaminergic neurons of the substantia nigra. 

These results confirmed that Mini-Spadin open the possibility of developing an innovative concept in 

neuroprotection against stroke and associated depression. 

 

Keywords: Stroke, Post-stroke depression, TREK-1, Spadin, Neurogenesis, Behaviour 
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Abréviations : 

 

5-HIAA : Acide 5-HydroxyIndolAcétique 

5-HT : 5-HydroxyTryptamine, sérotonine 

AA : Acide Arachidonique 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

AGPI : Acides Gras PolyInsaturés 

AKAP150 : A-Kinase Anchoring Protein 

ALA : Acide α-Linolénique 

AMPA : α-Amino-3-hydroxy-5-Méthylisoazol-4-Propionate 

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique 

ARNm : Acide RiboNucléique messager 

ATP : Adénosine TriPhosphate 

AVC : Accident Vasculaire Cérébral 

BDNF : Brain Derived Neurotrophic Factor (facteur neurotrophique cerebral) 

BHE : Barrière Hémato-Encéphalique 

BrdU : 5-Bromo-2’-deoxyUridine 

CMST : Conditioned Motility Suppression Test 

COX : Cyclo-oxygénase 

CPF : Cortex PréFrontal 

CREB : cAMP Response Element Binding protein 

DALY : Disability Adjusted Life Years 

FST : Forced Swimming Test (test de la nage forcée) 

GABA : Acide γ-AminoButyrique 

GFAP : Glial Fribillary Acidic Protein 

HDAC : Histone DéACétylase 

HDL : High Density Lipoprotein 

HPLC : High-Performance Liquid Chromatography (Chromatographie en phase liquide à 

haute performance) 

HTR1B : 5-HydroxyTryptamine Receptor 1B (gène du récepteur 5-HT1B) 

HTR2A : 5-HydroxyTryptamine Receptor 2A (gène du récepteur 5-HT2A) 

i.p. : intra-péritonéal 

i.v. : intra-veineux 
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i.c.v. : IntraCérébroVentriculaire 

IL : Interleukine  

IMAO : Inhibiteurs de la MonoAmine Oxydase 

IMC : Indice de Masse Corporelle 

iNOS : forme inductible de l’oxyde nitrate synthase 

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique 

K2P : Canaux potassiques à deux domaines pore 

LCR : Liquide Céphalo-Rachidien 

LDL : Low Density Lipoprotein 

LH : Learned Helplessness (test de la résignation apprise) 

MABP : Mean Arterial Blood Pressure  

MAO : MonoAmine Oxydase 

MCAO : Middle Cerebral Artery Occlusion (occlusion de l’artère cérébrale moyenne) 

MCP-1 : Monocyte chemoattractant protein-1 

MDD : Major Depressive Disorder 

MEC : Matrice ExtraCellulaire 

MMPs : métalloprotéases matricielles 

MnD : Minor Depressive Disorder 

Mtap2 : Microtubule-associated protein 

MWM : Morris Water Maze 

NA : Noradrénaline 

NeuN: Neuronal Nuclei (marqueur des neurons matures) 

NIHSS : National Institute of Health Stroke Scale 

NMDA : N-Méthyl-D-Aspartate 

NO : Monoxyde d’azote 

NOS : NO Synthase 

NSF : Novelty Suppressed Feeding (test de la suppression de nourriture) 

OH : hydroxyle 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PBS : Phosphate Buffered Saline 

PE : Propeptide 

PFA : ParaFormAldéhyde 

PKA : Protéine Kinase A 
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PKC : Protéine Kinase C 

PLC : PhosphoLipase C 

RAP : Receptor Associated Protein 

RCPG : Récepteurs Couplés aux Protéines G 

RNS : Reactive Nitrogen Species 

ROS : Reactive Oxygen Species 

rt-PA : Activateur recombinant du plasminogène 

s.c. : sous-cutané 

SEM : Standard Error of the Mean (Erreur standard à la moyenne) 

SERT : SERotonin Transporter (Transporteur de la sérotonine) 

SGZ : SubGranular Zone (Zone sous-granulaire) 

SNC : Système Nerveux Central 

SNP : Single Nucleotide Polymorphism 

SNRI : Serotonin/Noradrenaline Reuptake Inhibitors 

SOD : Superoxyde dismutase 

SSRI : Specific Serotonin Reuptake Inhibitor 

SVZ : SubVentricular Zone (Zone sous-ventriculaire) 

t-PA : activateur tissulaire du plasminogène (tissue-type plasminogen activator) 

TASK : TWIK-related Acid Sensing K+ channel 

TCAs : TriCyclic Antidepressants (antidépresseurs tricycliques) 

TCE : 2,2,2-trichloréthanol  

TEP : Tomographie par Emission de Positons 

TGF-b : Transforming Growth Factor-b 

TH : Tyrosine Hydroxylase 

TMZ : Témozolomide 

TNF : Tumor Necrosis Factor 

TRAAK : TWIK-Related Arachidonic Acid activated K+ channel 

TREK : Twik RElated K+ channel 

TRESK : TWIK-RElated Spinal cord K+ channel 

TrkB : Tyrosine receptor kinase B 

TST : Tail Suspension Test (test de la suspension par la queue) 

TWIK : Weak Inwardly rectifying channel 

  



 
9 

 

Liste des figures et tableaux : 

 

Figure 1 : Les différents types d’AVC .................................................................................... 18 

Figure 2 : les différents processus de l’AVC .......................................................................... 19 

Figure 3 : Pompes ioniques et Potentiel d’action .................................................................. 21 

Figure 4 : Organisation de la BHE ........................................................................................ 25 

Figure 5 : les voies de la sérotonine ....................................................................................... 45 

Figure 6 : La famille des K2P .................................................................................................. 47 

Figure 7 : Les antagonistes et les bloqueurs de TREK-1 ...................................................... 52 

Figure 8 : Les agonistes et les ouvreurs de TREK-1 .............................................................. 54 

Figure 9 : Les pathologies associées à TREK-1 ..................................................................... 55 

Figure 10 : Maturation de la Sortiline et design de la Spadine ............................................ 64 

Figure 11 : TREK-1 et la Spadine .......................................................................................... 66 

Figure 12 : Les analogues retro-inverso de la Spadine ......................................................... 72 

Figure 13 : Propriétés inhibitrices et antidépressives des analogues 13 à 16 de la Spadine 73 

Figure 14 : Représentation du conditionnement et du test dans le modèle du LH .............. 77 

Figure 15 : Représentation du FST ........................................................................................ 78 

Figure 16 : Représentations du NSF ...................................................................................... 79 

Figure 17 : Représentation de la Piscine de Morris .............................................................. 80 

Figure 18 : Récapitulatif des différentes stratégies de recherche dans le MWM ................. 81 

Figure 19 : Représentation du Rotarod .................................................................................. 82 

Figure 20 : Représentation du Pole test ................................................................................. 83 

Figure 21 : Profil de dégradation HPLC de la Spadine dans le sérum ................................ 90 

Figure 22 : Inhibition de TREK-1 .......................................................................................... 91 

Tableau 1 : Récapitulatif des analogues de la Spadine ......................................................... 93 

Figure 23 : Effet des analogues en FST et courbe de dose réponse sur TREK-1 ................ 95 

Figure 24 : Stabilité in vivo des analogues de la Spadine ..................................................... 96 

Figure 25 : La spécificité des analogues de la Spadine pour TREK-1 ................................. 98 

Figure 26 : Effets des analogues de la Spadine dans des modèles de dépression ................ 99 

Figure 27 : Neurogenèse et Synaptogenèse ......................................................................... 101 

Figure 28 : Effets biphasiques de la Mini-Spadine sur l’activité de TREK-1 .................... 120 

Figure 29 : Effets de la Mini-Spadine dans le modèle de la MCAO ................................... 120 

Figure 30 : Effets de la Mini-Spadine sur la survie post-MCAO ........................................ 121 



 
10 

 

Figure 31 : Protocole expérimental en deux phases pour l’étude des effets de la Mini-

Spadine sur l’AVC ................................................................................................................. 122 

Figure 32 : Variations de poids et analyse des fonctions motrices ..................................... 123 

Figure 33 : Concentrations de propeptide ............................................................................ 124 

Figure 34 : Courbe de poids d’animaux non opérés, traités ou non avec de la Mini-Spadine

 ................................................................................................................................................ 125 

Figure 35 : Apprentissage dans le test de la Piscine de Morris ........................................... 127 

Figure 36 : Mesures jour test de la Piscine de Morris ......................................................... 128 

Figure 37 : Etude du phénotype dépressif dans le test du FST ........................................... 130 

Figure 38 : Etude du phénotype dépressif dans le test du NSF .......................................... 131 

Figure 39 : Neurogenèse et synaptogenèse .......................................................................... 132 

Figure 40 : Marquage TH des neurones GABAergiques .................................................... 133 



 
11 

 

Préambule : 

 

L’équipe des Docteurs C. Heurteaux et J. Mazella travaille depuis des années sur le 

développement de nouvelles thérapies pour faire face à l’AVC et à la dépression, deux 

pathologies encore mal comprises, et surtout dont les traitements sont soit absents ou presque 

(AVC) soit pas toujours très bien adaptés (dépression). Il y a plusieurs années, le laboratoire a 

identifié pour ces deux pathologies le canal TREK-1 comme une cible importante. Par 

conséquent le laboratoire a recherché des molécules modulatrices de ce canal. C’est ainsi que 

la Spadine a été identifiée comme étant un modulateur spécifique de TREK-1. La Spadine est 

un peptide conçu à partir de la séquence du peptide de 44 acides aminés issu de la maturation 

post-traductionnelle de la Sortiline appelé propeptide ou PE. La sortiline est une protéine 

impliquée dans de nombreux processus physiologiques car c’est à la fois un récepteur et une 

protéine partenaire pour l’adressage à la membrane. La Spadine bloque le canal TREK-1 avec 

une forte affinité, or l’inhibition de ce canal entraîne le développement d’un phénotype de 

résistance face à la dépression. Cette capacité à inhiber TREK-1 a conduit le laboratoire à 

étudier le potentiel thérapeutique de la spadine dans le cadre de la dépression. A mon arrivée 

au laboratoire les propriétés antidépressives de la Spadine avaient déjà été largement 

caractérisées. Sa rapidité d’action (4 jours) et son absence d’effets secondaires avaient été 

clairement démontrées. Toutefois avec pour but de faire de la spadine un médicament utilisable 

en médecine humaine, la stabilité in vivo de la Spadine qui n’est que de 6 heures nécessitait, si 

possible, d’être améliorée. 

De nouveaux projets portant sur la recherche d’analogues de la Spadine, plus stables que la 

spadine ont été initiés. Une première stratégie a consisté en la conception d’analogues retro-

inverso, c'est-à-dire de peptides dont la séquence est inversée et dont les acides aminés sont en 

conformation D. Cependant, malgré des premiers résultats intéressants, sur des cultures de 

neurones, ces analogues se sont avérés délétères à fortes concentrations. C’est la raison pour 

laquelle le laboratoire s’est orienté vers une autre stratégie, celle de concevoir des analogues 

courts. La première partie de mon travail de doctorat a consisté à caractériser ces analogues. 

L’objectif était d’identifier ceux qui avaient conservé les propriétés antidépressives de la 

Spadine, mais surtout qui étaient beaucoup plus stables.. Les résultats obtenus supportent 

l’hypothèse que ces analogues courts de la Spadine pourraient un jour devenir des 

antidépresseurs de nouvelle génération. 
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La deuxième partie de mon projet a été établi à la suite d’une observation assez récemment mise 

en lumière qui indique que traiter les patients ayant subi un AVC améliore la récupération sur 

le long terme. L’activation de TREK-1 est protectrice face au choc ischémique. Nous avons 

démontré par des mesures électrophysiologiques que la spadine et surtout ses dérivés plus 

courts avaient un effet biphasique sur TREK-1 : activation à basses concentrations et 

inhibitrices à fortes concentrations. Nous nous sommes alors intéressés aux potentiels effets 

neuroprotecteurs de la Spadine et de ses analogues face à l’AVC et ses conséquences. 

Notamment, notre attention s’est portée sur la récupération post AVC du point de vue moteur 

mais aussi du point de vue cognitif. Nous avons également étudié les effets d’un traitement avec 

la spadine ou ses analogues sur la dépression post-AVC. Cette deuxième partie de mon doctorat 

a mis en avant les effets bénéfiques d’un traitement avec la spadine ou ses analogues dans la 

protection vis-à-vis de l’AVC et de ses conséquences aussi bien termes de récupération que de 

dépression. Ces analogues pourraient donc non seulement être développés en tant 

qu’antidépresseurs, mais également en tant que neuroprotecteurs. 
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I- AVC 

 

 

A- Introduction 

  

Malgré le taux d’incidence des Accidents Vasculaires Cérébraux (AVC) qui est resté stable au 

cours de ces deux dernières décennies, la mortalité était en baisse. Malheureusement 

aujourd’hui ces taux repartent à la hausse, entraînant une augmentation du nombre de survivants 

handicapés à vie (Feigin and Krishnamurthi, 2010). En effet en 2010, on dénombrait 16,9 

millions d’AVC, chiffre auquel il convient d’additionner les 33 millions de survivants et les 5,9 

millions de morts. Tout cela correspond approximativement à 102 millions d’années perdues 

pour cause d’incapacité ou de décès (mesurée par EVCI pour « Espérance de Vie Corrigée par 

l’Incapacité » ou DALY pour « Disabilty Adjusted Life Years ») (Krishnamurthi et al., 2013). 

De tels chiffres placent les AVC en deuxième position des causes de mortalité dans le monde 

et en troisième concernant les invalidités. Il s’agit donc indéniablement d’un enjeu sociétal 

majeur, et malgré toutes les avancées récentes qui ont pu être faites, une thérapie adaptée reste 

à trouver (Hankey, 2017). 

 

La pathologie de l’AVC se définit cliniquement par la perte de fonctions neurologiques à la 

suite d’un infarctus ou d’une hémorragie cérébrale. Il peut également correspondre à un épisode 

de dysfonctionnement focal aigu du cerveau suffisamment important ou long pour qu’il soit 

possible d’en observer les conséquences par imagerie ou, bien évidemment, après autopsie.  

Cette pathologie est divisée en deux sous-types majeurs : les AVC ischémiques, qui représente 

80% des cas observés, et les AVC hémorragiques, les 20% restants. Les AVC ischémiques sont 

classés selon leur cause (maladie des petits vaisseaux, embolie cardiaque, …) (Amarenco et al., 

2013) (Ay et al., 2007), et les AVC hémorragiques selon leur cause et l’aire cérébrale qu’ils 

affectent (hypertension, anti coagulation, zone supratentoriale, …) (Rannikmae et al., 2016). 

Mais malgré ces classifications, 30% des AVC ischémiques et 20% des AVC hémorragiques 

ont des causes indéterminées.  
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Un AVC hémorragique est dû à la rupture d’un vaisseau sanguin à l’intérieur du cerveau. Alors, 

non seulement le sang ne rejoint plus les zones à irriguer, mais de surcroît l’hématome provoqué 

comprime la zone impliquée (Figure 1). A l’inverse, lors d’un AVC ischémique il y a 

obstruction d’un vaisseau, qui peut être due à l’apparition d’un caillot sanguin ou à des plaques 

d’athérome (Figure 1). Dans un cas comme dans l’autre, il s’agit d’une perte d’afflux sanguin 

dans une zone plus ou moins étendue du cerveau qui entraîne une privation en oxygène et en 

glucose. La zone la plus atteinte s’appelle le cœur ischémique (Figure 1). 

 

 

 

Figure 1 : Les différents types d’AVC 

 

Dans le cas d’un AVC ischémique, l’étendue de cette zone est influencée par la taille et l’aire 

d’irrigation du vaisseau sanguin concerné, mais également par la possibilité de reperfusion 

(autrement dit de retour du flux sanguin). En effet, si le flux sanguin est interrompu au niveau 

des régions d’adressage du vaisseau touché, il existe tout autour une zone dans laquelle il est 

suffisamment maintenu, grâce à de petits vaisseaux sanguins collatéraux. Cela permet aux 

neurones de conserver leur intégrité (Liebeskind, 2010). Dans cette région appelée « pénombre 

ischémique » ou « zone de péri-infarctus » (Figure 1) le déficit énergétique provoqué par 

l’AVC est tel qu’il n’y a plus d’activité neuronale mais sans être suffisant pour que le désordre 

ionique provoqué entraîne une destruction des membranes cellulaires. Les neurones de cette 

zone, bien que non stimulables, sont donc toujours physiquement intacts. (Astrup et al., 1981). 

Leur destin dépend alors de la possibilité de reperfusion potentielle de la pénombre ischémique. 

S’il y a rapidement reperfusion, les dégâts seront réduits. Mais si au contraire l’insuffisance 

sanguine persiste, la pénombre subira le même sort que le « cœur ischémique » et le tissu 
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neuronal sera lésé de manière irréversible (Weinstein et al., 1986) (Selman et al., 1990) (Figure 

1). 

 

B- Mécanismes impliqués 

 

L’ischémie cérébrale entraînée par l’AVC prive les zones concernées d’apports en oxygène et 

en nutriments. Or le cerveau est énergétiquement l’organe le plus gourmand du corps. Comme 

le reste du corps, il consomme cette énergie sous forme d’Adénosine Triphosphate (ATP) qui 

est en majeure partie issue de la glycolyse en condition aérobie et du cycle de Krebs.  

Cependant, pour faire face à une pénurie de glucose, le cerveau ne dispose que de très peu de 

réserves en glycogène, réserves exclusivement présentes dans les astrocytes (Iadecola, 2004). 

Plus dramatique pour les neurones si à cette pénurie s’ajoute une absence d’oxygène, ces 

réserves seront alors transformées en lactate par glycolyse anaérobie, et les quantités d’ATP 

que pourront ainsi fournir les mitochondries ne seront pas suffisantes pour répondre aux réels 

besoins énergétiques du cerveau. Il est donc impératif que les apports en oxygène et glucose 

soient parfaitement régulés, leur absence prolongée entraînant la mort du tissu cérébral. 

 

 

 

Figure 2 : les différents processus de l’AVC d’après (Brouns and De Deyn, 2009) 

 

Les processus se mettant en place à la suite de l’ischémie sont nombreux et suivent une 

organisation dans le temps bien précise. Ainsi se succèdent et se chevauchent : le déficit 
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énergétique, l’excitotoxicité, le stress oxydatif et l’inflammation (Brouns and De Deyn, 2009) 

(Figure 2). 

 

1- Déficit Energétique / Exitotoxicité 

 

En conditions normales, la phosphorylation oxydative du glucose apporte la majeure partie de 

l’énergie utilisée par le cerveau, l’ATP. Cette énergie est en grande partie utilisée afin de faire 

fonctionner différentes pompes ioniques (Na+ et K+) qui permettent de conserver une répartition 

physiologique des ions entre l’intérieur et l’extérieur de la cellule nerveuse. C’est cette 

répartition différentielle qui permet l’établissement du potentiel de membrane et donc le 

fonctionnement du neurone. Les concentrations en Na+, Ca2+ et Cl- doivent rester supérieures 

dans le milieu extracellulaire alors que la concentration en K+ est au contraire supérieure à 

l’intérieur de la cellule. Ce n’est que dans ces conditions que l’influx nerveux (potentiel 

d’action) peut être transmis d’un neurone à l’autre (Figure 3).  

En effet, la première phase (ou dépolarisation) d’un potentiel d’action se traduit par une entrée 

de Na+ dans la cellule, suivie par la repolarisation (sortie du K+) et enfin l’hyperpolarisation 

(résultante de la sortie massive de K+ en phase 2). Le retour à la normale se fait grâce aux 

pompes ioniques qui utilisent l’ATP pour rétablir les gradients ioniques à leurs niveaux 

physiologiques (Figure 3). 

 

La perte d’apports en oxygène et en glucose entraîne, en quelques minutes seulement, un déficit 

en énergie suffisante pour empêcher le maintien de l’équilibre ionique. Les gradients 

électrochimiques font qu’il y a une entrée massive des Na+, Ca2+ et Cl- dans la cellule et une 

sortie de K+, mouvements qui entraînent une dépolarisation neuronale générale. En réponse à 

ce phénomène les neurotransmetteurs sont libérés dans la fente synaptique où ils activent leurs 

récepteurs spécifiques de manière continue car, en effet, en l’absence d’ATP il n’y a pas de 

recapture possible (Katsura et al., 1994). Cette suractivation, notamment celle médiée par le 

glutamate (principal neurotransmetteur excitateur) sur les récepteurs de type alpha-amino-3-

hydroxy-5- methylisoxazole-4-propionate (AMPA) ou N-methyl-D-aspartate (NMDA), ou 

encore du kaïnate, conduit à une entrée massive de Ca2+ dans la cellule, contribuant ainsi à la 

mise en place du phénomène d’excitotoxicité (Rossi et al., 2000). En effet, l’activation des 

récepteurs AMPA induit dans un premier temps une entrée de Na+ dans la cellule conduisant à 

une dépolarisation de la membrane qui, associée à la présence du Glutamate, active les 
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récepteurs NMDA. Ces derniers provoquent un influx important de Ca2+ dans la cellule. 

L’augmentation du Na+ cellulaire génère alors une importante entrée d’eau dans les cellules, 

provoquant leur gonflement (Olney et al., 1986). A plus long terme (24h), cette entrée d’eau est 

à l’origine de l’œdème cérébral et l’accumulation du Ca2+ est impliquée dans la mort neuronale 

(Choi, 1985) (Moskowitz et al., 2010). En effet, cette hausse de concentration (facteur 500 à 

1000) provoque l’activation de mécanismes cataboliques médiés par les lipases, les nucléases 

et les protéases qui entraînent les processus physiologiques cités précédemment : stress oxydatif 

(caractérisé par une accumulation d’Espèces Réactives Oxygénées) et inflammation (marquée 

par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires). 

 

 

Figure 3 : Pompes ioniques et Potentiel d’action  

 

In fine, tous ces processus conduisent à la détérioration de l’ADN et à la désorganisation du 

cytosquelette, phénomène conduisant à la mort cellulaire. 

 

 

 



 
22 

 

2- Stress Oxydatif 

  

En conditions physiologiques les Espèces Réactives Oxygénées (ROS pour « Reactive Oxygen 

Species ») ont un rôle important dans le maintien de l’homéostasie du neurone. Leur production 

est étroitement régulée par les antioxydants endogènes de la cellule. En effet, ces antioxydants 

agissent comme des seconds messagers et sont impliqués dans l’apoptose, la détoxification ou 

encore la signalisation cellulaire (Bergendi et al., 1999). Cependant, une régulation altérée ou 

insuffisante face aux concentrations en ROS de la cellule entraîne un phénomène de stress 

oxydatif. Cela peut s’avérer particulièrement délétère pour la cellule du fait de son influence 

sur des processus tels que la dysfonction mitochondriale, la peroxydation lipidique et 

l’inflammation (Crack and Taylor, 2005). 

On compte parmi les ROS des espèces telles que les radicaux libres (atomes ou molécules avec 

au moins un électron libre dans leur orbite externe) ainsi que les ions oxygénés et peroxydes, 

par exemple l’anion superoxyde O2
-, l’oxygène singulet ·O, le radical hydroxyle ·HO ou encore 

le peroxyde d’hydrogène H2O2 et l’ozone O3. 

Ces ROS peuvent aussi se conjuguer avec d’autres atomes ou molécules plus grosses pour 

former des radicaux alkyl- ou peroxyl- (par exemple dans les lipides). Lorsque ces espèces 

chimiques oxygénées se lient à au moins un atome d’Azote, on parle alors « d’Espèces 

Réactives Azotées » (RNS pour « Reactive Nitrogen Species »), telles que l’oxyde nitrique 

·NO, le peroxynitrite ONOO- et le dioxyde d’azote ·NO2 (Bergendi et al., 1999). Tout comme 

les ROS, ces derniers sont également produits en conditions physiologiques et sont impliqués 

dans des processus tels que la régulation de la pression sanguine, la signalisation neuronale ou 

encore la réponse immunitaire (Ridnour et al., 2004). 

Si la surproduction des ROS entraîne un stress oxydatif, celle des RNS donne lieu à un stress 

nitrosatif.  

En cas d’ischémie, il y a production excessive de RONS (ROS et RNS). En effet, l’activation 

par l’augmentation du Ca2+ d’enzymes telles que les Oxyde Nitrique Synthases (NOS), la 

phospholipase A2 et la cyclooxygénase, génère des radicaux libres dont la présence surcharge 

les mécanismes endogènes de piégeage. Cela a pour conséquences une peroxydation lipidique 

et une oxydation protéique qui, par la suite, altèrent l’ADN (Dirnagl et al., 1999) (Ahmadinejad 

et al., 2017).  

Le cerveau est un organe particulièrement sensible aux dommages infligés par le stress oxydatif, 

et cela pour plusieurs raisons. Tout d’abord, il est abondamment composé d’acides gras 
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polyinsaturés facilement peroxydables. Ensuite, il n’est pas particulièrement riche en enzymes 

antioxydantes (superoxyde dismutase – SOD, glutathion péroxydase – GPx, catalase) ou autres 

molécules de même vocation (glutathion sous forme réduite, vitamine E, vitamine C, β-

carotène) (Saeed et al., 2007). S’ajoutent aussi à cela la faible capacité de régénération des 

neurones et leur métabolisme élevé ainsi que la quantité importante de fer (dont de fortes 

concentrations favorisent la production de ROS et la peroxydation lipidique) se trouvant dans 

le cerveau (Smith et al., 2013). 

Les dommages membranaires dus aux RONS sont le résultat de l’oxydation des acides gras 

polyinsaturés. Si en conditions physiologiques, ces réactions permettent le renouvellement de 

la membrane lipidique, en cas de stress oxydatif et nitrosatif, elles altèrent la structure même 

de la membrane et la fragilisent. En effet, l’activation de la phospholipase A2 entraîne 

l’hydrolyse des phospholipides de la membrane, relarguant ainsi des acides gras libres tels que 

l’acide arachidonique (AA). L’hydrolyse de l’AA par la cyclooxygénase et la lipoxygénase 

(COX/LOP) génère des métabolites et des ROS. Les métabolites se lient aux protéines et lipides 

membranaires, provoquant ainsi une modification des propriétés physiques de la membrane 

cellulaire, laquelle ne permet plus le bon fonctionnement des enzymes, et modifie grandement 

les interactions cellulaires (Braughler and Hall, 1989). 

Les effets délétères des RONS induisent également une dégradation protéique. Lorsque les 

protéines sont oxydées, de nombreux changements chimiques ont lieu, notamment la 

fragmentation ou l’agrégation ou encore le mauvais repliement des protéines, ainsi que la 

modification des chaînes latérales des acides aminés (Radak et al., 2011). Il s’agit d’une 

réaction en chaîne complexe par la variété des mécanismes impliqués et par la production de 

différents métabolites. Ainsi, les protéines peuvent être hydrolysées ou au contraire réticulées, 

et enfin l’oxydation des chaînes latérales d'acides aminés génère des dérivés d'oxydation 

spécifiques à chaque amine (Dean et al., 1997). L’accumulation de ces modifications 

oxydatives sur les acides aminés entraîne un dérèglement des fonctions cellulaires. En effet, la 

carbonylation et toutes les autres modifications post-traductionnelles médiées par les ROS 

provoquent l’inactivation des protéines concernées. Ce qui, dans le cas d’enzymes, les rend 

incapables de catalyser les réactions biochimiques pour lesquelles elles sont synthétisées. Cette 

inhibition de processus biologiques est responsable en majeure partie de la mort cellulaire 

(Radak et al., 2011). 

Enfin, le dernier niveau d’action cellulaire des RONS est la molécule d’ADN, laquelle peut 

subir des dommages tels que la modification de ses bases nucléotidiques, une formation de sites 
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apurinique/apyrimidique (AP) ou une fragmentation (rupture de l’hélice). Par son faible 

potentiel réducteur comparé aux autres bases azotées, la Guanine est très sujette à l’oxydation. 

Aujourd’hui plus de 20 résidus d’oxydation de la Guanine ont déjà pu être identifiés, le plus 

courant est la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoG). Lorsque cette 8-oxoG n'est pas réparée, elle 

devient mutagène, car s'associant à l'adénine (A) au lieu de la cytosine (C), elle induit des 

transversions de G à T (Radak et al., 2011). Cette apparition de mutations entraîne l’activation 

de systèmes de réparation de la cellule par excision de base, et par la suite la génération de 

« sites vacants » (où il manque une base), aussi appelés sites AP. Il a également été démontré 

que les ROS réagissent avec les sucres des nucléotides, et tout particulièrement les radicaux 

hydroxyles qui ciblent les positions C1 et C4 du pentose du désoxyribose. Là encore, les 

modifications générées sur les bases touchées peuvent entraîner l’activation des systèmes de 

réparation de la cellule par excision de base, et donc la formation de sites AP (Demple and 

DeMott, 2002). Ces interactions des radicaux hydroxyles avec le désoxyribose peuvent aboutir 

à des ruptures simple brin ou double brin de l’ADN. En effet, les radicaux peroxyles (ROO•-) 

générés endommagent les liaisons phosphodiester du squelette de la molécule d’ADN et 

provoquent ainsi sa rupture (Dedon, 2008). 

 

Les radicaux libres ont également un impact au niveau extracellulaire où ils activent les 

métalloprotéases matricielles qui sont à l’origine de la dégradation du collagène et de la 

laminine, constituant la lame basale. Les conséquences sont l’altération de la perméabilité de la 

barrière hémato-encéphalique (BHE).  

 

3- Barrière Hémato-Encéphalique 

 

La BHE est une membrane qui isole le liquide cérébro-spinal (LCS), dans lequel est immergé 

le système nerveux central (SNC), de la circulation sanguine. Elle filtre de façon très sélective 

toutes les molécules arrivant au cerveau ou à la moelle épinière. Elle empêche par exemple le 

passage d’agents pathogènes, de toxines ou encore d’hormones nocives mais ne fait pas obstacle 

à l’entrée de molécules nécessaires au bon fonctionnement du SNC. Au niveau anatomique, de 

la circulation sanguine vers le LCS, la BHE est composée de cellules endothéliales, de péricytes 

et de matrice extracellulaire (lame basale) auxquels s’associent astrocytes et neurones (Hawkins 

and Davis, 2005) (Figure 4). Ce sont les cellules endothéliales qui composent la première 

couche de la BHE. En effet, elles recouvrent les vaisseaux cérébraux et, du fait de leurs 
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jonctions serrées qui rendent le transport para-cellulaire presque impossible, sont à l’origine de 

l’étanchéité de la BHE. Ainsi, les molécules sont pour la plupart contraintes de passer de la 

circulation sanguine au LCS par transport actif au travers des cellules (transport trans-

cellulaire). Cela permet le filtrage sélectif des substances pouvant pénétrer le SNC. 

 

 

 

Figure 4 : Organisation de la BHE 

 

Les péricytes sont localisés au contact des cellules endothéliales (25 à 50% des cellules 

endothéliales sont ainsi associées à un péricyte) (Pardridge, 2005). Ils jouent un rôle important 

dans le développement des vaisseaux, le maintien de la BHE, la régulation des entrées de 

cellules immunitaires dans le SNC et dans le contrôle du flux sanguin cérébral (Attwell et al., 

2016). Ils sont également impliqués dans différentes pathologies, comme par exemple l’AVC 

ischémique durant lequel ils compriment les capillaires, empêchant ainsi le passage des 

globules rouges et gênant ainsi la reperfusion à la suite du retrait du caillot (Yemisci et al., 

2009). 

La lame basale recouvre ensuite l’ensemble des cellules endothéliales et des péricytes sur 30 à 

40nm d’épaisseur. Elle est composée de molécules de soutien telles que le glycogène de type 

IV, le sulfate d’héparine, les laminines, les protéoglycanes ou la fibronectine. Des cellules 

immunitaires, comme les macrophages périvasculaires et la microglie, sont également présentes 

(Serlin et al., 2015) (Sharif et al., 2018). 

Les astrocytes, se greffent sur la lame basale grâce à des extensions membranaires appelées 

pieds astrocytaires. Ils ont un rôle crucial non seulement dans le support de la BHE mais aussi 

dans l’interaction de cette dernière avec les neurones (Rodriguez-Arellano et al., 2016). 
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Le dysfonctionnement des transporteurs ioniques au niveau de la BHE lors d’un AVC est un 

processus décisif menant à l'œdème cérébral. En effet, peu après l'ischémie, l’augmentation de 

l'activité des échangeurs Na+/H+, des co-transporteurs Na+-K+-Cl- ou du canal potassium 

KCa3.1 induite par le calcium amplifie le transport trans-cellulaire du Na+ et du Cl- vers le 

cerveau à travers la BHE. La dérégulation homéostasique qui en résulte (particulièrement 

l'augmentation de l'absorption de Na+) contribue alors grandement à la formation d'œdème. 

(Chen et al., 2015c) (O'Donnell, 2014). De plus, le stress hypoxique conduit à une augmentation 

de la perméabilité de la BHE en altérant les jonctions serrées (Fischer et al., 1999). Si une 

reperfusion précoce peut limiter les lésions, une reperfusion trop tardive ou un traitement 

thrombolytique différé ont, en revanche, des conséquences délétères (Hjort et al., 2008). 

La perméabilisation de la BHE est également fortement impliquée dans l'augmentation de la 

mortalité due à une hémorragie après un traitement par le tPA (tissue-type plasminogen 

activator), une enzyme qui catalyse la conversion du plasminogène en plasmine au niveau du 

thrombus, ce qui induit la rupture de ce dernier (Jickling et al., 2014). Le traitement par tPA 

augmente également les taux de métalloprotéinase 9 (MMP-9), enzyme responsable de la 

dégradation de l’occludine et de la claudine-5, et donc responsable de la perte d’intégrité des 

jonctions serrées (Kelly et al., 2006) (Qi et al., 2016). En effet, à la suite de l’effondrement des 

jonctions serrées dû, entre autres, à la phosphorylation de la connexine43, l’hémorragie associée 

au tPA résulte souvent d'une rupture importante de la BHE (Yang et al., 2016). Des études 

effectuées sur des patients sous traitement thrombolytique ont permis de constater par IRM que 

l'ouverture précoce de la BHE est un prédicteur de processus hémorragique final (Latour et al., 

2004). A noter cependant que, même sans traitement, les taux plasmatiques et cérébraux des 

MMP chez les victimes d’AVC sont augmentés (Montaner et al., 2001), et par conséquent 

certainement responsables des dégâts induits par l’ischémie. 

Cette perméabilisation de la BHE permet alors l’infiltration de cellules immunitaires 

périphériques et de molécules associées dans le parenchyme cérébral. Ces phénomènes 

contribuent grandement à aggraver non seulement l’état de la BHE, mais aussi du tissu cérébral 

dans son ensemble (Gelderblom et al., 2009).  

 

 

 

4- Inflammation 
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a- Leucocytes 

 

Bien que de nombreux aspects de l’inflammation ne se manifestent que plusieurs jours après 

l’AVC, la cascade inflammatoire est activée immédiatement après occlusion du vaisseau (De 

Meyer et al., 2016) (Figure 3). Ainsi, il y a production de cytokines et de médiateurs 

proinflammatoires par les cellules neuronales endommagées dans les premières heures suivant 

l’ischémie, parmi lesquels sont présents, entre autres, le facteur de nécrose tumorale (TNF-α) 

et les interleukines 1b et 6 (IL- 1b et IL-6). Ces derniers sont décrits comme étant délétères dans 

les modèles d’ischémie expérimentale, d’ailleurs leurs niveaux augmentent dans le fluide 

cérébrospinal et dans le sang des patients victimes d’AVC ischémiques (Basic Kes et al., 2008) 

(McCoy and Tansey, 2008).  

Ces sécrétions d’IL-1 et d’IL-6 entraînent l’augmentation de l'expression de molécules 

d'adhésion par les cellules endothéliales, notamment ICAM-1, la P-selectine et la E-selectine. 

Ces molécules permettent, entre autre, l'adhérence, l'accumulation et la transmigration des 

leucocytes à travers l'endothélium et servent de médiateurs dans les cascades inflammatoires, 

aggravant l’impact de l'infarctus (McColl et al., 2008) (Wang and Doerschuk, 2002). En effet, 

ces molécules induisent l’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales (Choi et al., 

2009) (Schnoor and Parkos, 2008), condition indispensable à leur infiltration (l’absence de ces 

molécules d’adhésion chez l’animal a un effet neuroprotecteur (Denes et al., 2010)). Ces 

cellules qui sont une source majeure de MMP-9 au niveau du cœur de l'infarctus, favorisent la 

dégradation de la BHE, et contribuent ainsi aux lésions neuronales (Justicia et al., 2003) (Rosell 

et al., 2006). La MMP-9 facilite également le recrutement de leucocytes supplémentaires ainsi 

que l’activation de cellules immunitaires résidentes (Amantea et al., 2009). Son élimination 

réduit considérablement l’accumulation leucocytaire post-ischémique dans le tissu cérébral 

(Gidday et al., 2005) en diminuant la taille de la lésion cérébrale, et conduit à un meilleur 

pronostic fonctionnel (Barone and Feuerstein, 1999).  

En plus de la MMP-9, les neutrophiles, après avoir pénétré dans le parenchyme cérébral, 

libérent des ROS et des enzymes protéolytiques. En effet, à la suite de l’infiltration leucocytaire 

il y a augmentation de la forme inductible de l’oxyde nitrique synthase (iNOS) ou encore de 

COX-2. La première produit du NO en quantité délétères (Forster et al., 1999), et la seconde de 

l’ion superoxyde et des prostaglandines (métabolites de l’AA) dans la pénombre ischémique 

(Iadecola et al., 1999). Dans des modèles murins, l’inhibition de ces deux enzymes, et celle de 
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la MMP-9 permet de réduire la taille de l’infarctus cérébral (Iadecola et al., 1997) (Iadecola et 

al., 2001). 

Il est important de noter que, outre les conséquences liées à la sécrétion de molécules 

dangereuses, le recrutement important de neutrophiles peut obstruer la microcirculation, et ainsi 

empêcher la reperfusion sanguine (del Zoppo et al., 1991). 

Les neutrophiles sont les premières cellules de la circulation à pénétrer dans la zone ischémiée, 

leur invasion se poursuit jusqu’à 2 jours après l’AVC avant que leur nombre ne décline peu à 

peu (Gelderblom et al., 2009). Ils ne sont en revanche pas les seuls leucocytes à passer la BHE. 

Les monocytes eux aussi infiltrent le parenchyme cérébral. Ils sont d’ailleurs la population 

cellulaire présente en plus grand nombre dans les stades avancés de l’infarctus (Iadecola, 1997). 

 

L’ensemble de ces résultats démontre clairement que l’inflammation cérébrale induite par 

l’ischémie est associée à l’activation de différentes populations cellulaires, telles que les 

microglies/macrophages et les astrocytes. Cependant d’autres types cellulaires comme les 

lymphocytes T régulateurs (Tregs) et les lymphocytes B, en limitant le traumatisme, jouent 

également un rôle protecteur (Li et al., 2015) (Liesz et al., 2015) (Offner and Hurn, 2012). 

 

b- Microglie 

 

Bien que l’inflammation intravasculaire ouvre la voie à la dégradation de la BHE et à l'invasion 

leucocytaire du tissu ischémique, des processus inflammatoires sont également initiés dans le 

parenchyme cérébral. En effet, l'un des premiers événements à prendre place serait la libération 

de « motifs moléculaires associés au danger/dommages » (DAMP) par des neurones blessés ou 

mourants. Les lésions tissulaires génèrent une multitude de ces DAMPs (parmi eux des 

protéines, des lipides complexes et des acides nucléiques provenant de cellules mortes, ainsi 

que des peptides issus de la protéolyse matricielle) qui activent alors des récepteurs sur la 

microglie et les astrocytes (Garcia-Bonilla and Iadecola, 2012) (Benakis et al., 2014). Dans les 

premières heures suivant l'ischémie, la microglie réagit à l'altération de l'environnement, la 

morphologie de ces cellules change alors et les rapproche de manière préférentielle des 

neurones qui présentent des signes de surcharge en calcium (Szalay et al., 2016). Cette 

microglie activée prend alors un aspect amiboïde similaire à celui des macrophages (Patel et 

al., 2013), et exprime certains de leurs marqueurs de surface comme CD11b, IB4 (Isolectin B-

4), Iba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule 1), F4/80 ou encore ED-1 (CD68 chez 
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l’humain) (Ginhoux et al., 2010; Taylor and Sansing, 2013). La microglie sécrète alors des 

molécules telles que l'IL-1β ou le TNFα, qui influent sur la cascade inflammatoire en induisant 

la production de cytokines et de chimiokines dans les cellules endothéliales et les astrocytes. 

 Cependant, bien que l’activation de la microglie entraîne la libération de cytokines pro-

inflammatoires, de ROS et de MMPs (implication néfaste face à l’AVC) (Gregersen et al., 

2000) (Iadecola and Anrather, 2011), contrarier cette activation ou la prolifération de ces 

cellules, entraîne une augmentation du volume de l’infarctus et du nombre de neurones à destin 

apoptotique de la zone touchée (Lalancette-Hebert et al., 2012). 

L’activation de la microglie à la suite d’un AVC aurait ainsi un double rôle, délétère et 

protecteur.  

Une contradiction qui s’explique par le fait qu’après son activation, la microglie peut évoluer 

vers deux phénotypes différents. La microglie de type M1 (ou classique) est pro-inflammatoire, 

elle sécrète de nombreux médiateurs pro-inflammatoires, tels que l’IL-1b, le TNF-a, iNOS, 

MCP-1 (CCL-2) et l’interféron-γ (INF-γ) (Starossom et al., 2012) (Ransohoff and Brown, 

2012). A contrario, la microglie de type M2, qui sécrète des médiateurs anti-inflammatoires 

tels que l’IL-4, l’IL-10, l’IL-13 ou encore le facteur de croissance transformant β (TGF-β) ainsi 

que d’autres facteurs neurotropiques (Hanisch and Kettenmann, 2007) (Liu et al., 2012) (Taylor 

and Sansing, 2013) (Zhou et al., 2012) (Shin et al., 2004), serait plutôt impliquée dans la 

neuroprotection et la récupération (Starossom et al., 2012) (Kawanokuchi et al., 2008). 

La microglie M2, bien qu’elle soit plus présente au niveau de la lésion ischémique dans les 

premiers temps suivant l’AVC, est rapidement supplantée par le type M1, faisant ainsi place 

aux effets délétères (Hu et al., 2012). 

 

c- Astrocytes 

 

En cas d’AVC les astrocytes, bien que moins sensibles à la privation en oxygène et en glucose 

que les neurones, subissent d'importantes modifications morphologiques, qui se caractérisent 

par une hypertrophie qui peut se transformer en hyperplasie. Dans les minutes qui suivent la 

blessure, l’activation des astrocytes est déclenchée par des cytokines, comme TGFα 

(Rabchevsky et al., 1998), l'IL-1 (Herx and Yong, 2001) ou l'IL-6 (Brunello et al., 2000), qui 

sont produites par les neurones et les cellules gliales du cœur ischémique et par les neurones 

blessés de la pénombre. Ces cellules, également appelées astrocytes réactifs (Sofroniew, 2009), 

présentent une hypertrophie cellulaire, un degré de prolifération plus important, une expression 
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accrue des protéines filamenteuses intermédiaires (comme la protéine fibrillaire gliale acide 

(GFAP), la vimentine et la nestine), et une expression altérée de nombreuses autres molécules 

(impliquées dans la structure cellulaire, la transcription génétique, le métabolisme énergétique, 

la signalisation intracellulaire et les transporteurs de membranes) (Fuchs and Cleveland, 1998) 

(Li and Chopp, 1999) (Ridet et al., 1997) (Liu and Chopp, 2016). 

In vitro en l’absence d’oxygène et de glucose, l’activité et l’expression des transporteurs du 

glutamate, la capacité de recapture du glutamate, et l’expression intracellulaire du glutathion 

des astrocytes matures sont diminuées (Gouix et al., 2014). Or plus de 80 % des transporteurs 

de glutamate, en particulier EAAT2, sont situés sur les astrocytes, faisant de ces cellules le 

principal site d'absorption du glutamate (Dallerac and Rouach, 2016) (Petr et al., 2015). Après 

l'ischémie, l'une des premières réactions dues à l'absorption accrue de glutamate et de lactate 

est le gonflement des astrocytes (Landis, 1994) (Kimelberg, 2005). Ces cellules 

hypertrophiques peuvent comprimer les vaisseaux dans les régions ischémiques et exacerber 

l'hypoperfusion vasculaire (Sykova, 2001). Les astrocytes sont également une source de MMP, 

et donc accroissent la dégradation des jonctions serrées et de la matrice extra-cellulaire après 

une ischémie (Mun-Bryce and Rosenberg, 1998). Par leur production de cytokines et d’iNOS, 

ils sont également impliqués dans la réponse inflammatoire (Endoh et al., 1994). 

 

Cette chaîne d’événements provoquée par l’ischémie conduit finalement à la mort cellulaire. 

 

d- Mort cellulaire 

 

A la suite d’un AVC, deux processus de mort cellulaire se mettent en place, la nécrose et 

l’apoptose. C’est majoritairement l’amplitude du déficit énergétique qui va faire basculer les 

cellules vers l’un ou l’autre de ces processus. En effet, la nécrose est importante dans les régions 

les plus pauvres en ATP, telles que le cœur ischémique (Dirnagl et al., 1999), alors que 

l’apoptose a plutôt lieu dans la pénombre ischémique où, bien qu’en quantité inférieure à la 

norme, il y a toujours de l’ATP (Leist et al., 1997). Cependant, le degré de sévérité de l’ischémie 

est aussi primordial, ainsi en cas d’ischémie permanente c’est la nécrose qui prend le pas, alors 

que dans le cas d’une occlusion transitoire c’est l’apoptose le processus principal. 

La nécrose est considérée comme une mort cellulaire « accidentelle » et majoritairement 

pathologique, alors que l’apoptose est une mort cellulaire « programmée » et physiologique. 
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Dans le cas de la nécrose, c’est la déficience énergétique provoquée par l’ischémie qui entraîne 

une rupture de la membrane plasmique et le relargage des composants cytoplasmiques de la 

cellule. Ce relargage d’enzymes de dégradation, de glutamate, mais aussi certaines de toxines 

induit la nécrose des neurones avoisinants (Zong and Thompson, 2006). 

 

Au contraire de la nécrose, l’apoptose répond à un programme génétique bien précis. Lorsque 

la cellule est soumise à un stress délétère, comme une production de ROS importante (Dugan 

et al., 1995) ou une diminution de K+ de grande ampleur (Yu et al., 1997), il y a activation des 

gènes codant certaines protéines (Bax et Trp53 par exemple) et certaines enzymes (Caspases) 

impliquées dans les processus de mort cellulaire programmée. Des études ont montré que 

l’expression de ces gènes est surtout augmentée dans la pénombre (Mitsios et al., 2007) 

(Sairanen et al., 2006). Les caspases sont des enzymes de clivage qui dégradent les protéines 

du cytosquelette et détruisent les composants cytoplasmiques (Marsden and Strasser, 2003) 

(Strasser, 2005), ce sont majoritairement les caspases 1 et 3 qui sont impliquées dans l’apoptose 

provoquée par une ischémie cérébrale. La membrane cellulaire reste ainsi intacte jusqu’au 

terme du processus, ce qui limite la libération des constituants cytoplasmiques et réduit 

l’inflammation environnante (Choi, 1996) (Lee et al., 1999) (Namura et al., 1998). Les neurones 

aux alentours ne sont donc pas affectés par la mort de leurs voisins. 

A noter que l’inhibition de ces caspases (Thornberry and Lazebnik, 1998) a un effet 

neuroprotecteur (Fink et al., 1998). 

 

Cette perte neuronale provoque des lésions cérébrales qui ont de nombreuses conséquences 

pour les patients qui survivent à l’AVC. 

 

C- Séquelles de l’AVC 

 

A la suite d’un AVC le taux de mortalité varie de 15% dans les premiers mois à 50% après 

plusieurs années (Luengo-Fernandez et al., 2013). Cependant, dans la plupart des cas, les 

survivants présentent des séquelles. En effet, d’après l’INSERM si 60% récupèrent une 

« indépendance fonctionnelle » suffisante pour réintégrer leur domicile, 40% gardent des 

séquelles assez importantes pour remettre en cause leur autonomie quotidienne, sans 

mentionner les risques de récidive ou de développement d’un état dépressif. 
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Le cerveau étant un organe complexe et structuré en zones correspondant la plupart du temps à 

des fonctions différentes, les séquelles d’un AVC dépendent non seulement de la sévérité de 

l’ischémie mais aussi de la zone lésée. Elles peuvent ainsi aussi bien être d’ordre moteur que 

cognitif, voire émotionnel. 

 

1- Motrices 

 

La plupart des patients survivant à un AVC développent des séquelles motrices, c'est-à-dire une 

perte totale ou partielle de mobilité (Jorgensen et al., 1995). Chez 80% d’entre eux cela se 

traduit par une incapacité à contrôler les muscles du côté contralatéral du corps, phénomène 

appelé l’hémiparésie (Langhorne et al., 2009) (Hatem et al., 2016). Généralement cette 

paralysie de l’hémicorps est totale immédiatement après l’AVC mais dès quelques jours les 

muscles sont de nouveau capables de se contracter. Cependant cette récupération n’est que 

partielle, les patients sont incapables de faire des mouvements précis et leur force musculaire 

est très réduite. A cela s’ajoutent les problèmes de tonicité qui entraînent de nombreux 

handicaps dans la réalisation de tâches simples, et qui sont bien souvent à l’origine de la 

dépendance des patients dans leur vie quotidienne.  

Souvent les patients victimes d’AVC présentent des troubles de la coordination (ataxie) ainsi 

qu’une incapacité à réaliser certains mouvements particuliers adaptés à une situation donnée 

(apraxie) (Heilman et al., 1997). Dans le cas de l’apraxie c’est la conceptualisation même du 

geste qui est affectée. 

Cette prévalence des déficits moteurs s’explique du fait que, dans 80% des cas, l’AVC 

ischémique est une conséquence de l’obstruction de l’une des trois artères principales du 

cerveau, l’artère cérébrale moyenne (artère Sylvienne). Cette dernière irrigue la capsule interne 

ainsi que les ganglions de la base, mais aussi, en partie, les lobes frontal, pariétal et temporal. 

Des structures qui sont toutes impliquées dans la fonction motrice et dans le contrôle des 

mouvements. 

 

Bien qu’étant les plus communes, les séquelles motrices ne sont généralement pas les seules 

associées à l’AVC. Un autre type de troubles fréquents sont ceux d’ordre cognitif. 

 

2- Cognitives 
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Tout comme les déficits moteurs, les troubles cognitifs après un AVC peuvent avoir un impact 

important sur la qualité de vie et l’indépendance des patients (Tatemichi et al., 1994). Le terme 

cognition regroupe de nombreux processus tels que la mémoire, l’attention, le langage ou 

encore la fonction exécutive (planification, organisation, contrôle). Ces processus sont 

généralement associés pour mener à bien même la plus simple des tâches intellectuelles, comme 

par exemple se rappeler d’une liste de course, qui fait appel non seulement à la mémoire mais 

aussi au langage et à l’attention. Les troubles cognitifs sont déterminés au travers de tests 

neuropsychologiques variés, également utilisés pour évaluer les dégâts dans la maladie 

d’Alzheimer, qui permettent d’identifier le type d’atteinte que manifeste le patient. Près de 30% 

des patients ayant subi un AVC développent une démence (dite vasculaire) dans les 12 mois 

(Cullen et al., 2007). Ce qui classe l’AVC en deuxième position, immédiatement après la 

maladie d’Alzheimer, des causes de démence (OMS).  

Tout comme dans le cas des troubles moteurs, l’obstruction de l’artère cérébrale moyenne est 

associée à un risque plus important de développer des atteintes cognitives (Jaillard et al., 2010). 

En clinique, les deux séquelles cognitives les plus fréquentes sont l’héminégligence spatiale 

aujourd’hui appelée négligence spatiale unilatérale, et l’aphasie (Cumming et al., 2013). 85% 

des patients ayant subi un AVC dans l’hémisphère droit, présentent une négligence visuelle 

gauche dans les premiers temps suivant l’AVC (Azouvi et al., 2006). Le patient « ignore » les 

signaux envoyés et ne considère pas ce qui se trouve à sa gauche. Par exemple, il ne mangera 

que ce qui se trouve à gauche dans son assiette, ou il se heurtera aux obstacles à sa gauche. 

Cette héminégligence s’atténue généralement de manière spontanée (Ringman et al., 2004), 

cependant elle persiste chez au moins un tiers des patients qui manifestent une négligence 

spatiale unilatérale importante même plusieurs mois après l’AVC (Karnath et al., 2011). 

Un AVC peut également entraîner une incapacité partielle ou totale à communiquer et à 

comprendre bien que les sons soient perçus correctement, c’est l’aphasie. Ce trouble est présent 

chez 10 à 38% des patients et est un facteur majeur dans la dépendance post ischémie (Pedersen 

et al., 1995) (Yoon et al., 2015) (Hilari et al., 2003). Cette incapacité à communiquer est un 

handicap majeur dans le développement de relations sociales, c’est pourquoi l’aphasie va 

souvent de pair avec les troubles émotionnels et psychosociaux (Hemsley and Code, 1996). Elle 

est d’ailleurs considérée comme un marqueur prédictif des désordres émotionnels et d’isolation 

sociale (Thomas and Lincoln, 2008). 
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3- Emotionnelles 

 

A la suite d’un AVC, les victimes font souvent preuve d’anxiété et ont une inclination à 

l’isolement. Cliniquement, l’atteinte émotionnelle avec la plus grande incidence est la 

dépression post-AVC. En effet, moins de 12 mois après l’AVC, un tiers des survivants 

développe un état dépressif (Hackett et al., 2005b) (Hackett and Pickles, 2014) (Robinson, 

2003). Ce trouble se traduit principalement par une incapacité à ressentir du plaisir 

(l’anhédonie). D’autres symptômes fréquemment rencontrés sont la fatigue, les insomnies, des 

difficultés de concentration et la perte d’appétit.  

Si contrairement aux séquelles motrices et cognitives, la dépression n’est pas liée à la zone 

cérébrale touchée (Carson et al., 2000), elle est d’autant plus favorisée par la gravité des autres 

troubles développés par le patient (Kouwenhoven et al., 2011).  

Le développement d’une dépression post-AVC est signe de mauvais pronostic (Hadidi et al., 

2009). On rapporte en effet une mortalité plus de 3 fois supérieure chez les patients atteints de 

dépression. Il faut également ajouter à cela que la récupération est plus lente et les séquelles 

plus importantes, ce qui impacte grandement la qualité de vie du patient et de ses proches. 

La dépression post-AVC qui a constitué une part importante de mes recherches fait l’objet du 

chapitre II de ce manuscrit. 

 

 

 

II- Dépression Post-AVC 

 

 

A- Généralités 

 

De nos jours près de la moitié des survivants d’un AVC souffrent de handicap permanent et 

doivent être placés en institution pour soins et réhabilitation (Bonita et al., 1997) (Go et al., 

2013). Pour compliquer plus encore le processus déjà complexe de réhabilitation, près d’un 

tiers des survivants souffre de dépression post-AVC (PSD).  
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La PSD est le principal prédicteur de mauvais pronostics fonctionnels à la suite d’un AVC, car 

elle est associée à de nombreux troubles comme les insomnies, les difficultés de réadaptation, 

les déficits cognitifs, le retrait social et l'isolement, et surtout, une mortalité accrue (Hadidi et 

al., 2009). 

La prévalence de la PSD varie selon les études (Paolucci, 2008) (Robinson, 2003) (Truelsen et 

al., 2006). Dans leur méta-analyse de 43 études, Ayerbe et al, ont rapporté une prévalence totale 

de 29% durant les 10 années post-AVC (Ayerbe et al., 2013). Puis, une méta-analyse de 61 

études par Hackett et Pickles a rapporté une fréquence de dépression stable de 31% à tout 

moment durant les cinq années suivant l’AVC, ce qui corrobore avec les résultats obtenus dans 

l’étude menée 10 ans plus tôt, qui avait déterminé une fréquence de 33% (Hackett and 

Anderson, 2005; Hackett and Pickles, 2014).  

 

La PSD reste assez mal diagnostiquée, sous traitée et peu étudiée. Une des limites de la plupart 

des études est le manque de critères pour diagnostiquer de manière spécifique les différents 

troubles de l’humeur, faisant ainsi disparaître d’importantes variables cliniques. Une revue 

écrite par Robinson sur la compilation de données d’études cliniques avait fait part d’une 

prévalence de 19,3% pour les troubles dépressifs majeurs (MDD) et de 18,5% pour les troubles 

dépressifs mineurs (MnD) (Robinson, 2003). Plus récemment, une méta-analyse de 108 études 

sur les troubles de l’humeur observant 147 patients sur une durée de 2 jours à 7 ans après AVC 

a déterminé une prévalence de 33,5% tout troubles dépressifs confondus. Avec la MDD 

représentant 17,7%, la MnD 13.1%, et la dysthymie (trouble de l’huleur chronique modéré) 

3,1%. Les troubles de l’adaptation étaient présent chez 6,9% des patients et les troubles de 

l’anxiété chez 9,8% (Mitchell et al., 2017). 

 

Les études longitudinales ont offert des résultats contradictoires quant à l’évolution de la PSD 

au cours du temps. Si l’on en croit les méta-analyses de Ayerbe, et de Hackett et Pickles, le taux 

de prévalence reste stable durant la première année puis décline (Ayerbe et al., 2013) (Hackett 

and Pickles, 2014). Cependant, la revue de Werheid, basée sur 10 études longitudinales 

prospectives, a observé une évolution variant en fonction du temps : une augmentation des 

symptômes dépressifs durant les premiers 6 mois, une légère diminution environ 1 an après 

l’AVC et une nouvelle augmentation durant la deuxième année (Werheid, 2015). 
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La PSD est également un facteur de risque de récidive précoce de l’AVC : 8,15 ans chez des 

patients atteints de PSD contre 9,63–9,75 ans chez des patients sans PSD (Sibolt et al., 2013). 

Sans surprise, la PSD est aussi associée à l’augmentation du coût de l’hospitalisation après un 

AVC (Husaini et al., 2013). 

L’augmentation de la mortalité est l’événement clinique le plus marquant chez les personnes 

souffrant de PSD. Une étude récente menée sur 10 ans chez une population de personnes ayant 

subi un AVC regroupées par tranche d’âge, a révélé un risque relatif (hazard ratio ou HR) de 

1,56 dans la tranche 25 à 74 ans, et de 2,28 dans la tranche 65 à 74 ans (Razmara et al., 2017). 

L’augmentation de la mortalité chez les patients atteints de PSD pourrait résulter de 

dysfonctionnements cardiovasculaires, notamment des troubles du rythme cardiaque résultants 

de l’altération des fonctions autonomes (Robinson et al., 2008). 

Les indicateurs les plus fréquemment mentionnés dans la littérature (parfois contradictoires) 

sont le genre féminin, les antécédents de PSD, les troubles physiques, l’anxiété, l’aphasie, la 

sévérité de l’AVC, les handicaps physiques et cognitifs, la dysphagie et les facteurs 

psychosociaux comme les événements antérieurs à l’AVC et le manque de support familial et 

social (De Ryck et al., 2014) (Hackett and Anderson, 2005; Kutlubaev and Hackett, 2014; Shi 

et al., 2017). 

 

 

 

B- Hypothèses 

 

La pathophysiologie de la PSD est complexe et multifactorielle. Elle est le résultat de la 

combinaison de dysfonctions neurologiques induites par l’ischémie et d’une détresse 

psychologique. En effet, les données actuelles établissent les facteurs neurobiologiques (plutôt 

que la réponse psychologique au handicap) comme principaux éléments à associer avec la PSD. 

Cette hétérogénéité pourrait s’expliquer par les différent sous-types de dépression (majeur, 

mineur), la survenue de la reperfusion (précoce, tardive), la zone cérébrale touchée (gauche, 

droite) (Wei et al., 2015) et les facteurs de causalité (Provinciali and Coccia, 2002). 

De nombreux mécanismes pathogéniques ont été proposés concernant la PSD, notamment des 

processus semblables à ceux de la dépression primaire (Penninx et al., 2013) 
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Basée sur l’hypothèse monoaminergique de la dépression, la PSD pourrait être liée à 

l’interruption de la transmission aminergique des axones reliant le tronc cérébral au cortex à la 

suite de la lésion ischémique. Cette lésion entraînerait une diminution de la synthèse de 5-HT 

et de noradrénaline (Robinson et al., 1984) (Santos et al., 2009) (Terroni et al., 2011) 

(Narushima et al., 2003). Ce déséquilibre de la neurotransmission 5-HT est supporté par la 

présence de concentrations plus faibles de métabolites de la sérotonine (l’acide 5-hydroxy-

indol-acétique) dans le LCS (Bryer et al., 1992) et par la régulation à la hausse des récepteurs 

5-HT2A mesurée par PET (tomographie par émission de positrons) (Mayberg et al., 1988) 

(Moller et al., 2007). Cependant cette hypothèse monoaminergique seule n’est plus 

communément acceptée. 

 

L’hypothèse de l’excitoxicité médiée par le glutamate (Sanacora et al., 2012) a été 

proposée du fait de l’augmentation transitoire du ratio glutamate+glutamine/créatinine dans les 

régions préfrontales de l’hémisphère contralatéral qui disparaît après 4 mois (Glodzik-Sobanska 

et al., 2006). De plus, le risque de développement d’une PSD à 3 mois a également été mis en 

corrélation avec de hauts niveaux plasmatiques de glutamate et une faible concentration de « 

glutamate oxalacetate transaminase » (GOT) pendant l’AVC (Cheng et al., 2014). 

  

La PSD pourrait être liée à des facteurs vasculaires, tels que les lésions de la matière 

blanche (observées par IRM) qui pourraient affecter les projections monoaminergiques entre le 

cerveau moyen et le tronc cérébral. Cette hypothèse rejoint celle de la “dépression vasculaire” 

tardive (Naarding and Beekman, 2011) (Provinciali and Coccia, 2002) (Taylor et al., 2013). 

 

Une autre hypothèse d’intérêt grandissant est l’implication du métabolisme 

mitochondrial (Klinedinst and Regenold, 2015). Une étude (Renshaw et al., 2001) indique que 

l’utilisation de molécules augmentant la disponibilité de l’ATP a des effets antidépresseurs. De 

plus, des déficiences mitochondriales ont été observées chez un modèle animal de dépression 

(CMS ou Chronic Mild Stress, qui consiste à infliger aux animaux un stress chronique pendant 

plusieurs semaines) (Bansal and Kuhad, 2016) (Ferrari and Villa, 2017) (Gardner and Boles, 

2011) (Rezin et al., 2009).  

 

Certaines recherches suggèrent également un rôle de l’inflammation. Les cytokines 

relarguées lors de la réponse pro-inflammatoire sont impliquées à la fois dans l’AVC aigu 
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(Ferrarese et al., 1999) (Ferrari et al., 2016) (Spalletta et al., 2006), et dans la dépression (Ferrari 

and Villa, 2017). Ces cytokines pourraient avoir un rôle dans le développement de la PSD 

(Spalletta et al., 2013) (Li et al., 2014b). Cette hypothèse est appuyée par le fait que l’activation 

microgliale serait impliquée dans le développement de la PSD (Jawaid et al., 2016). Cependant, 

une revue de 37 études souligne la controverse de l’association entre les cytokines et le 

développement de la PSD (Pietra Pedroso et al., 2016). S’il venait à s’avérer que les cytokines 

sont réellement impliquées dans le développement de la PSD, elles pourraient interagir à de 

nombreux niveaux : le métabolisme des neurotransmetteurs (métabolisation du Tryptophane en 

Kynurénine et non plus en sérotonine) (Maes et al., 2011), la fonction endocrine (altération de 

l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien) (Szczudlik et al., 2004) (Barugh et al., 2014) ou 

encore la plasticité synaptique. 

 

  L’altération de la plasticité neuronale est également considérée comme une hypothèse. 

Il existe de nombreuses preuves reliant la neurogenèse hippocampique, la ramification axonale, 

la dendritogenèse et la synaptogenèse au stress chronique, aux troubles affectifs et à l'activité 

antidépressive, tout particulièrement dans la PSD (Ferrari and Villa, 2017) (Masi and 

Brovedani, 2011). Par exemple, en réponse à l'ischémie focale, la neurogenèse spontanée 

observée dans le gyrus dentelé de l'hippocampe est altérée chez des rats exposés à un stress 

chronique léger (Wang et al., 2008). 

Le BDNF joue un rôle crucial dans la PSD, et l'utilisation d’antidépresseurs chez des patients 

atteints ramène la neurogenèse au même niveau que celle des patients n’ayant pas subi d’AVC 

(Ferrari and Villa, 2017). Plusieurs études ont révélé une diminution du taux de BDNF chez les 

patients déprimés, qui est rétabli par un traitement antidépresseur (Molendijk et al., 2014). Yang 

et ses collaborateurs ont démontré qu'une concentration sérique de BDNF inférieure à 5,86 

ng/ml le premier jour après l'AVC était associée à la PSD (Yang et al., 2011). Dans le même 

cadre, une autre étude a montré une corrélation négative entre les niveaux de BDNF et la gravité 

de l'AVC (définie selon le score de l'échelle NIHSS (National Institutes of Health Stroke 

Scale)). Le taux de BDNF sérique est plus faible chez les patients souffrant de dépression à 

l'admission en service d’urgences, et d’autre part le risque de développer une PSD à 3 mois est 

11,5 fois plus élevé pour des taux de BDNF inférieurs à 10,2 ng/ml (Li et al., 2014a). 

Chez l’animal, il y a également une diminution du taux de BDNF dans l'hippocampe des 

rongeurs ayant subi un AVC et soumis à un stress chronique pour induire un état dépressif 



 
39 

 

(O'Keefe et al., 2014) (Zhang et al., 2012). La surexpression du BDNF permet d'atténuer le 

comportement dépressif (Chen et al., 2015b). 

 

C- Thérapies - Plasticité synaptique 

 

Les patients victimes d'un AVC présentent généralement une récupération spontanée durant la 

phase sub-aiguë. Cette amélioration des résultats fonctionnels semble correspondre à la 

« réparation » partielle des réseaux neuronaux survivants, et au recrutement de synapses 

intactes (Alia et al., 2017) (Askim et al., 2010) (Cramer, 2008) (Harrison et al., 2013). 

 

Le cerveau est très plastique au cours du développement. De nouvelles connexions sont formées 

et éliminées par des processus dépendants de leur utilisation. Ainsi, l'expérience 

environnementale au cours de cette période peut avoir une incidence marquée sur les propriétés 

et les fonctions subséquentes du cerveau adulte. Par exemple, des études ont montré qu’une 

privation visuelle pendant une " période critique " du début de la vie modifie de façon 

permanente les propriétés physiologiques des neurones du cortex visuel (Hubel and Wiesel, 

1970) (Mataga et al., 2002). 

La réorganisation cérébrale après une lésion ou un AVC peut être comparée à celle qui se 

produit pendant le développement normal. Par exemple, le rétablissement du comportement 

alimentaire après des lésions bilatérales de l'hypothalamus latéral suit les quatre processus 

distincts qui caractérisent également le développement du comportement alimentaire chez les 

jeunes rats (Teitelbaum et al., 1969). De même, un parallèle entre la récupération motrice après 

un AVC et l'acquisition d'habiletés motrices chez les nourrissons humains a été établi (Cramer 

and Chopp, 2000).  

Les connaissances fondées sur cette analogie pourraient avoir un impact crucial sur le 

rétablissement des personnes touchées par un AVC. Cependant, il est important de prendre en 

compte que les circuits neuronaux de patients avec « facteurs aggravants », comme l'âge ou 

l'hypertension, sont probablement moins réceptifs au remodelage neuronal que ceux d’un 

cerveau en développement. Cette anomalie est très certainement due à une microvascularisation 

altérée, une inflammation chronique ou tout autre processus entravant la plasticité. 

 

Des études sur l’animal indiquent que de nombreux gènes et protéines importants pour la 

croissance neuronale, la synaptogenèse et la prolifération des épines dendritiques sont exprimés 
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à leur niveau le plus élevé au cours du développement précoce du cerveau puis diminuent 

sensiblement avec le vieillissement (Hattiangady et al., 2005). Ces gènes sont régulés à la 

hausse après un AVC (Carmichael et al., 2005) (Carmichael, 2006) (Cramer, 2000). Cette 

variation d’expression crée une période critique pour la neuroplasticité à la suite de l’AVC. Les 

répercussions sur le rétablissement fonctionnel sont énormes, car les délais d'amorce d’une 

thérapie de récupération après un AVC varient considérablement et, pour de nombreux patients, 

le traitement est appliqué en dehors de cette période cruciale. Dans une expérience importante, 

des rats ont été soumis à une thérapie de récupération qui a débuté 5, 14 ou 30 jours après 

l'occlusion de l'artère cérébrale moyenne. Les animaux ayant reçu un traitement précoce ou 

semi-précoce (5 ou 14 jours après l'AVC) se sont rétablis de façon significative, tandis que les 

rats ayant reçu un traitement tardif (30 jours après l'AVC) ont montré peu d'amélioration 

(Biernaskie et al., 2004). Le traitement précoce a également augmenté le nombre de 

ramifications dendritiques des neurones corticaux de la couche V, alors que celui entamé 30 

jours après l'AVC n'a eu aucun effet sur les ramifications. Associés aux résultats cliniques (Horn 

et al., 2005) (Salter et al., 2006), ces données fournissent des preuves solides concernant 

l’existence d’une période critique après l'AVC, au cours de laquelle le cerveau est le plus 

réceptif à la réadaptation, et suggèrent que le traitement appliqué de façon précoce est le plus 

bénéfique. 

 

Bien que l'entraînement précoce soit plus efficace, de nombreux patients d'AVC continuent de 

s'améliorer longtemps après leur lésion initiale en raison d'une récupération spontanée, d'une 

réadaptation à domicile ou à la suite d'une thérapie par mouvement contraint. Cela indique que 

la fenêtre temporelle de la réadaptation post-AVC, comme celle de l'apprentissage normal, ne 

se ferme jamais vraiment. Cependant, les processus plastiques qui caractérisent le 

développement précoce du cerveau et la phase semi-aiguë après l'AVC diminuent et ralentissent 

avec le temps. Un défi important consisterait à trouver des moyens d'élargir cette fenêtre et de 

la garder ouverte plus longtemps afin d'optimiser la récupération post-AVC. Par exemple, 

l’hydrolyse des protéoglycanes sulfates chondroïtines extracellulaires (il s’agit de composants 

jouant un rôle important dans le développement neuronal et la formation de cicatrices gliales, 

et dont l’augmentation provoquée par une lésion cérébrale inhibe la croissance axonale (Siebert 

et al., 2014)) entraîne une réouverture de la fenêtre de plasticité du système visuel chez les 

animaux adultes (Pizzorusso et al., 2006) et favorise le rétablissement à la suite d’une lésion de 
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la moelle épinière (Silver and Miller, 2004) (Massey et al., 2006). On ne sait cependant pas si 

ces facteurs pourraient avoir un effet sur la récupération après un AVC. 

 

De nombreuses recherches ont également été conduites sur l’utilisation d’antidépresseurs pour 

traiter la PSD. Cependant, très peu d'études portent sur des essais contrôlés et randomisés, et 

utilisent des critères normalisés pour le diagnostic de la dépression, ce qui pourrait expliquer 

des résultats parfois contradictoires (Lipsey et al., 1984) (Robinson et al., 2000) (Wiart et al., 

2000). Néanmoins, ces études ont permis d’établir que la PSD répondait bien à l’utilisation 

d’antidépresseurs tels que les TCA (Tricyclic Antidepressant) ou les SSRI (Selective 

Serotonine Reuptake Inhibitor). Les antidépresseurs utilisés étaient la fluoxétine (Prozac), la 

nortriptyline et le citalopram.  

La fluoxétine, un puissant inhibiteur du CYP2D6 (un type de cytochrome P450, impliqués dans 

le métabolisme de nombreuses molécules médicamenteuses) interagit avec plusieurs 

médicaments cardiaques, et la nortriptyline augmente le risque de délire. Il faut donc faire 

preuve de prudence dans la posologie en fonction des patients (DeVane and Markowitz, 2000) 

(Fullerton and Agerhom, 1984). En comparaison, l'Escitalopram est considéré comme un 

antidépresseur sûr et efficace. Certaines données indiquent que le taux de récupération chez les 

patients traités avec des psychotropes est de 65 % contre 40 % chez les patients traités avec un 

placebo (Starkstein et al., 2008). Une méta-analyse récente a confirmé que les antidépresseurs 

étaient plus efficaces que le placebo pour réduire les symptômes dépressifs chez les patients 

atteints de PSD (Xu et al., 2016).  

En France, une étude menée sur 113 patients durant trois mois a également démontré l’intérêt 

d’un traitement précoce (5 à 10 jours après l’AVC) avec de la fluoxétine dans la récupération 

post-AVC. Elle a cependant de nouveau souligné les effets secondaires engendrés par le 

traitement antidépressif (comme les troubles digestifs ou les crises épileptiques). Cette étude 

démontre la nécessité d’utiliser des antidépresseurs n’ayant pas d’effets secondaires. 
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III- Thérapies actuelles 

 

 

A- AVC ischémique  

 

Lors d’un AVC ischémique, c’est l’apparition d’un caillot qui est à l’origine de la perte d’afflux 

sanguin dans le cerveau. Le traitement employé est l’administration intraveineuse d’activateur 

tissulaire du plasminogène, comme l’alteplase (rtPA). Toutefois ce traitement doit être 

administré dans les 4 à 5h qui suivent le trauma. Il a pour but de dissoudre le caillot et rétablir 

dès que possible la circulation dans la zone ischémiée (Emberson et al., 2014). Sa principale 

limite est que cette méthode n’est applicable que chez 10% des patients. Si elle est utilisée dans 

la fenêtre de temps adaptée, elle permet de diminuer d’environ 30% le risque de handicap chez 

le patient. Il s’agit là du seul traitement médicamenteux utilisable et autorisé. Il a cependant des 

limites, notamment il peut entraîner des hémorragies sévères.  

Une autre approche, chirurgicale cette fois et qui peut s’ajouter à l’administration d’alteplase, 

est la thrombectomie endovasculaire. Elle consiste en le retrait du caillot par voie 

endovasculaire. Si l’opération est effectuée durant les 6h suivant l’AVC, elle double les chances 

de reperfusion à 24h, et augmente la récupération fonctionnelle à 90 jours (Badhiwala et al., 

2015). Cette approche récente n’est cependant pas encore totalement démocratisée. De plus, 

elle nécessite des équipements spécialisés et la mise en place de procédures particulières pour 

la sélection des patients éligibles, notamment que la zone de l’infarctus soit accessible. De ce 

fait, ce protocole n’est applicable qu’à seulement 10% des patients (Goyal et al., 2016). 

En plus de ces protocoles curatifs il existe deux protocoles préventifs lorsque les artères sont 

fragilisées par de l’athérosclérose : l’endatériectomie de la carotide, qui consiste en 

l’élimination des résidus d’athérome sur paroi de l’artère touchée, et l’angioplastie, qui consiste 

à placer un ballonnet dans l’artère pour rétablir le flux le plus proche possible de la normale. 

Ces deux interventions nécessitent que l’AVC soit sous contrôle et ne peuvent servir de 

traitements curatifs. 
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B- AVC hémorragique 

 

En cas d’AVC hémorragique, donc de rupture de vaisseau, la première étape est de faire baisser 

la pression sanguine pour limiter la propagation de l’hémorragie, mais ce n’est pas sans danger 

pour tous les patients (Tsivgoulis et al., 2014). Si l’hémorragie n’est pas liée à la prise 

d’antithrombique, l’administration de facteur recombinant d’activation VII (rFVIIa), comme 

l’eptacog alfa, atténue la croissance des hématomes en stimulant les processus de coagulation 

sanguine, mais augmente le risque d’accidents thromboemboliques ce qui est, évidemment, plus 

délétère pour les patients (Yuan et al., 2010).  

Si, au contraire, l’hémorragie est due à un traitement anticoagulant, c’est l’utilisation d’agents 

hémostatiques comme le concentré de complexe de la photothrombine qui permet une réduction 

de l’expansion de l’hématome (Steiner et al., 2016). 

A noter que la transfusion de plaquettes après hémorragie intracérébrale liée à l’utilisation de 

traitements antiplaquettaires entraîne une augmentation de la dépendance à 3 mois post-AVC 

et voire augmente la mortalité à ce même stade (Baharoglu et al., 2016). 

Le drainage par cathéter, peu invasif, est également une technique prometteuse dans le 

traitement des hématomes profonds (Mould et al., 2013). Il réduit la mortalité mais n’a pas 

d’effet sur la dépendance fonctionnelle en cas d’hémorragie intraventriculaire et 

d’hydrocéphalie (Ziai et al., 2014).  

 

Comme on le voit les traitements contre les AVC, et leurs conséquences, sont peu nombreux et 

ne sont pas applicables à tous les patients. Cela démontre la nécessité impérieuse de mettre au 

point de nouveaux protocoles de soin de cette pathologie. 

Il est cependant important de noter que la mise en place d’Unités Mobiles Neurovasculaires a 

permis une diminution du temps de prise en charge des patients, et ainsi entraîné une 

augmentation du nombre de personnes pouvant être traitées dans les premières heures suivant 

l’AVC (Walter et al., 2010) (Walter et al., 2012). 

 

C- Dépression  

 

Les traitements de la dépression se divisent en deux groupes, la psychothérapie et la 

pharmacothérapie.  
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La psychothérapie est organisée selon plusieurs approches (la thérapie cognitivo-

comportementale, la thérapie psychodynamique, la thérapie interpersonnelle, la thérapie de la 

pleine conscience,…), mais si son efficacité a été largement prouvée, il n’existe aucune donnée 

indiquant que les résultats obtenus chez les patients varient en fonction de l’approche choisie 

(Luborsky and Singer, 1975). Une des hypothèses pour expliquer cela est que les bases de ces 

différentes approches sont les mêmes : un encadrement bienveillant, positif et à l’écoute (Martin 

et al., 2000), et la présence du psychothérapeute (Kim et al., 2006). La psychothérapie seule 

n’est conseillée qu’en cas de syndrome dépressif léger ou modéré (National Institute for Health 

and Care Excellence. Depression in adults: recognition and management. NICE 

https://www.nice.org.uk/guidance/cg90 (2018).) (Otte et al., 2016) et ne peut excéder deux semaines. Si elle 

n’est pas suffisante pour permettre la récupération du patient elle doit être remplacée, ou 

complétée, par de la pharmacothérapie (Harter et al., 2010). 

La principale hypothèse sur laquelle se base le développement de traitements pharmacologiques 

contre la dépression est l’hypothèse monoaminergique, qui postule que la dépression a pour 

origine un déséquilibre en monoamines (McHenry, 2006). L’optique de ces traitements est 

d’augmenter la quantité de monoamines dans la fente synaptique, par inhibition de leur 

recapture, ou de leur dégradation. Il existe pour cela trois classes d’antidépresseurs : les SSRI 

(inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine) et NSRI (inhibiteurs de la recapture de la 

noradrénaline et de la sérotonine), les TCA (tricycliques) et les IMAO (inhibiteurs de la 

monoamine oxydase). Les TCA, SSRI et NSRI empêchent la recapture des monoamines par le 

neurone présynaptique en antagonisant leurs transporteurs, et les IMAO, comme leur nom 

l’indique, inhibent la mono amine oxydase, enzyme responsable de la dégradation des 

monoamines (Otte et al., 2016) (Figure 5). 
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Figure 5 : les voies de la sérotonine 

 

Cette hypothèse monoaminergique est cependant grandement qualifiée de simpliste, et 

insuffisante pour la compréhension de la dépression. Les antidépresseurs sont des molécules 

dont les effets ne sont visibles qu’après plusieurs semaines alors que leurs actions sur les 

monoamines sont immédiates. De plus, des études ont également montré que l’utilisation de 

molécules entraînant une diminution des monoamines n’avait pas d’effet sur l’humeur de 

patients sains (Krishnan and Nestler, 2008) (Hirschfeld, 2000). L’hypothèse serait que ce sont 

les changements dans l’expression génique induits par l’utilisation de ces antidépresseurs qui 

pourraient être réellement à l’origine des effets observés (Wong and Licinio, 2001). Ces 

molécules ont malheureusement de nombreux effets secondaires comme des nausées ou une 

fatigue importante pour les plus bénins, ou des tendances suicidaires et des troubles cardiaques 

pour les plus sévères. Cela pousse 7 à 15% des patients à arrêter leur traitement (Locher et al., 

2017). Elles n’ont pas non plus une efficacité totale puisque la proportion de patients répondant 
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positivement aux traitements est inférieure à 50% (Rush et al., 2006) (Fava and Davidson, 

1996).  

 

C’est la raison pour laquelle au cours de ces deux dernières décennies, de nombreux efforts ont 

été déployés pour mettre au point des antidépresseurs non basés sur l’hypothèse 

monoaminergique, dépourvus d’effets secondaires, et de délais d’action plus courts. Par 

exemple, en prônant l’utilisation des antagonistes de la neurokinine 1 (Ratti et al., 2013), des 

modulateurs du système glutamatergique (Sanacora et al., 2008), des stimulant de la 

neurogenèse hippocampique (Fava et al., 2016) ou des antiglucocorticoïdes (Gallagher et al., 

2015). Aujourd’hui la Kétamine (antagoniste des récepteurs NMDA) et la Spadine (inhibiteur 

des canaux TREK-1), sont les seules molécules dont les effets, rapidement observables, passent 

par des voies différentes. Elles pourraient offrir une alternative aux traitements classiques et 

éventuellement soulager les patients atteints de « dépression résistante » (sur laquelle les 

antidépresseurs classiques n’ont pas d’effet) (Pham and Gardier, 2019). La Kétamine et la 

Spadine ne sont pas au même point de développement : phase III pour la Kétamine et phase 

préclinique pour la Spadine. La Kétamine a également des effets secondaires très 

importants comme la déréalisation et la dépersonnalisation (Palucha-Poniewiera, 2018). Les 

effets antidépresseurs de la Spadine seront détaillés au chapitre V. 

 

 

 

IV- TREK-1 

 

 

A- Généralités 

 

TREK-1, pour “TWIK-related K+ channel-1”, qui a été le premier canal K2P cloné, et avec 

lequel TREK-1 partage 28% d’homologie (Lesage et al., 1996), fait partie de la grande famille 

des canaux K2P (ou canaux potassiques à deux domaines P) qui regroupe 15 membres, eux-

mêmes réunis en 6 sous-familles (Figure 6). Il s’agit de la classe de canaux potassiques la plus 

récemment découverte. Ils sont constitués d’un tandem de 4 segments transmembranaires (S1-



 
47 

 

S4) contenant deux pores (P1 and P2), selon la séquence S1-P1-S2-S3-P2-S4. Leurs extrémités 

N- et C-terminales sont cytosoliques. Ces canaux sont modulés par différents stimuli tels que 

la température, le pH ou l’étirement membranaire (Cohen et al., 2009) (Franks and Honore, 

2004) (Patel and Honore, 2001) (Maingret et al., 1999). Les sous-familles sont classées en 

fonction de leurs réponses à ces différents stimuli (Gonzalez et al., 2012) (Figure 5). Tout 

comme les autres membres de cette famille, le canal TREK-1 est responsable du maintien du 

potentiel de repos des neurones, et du contrôle de la durée du potentiel d’action. Les canaux 

K2P participent également à la sécrétion de neurotransmetteurs.  

TREK-1 est, avec TREK-2 et TRAAK (les deux autres membres de la même sous-famille), un 

canal K2P mécano- et thermo-sensible (Honore, 2007). Tous trois sont ouverts par l’étirement 

de la membrane et par le gonflement cellulaire.  

 

 

 

Figure 6 : La famille des K2P 

 

Les souris TREK-1-/-, TREK-2-/- et TRAAK-/- sont hypersensibles à la force mécanique, 

expriment une allodynie mécanique et sont hyperalgésiques à la suite d’un processus 
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inflammatoire (Brohawn, 2015). Il a été démontré que la force mécanique est directement 

transmise à TREK-1 et TRAAK au travers de la membrane lipidique (Brohawn et al., 2014). 

Ces canaux s’ouvrent ainsi rapidement en réponse à une tension avec un seuil d’activation bas 

et une importante gamme de tension d’activation (Brohawn, 2015) (Buckler and Honore, 2005) 

(Chemin et al., 2005).  

TREK-1 est très exprimé dans le cerveau, particulièrement dans des régions telles que les bulbes 

olfactifs, l’hippocampe, le cervelet ou le cortex. Ce canal est également très exprimé dans les 

tissus périphériques comme les poumons, les reins, le cœur et les muscles squelettiques (Fink 

et al., 1996).  

 

B- Régulation 

 

Comme indiqué plus haut, TREK-1 est régulé par une série de stimuli physiques et chimiques.  

Par exemple, dans des cellules COS transfectées (ou dans des oocytes de Xénopes), en 

configuration cellule attachée ou en configuration « inside-out », TREK-1 est ouvert par 

l’étirement mécanique (Patel et al., 1998b; Patel et al., 1998a). Cette ouverture peut avoir lieu 

à des potentiels positifs ou négatifs de manière indifférente. En revanche, lorsque l’organisation 

du cytosquelette est perturbée par des colchicines ou de la cytochalasine D, l’activation de 

TREK-1 par étirement disparaît (Patel et al., 1998b) (Maingret et al., 1999). 

TREK-1 est également sensible aux variations de température. En effet, la chaleur active 

TREK-1 de façon graduelle et réversible, avec un pic à 37°C, alors que des températures 

approchant les 12° C abolissent son courant basal, cela fait de TREK-1 un senseur de la douleur 

par le froid (Maingret et al., 2000). A noter que dans la configuration patch excisé cette 

activation par la température disparaît, démontrant que l’activation de TREK-1 par la chaleur 

nécessite les composants cytosoliques (Maingret et al., 2000).  

TREK-1 est également activé par les lipides (Kim, 2003) (Patel and Honore, 2001) comme les 

acides gras polyinsaturés (AGPI) tels que l’acide arachidonique (AA) (Patel et al., 1998b; Patel 

et al., 1998a). L’AA active TREK-1 de manière dose dépendante et requiert l’extrémité C-

terminale du canal, laquelle est nécessaire pour l’inhibition induite par phosphorylation par la 

protéine kinase A (PKA). 

Le Phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2), en configuration « inside-out », stimule le courant 

striatal natif de TREK-1 (Chemin et al., 2005). Parallèlement sur les oocytes de Xénopes son 

hydrolyse inhibe le canal TREK-1 en modifiant sa dépendance au voltage (Lopes et al., 2005). 
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Une acidose cytosolique active TREK-1 en agissant sur son extrémité C-terminale (Maingret 

et al., 1999) (Honore et al., 2002). 

L’activité de TREK-1 est diminuée par la stimulation de récepteurs couplés aux protéines Gs- 

and Gq, de récepteurs de la 5-HT (5-HT4) (Fink et al., 1996) (Patel et al., 1998b) ou celle de 

récepteurs du glutamate (mGluR1 et mGluR5 (Chemin et al., 2003) (Lopes et al., 2005) ainsi 

que mGluR2 et mGluR3 (Moha Ou Maati et al., 2014)) (Figure 7).  

Enfin, les SSRI tels que la fluoxétine (Kennard et al., 2005) (Heurteaux et al., 2006b) ou, 

beaucoup plus spécifiquement, la Spadine (Mazella et al., 2010), sont des inhibiteurs de TREK-

1 (Figure 7). Les effets de la Spadine et de ses dérivés seront discutés au chapitre V. 

L’ouverture pharmacologique de ce canal est aussi médiée par des anesthésiques volatils (Patel 

et al., 1999). L’ouverture des canaux potassiques est responsable de leur action anesthésique 

(Heurteaux et al., 2004). Les analgésiques tels que la morphine, par l’activation des récepteurs 

aux opoïdes (Devilliers et al., 2013), sont également capables d’activer le canal TREK-1, 

confirmant son implication dans les phénomènes de douleur. 

 

1- Hétérodimérisation 

 

Les canaux K2P ne sont fonctionnels que sous forme dimérisée. Cela est dû au fait qu’il faille 

quatre domaines P pour former un pore. Il s’agit la plupart du temps d’homodimères (les mêmes 

sous-unités), mais les hétérodimères existent aussi dans certaines sous-familles.  

Des études récentes ont rapporté que des hétérodimères fonctionnels de TREK-1 peuvent se 

former avec TREK-2 et TRAAK, les deux autres membres de la sous famille TREK (Blin et 

al., 2016) (Levitz et al., 2016). Bien que TREK-1 et TREK-2 présentent une homologie de 78% 

(Lesage and Lazdunski, 2000), ils ne sont pas régulés de la même façon. Ainsi, l’hétérodimère 

TREK-1/TREK-2 partage des propriétés des deux sous-unités, par exemple son activité est 

minimale à pH physiologique, alors que le complexe est actif aussi bien dans environnement 

alcalin qu’acide. Il en est de même pour l’hétérodimère TREK-1/TRAAK (Levitz et al., 2016). 

Cependant, ce complexe a des propriétés biophysiques uniques et est régulé de façon différente. 

En effet, si TREK-1 est inhibé à la fois par la PKA et la PKC, seule la PKA est capable d’inhiber 

TREK/TRAAK (Blin et al., 2016). Cette hétérodimérisation de la sous-famille TREK augmente 

la diversité fonctionnelle des canaux K2P et offre ainsi la possibilité de réguler leur activité de 

manière beaucoup plus fine.  
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2- Protéines partenaires 

 

Une protéine d’architecture (scaffold protein) AKAP150 (pour A-kinase anchoring protein) a 

été identifiée grâce à une approche protéomique basée sur de l’immunoprécipitation et de 

l’analyse par spéctrométrie de masse des complexes obtenus (Sandoz et al., 2006). AKAP150 

se fixe à la sous-unité régulatrice de la PKA quand elle est à proximité de ses substrats. 

AKAP150 s’assemble en complexes de signalisation à l’intérieur des neurones avec PKA, PKC, 

PP2B (protéine phosphatase 2B), PSD-95, SAP97 et plusieurs canaux ioniques (Esseltine and 

Scott, 2013). Quand AKAP150 se fixe au niveau de sa région post-M4, TREK-1 devient un 

canal de fuite actif, insensible à l’acidification interne, à l’AA, ou à l’étirement mécanique 

(Sandoz et al., 2006).  

Mtap2 (Microtubule-associated protein 2), dont le rôle est de stabiliser les microtubules en s’y 

liant, est également un partenaire de TREK-1 dans le cerveau (Sandoz et al., 2008). Cette 

protéine colocalise avec TREK-1 dans de nombreuses régions cérébrales telles que 

l’hippocampe, le cervelet, le bulbe olfactif, le striatum et le cortex. Tout comme AKAP150, la 

fixation de Mtap2 à TREK-1 augmente son activité (Sandoz et al., 2008). En revanche cette 

augmentation de l’amplitude du courant de TREK-1 n’est pas due à son interaction directe avec 

Mtap2 mais résulte de l’augmentation de ses niveaux d’expression à la membrane plasmique. 

En effet, à l’intérieur du neurone les complexes de signalisation formés par TREK-1, AKAP150 

et Mtap2 permettent de réguler l’activité de TREK-1 et son trafic à la membrane plasmique au 

niveau des terminaisons post-synaptiques. 

Il a aussi été possible de constater une interaction directe entre β-COP et TREK-1 (Kim et al., 

2010). β-COP est une sous unité du « Coat Protein Complex I » (COPI) dont le rôle est de 

former des vésicules enrobées et de gérer le trafic rétrograde du Golgi vers le réticulum 

endoplasmique (RE) ou entre différents compartiments à l’intérieur du Golgi lui-même 

(Gomez-Navarro and Miller, 2016). La déplétion de β-COP entraîne une diminution du canal 

chlorure « cystic fibrosis transmembrane conductance regulator » (CFTR), dont les mutations 

provoquent des fibroses kystiques dans les poumons (Rennolds et al., 2008). β-COP augmente 

l’expression de TREK-1 à la surface cellulaire. Le transport de TREK-1 est direct et passe par 

une interaction avec sa région N-terminale. 

La protéine partenaire de TREK-1 la plus récemment découverte est la Sortiline, ou encore 

appelée récepteur à la Neurotensine 3 (NTSR3) (Mazella et al., 2010). La Sortiline est 

synthétisée sous la forme d’un précurseur appelé Pro-sortiline qui est clivé dans le trans-Golgi 
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par la Furine pour donner la Sortiline mature (Figure 10). Ce clivage relargue un peptide de 44 

acides aminés appelé Propeptide (PE). NTSR3 se compose d’un imposant domaine luminal, 

d’un seul segment transmembranaire et d’une courte extrémité C-terminale. La quantité de 

NTSR3 à la membrane ne dépasse pas les 10%, ce récepteur étant majoritairement exprimé de 

façon intracellulaire et grandement impliqué dans le trafic intracellulaire. NTSR3 et TREK-1 

sont tous deux fortement exprimés dans les zones cérébrales qui contrôlent les émotions comme 

les cortex préfrontal (CPF) et cingulaire, ainsi que dans l’amygdale, l’hippocampe, le noyau 

accumbens, le noyau raphé dorsal et l’hypothalamus.  

 

3- Pharmacologie 

 

Depuis la découverte de l’implication de TREK-1 dans de nombreuses pathologies du Système 

Nerveux Central (SNC), l’intérêt porté à la recherche de molécules modulatrices de son activité 

a considérablement augmenté. En effet, TREK-1 est impliqué dans la dépression (Chen et al., 

2015a) (Heurteaux et al., 2006b), l’ischémie (Wang et al., 2012), la perception de la douleur 

(Han et al., 2016) (Alloui et al., 2006) ou encore la dépression post AVC (Lin et al., 2015).  

De nombreux antagonistes (Figure 7), et de beaucoup moins nombreux agonistes (Figure 8) 

de TREK-1 ont été identifiés et développés. 

 

a- Antagonistes de TREK-1 

 

La recherche de bloqueurs de l’activité de TREK-1 a commencé avec la découverte de son rôle 

dans les processus de dépression. En effet, les souches murines avec une mutation du gène 

kncnk2, codant pour TREK-1, manifestent un phénotype de résistance face au développement 

de la dépression (Heurteaux et al., 2006b).  

La Spadine est la première molécule développée dans le seul but de bloquer TREK-1 et ainsi 

reproduire ce phénotype de résistance observé chez les souris kncnk2-/- (Mazella et al., 2010). 

Il s’agit d’un peptide dessiné à partir du PE, lui-même issu de la maturation post-traductionnelle 

de la Sortiline par la Furine. De nombreux analogues de la Spadine ont été conçus depuis afin 

d’en améliorer son activité antidépressive et sa stabilité in vivo (Veyssiere et al., 2015) (Article 

1). La Spadine et ses analogues seront détaillés au chapitre V et chapitre 1 des résultats. 
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Figure 7 : Les antagonistes et les bloqueurs de TREK-1 

 

Les antidépresseurs les plus utilisés comme les inhibiteurs spécifiques de la recapture de la 

Sérotonine (SSRI) sont également des inhibiteurs de l’activité de TREK-1. En concentrations 

cliniques, les SSRIs comme la Fluoxétine, la Norfluoxétine, la Paroxétine, le Citalopram ou 

l’Escitalopram bloquent l’activité de TREK-1 de manière plus ou moins spécifique et efficace, 

IC50=19µM et IC50=9µM pour la Fluoxétine et la Norfluoxétine par exemple (Kennard et al., 

2005). Les SSRI ne sont pas spécifiques, et ciblent également TREK-2, Nav1.5 et les canaux 

Ca2+ de type L (Wong et al., 2005) (Poulin et al., 2014) (McClenaghan et al., 2016). 

Les antipsychotiques utilisés pour le traitement de psychoses telles que la schizophrénie et le 

trouble bipolaire, (par exemple la fluphenazine, la chlorpromazine ou le pimozide), sont eux 

aussi de puissants bloqueurs de TREK-1 (avec des IC50 de 4.7 ± 1.6 μM, 2.7 ± 0.3 μM, et 

1.8 ± 0.3 μM, respectivement). Cependant, bien que sans effet saur TRAAK, ils antagonisent 

également TREK-2 (Thummler et al., 2007).  

Des Dihydropyridines telles que l’Amlodipine ou la Niguldipine, qui sont des bloqueurs de 

canaux Ca2+ de type L (souvent utilisés comme antihypertenseurs), bloquent aussi TREK-1 

avec une bonne affinité (IC50=0.43µM pour l’Amlodipine et 0.75µM pour la Niguldipine). Les 

souris mutantes n’exprimant pas le canal de type L Cav1.3 manifestent un phénotype de 
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résistance à la dépression (Busquet et al., 2010), démontrant son implication dans le processus 

de dépression. 

  

Le composé SID1900 qui bloque TREK-1 avec une IC50~30µM a démontré des propriétés 

antidépressives dans un modèle de « chronic unpredictable mild stress » (CUMS) sur rat (Ye et 

al., 2015). Son effet est comparable à celui de la Spadine, cependant il n’y a aucune preuve que 

le SID1900 n’agisse pas sur d’autres cibles, et des données manquent pour pouvoir tirer des 

conclusions, quant à sa spécificité. 

 

Enfin, d’autres molécules ont été rapportées comme bloquant TREK-1, comme par exemple le 

NBP et son analogue, lig4-4 (Ji et al., 2011) (Wang et al., 2018). Cependant, s’il n’y a aucune 

information concernant la spécificité de NBP, il est confirmé que lig4-4 modifie les courants 

de type hERG (un des canaux potassiques responsables de troubles graves au niveau cardiaque 

comme la mort subite), des canaux K+ voltage-dépendants (Kv), et des canaux neuronaux Na+ 

et Ca2+, ce qui est assurément une limite à son développement thérapeutique. 

 

b- Agonistes de TREK-1 

 

Le canal TREK-1 est activé par les anesthésiques volatils tels que le chloroforme, le diethyl 

ether, l’halothane ou l’isoflurane. Sa partie C-terminale joue un rôle crucial dans cette activation 

(Patel et al., 1999). En revanche, les anesthésiques locaux tels que la bupivacaïne (anesthésique 

local actuel le plus utilisé) se comportent eux comme des inhibiteurs de TREK-1 (IC50 = 41 

µM) (Kindler et al., 1999). 

L’AA et d’autres AGPI (Acides Gras PolyInsaturé) ouvrent le canal TREK-1 de façon dose-

dépendante (Patel et al., 1998b). Il a été montré que l’ouverture du canal par l’AA, l’acide α-

linolenique (ALA) ou l’acide docosahexaenoique (DHA) correspond à la mise en place d’un 

processus de neuroprotection (Lauritzen et al., 2000).  

Si les SSRI et les antipsychotiques agissent comme des bloqueurs de TREK-1, les stabilisateurs 

de l’humeur (psychorégulateurs) tels que le chlorure de lithium et les antiépileptiques comme 

la gabapentine, le valproate ou la carbamazepine, sont décrits comme des activateurs de TREK-

1 (Kim et al., 2017).  
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Le composant BL-1249, un dérivé du tétrazole, active également TREK-1 avec une bonne 

affinité ; EC50~1,5µM sur culture de monocytes de vessie humaine (Tertyshnikova et al., 2005), 

et EC50=2 ± 2 µM sur une lignée de carcinome de pancréas (Sauter et al., 2016).  

 

 

 

Figure 8 : Les agonistes et les ouvreurs de TREK-1 

 

Un criblage à haut débit de plus de 106 000 molécules a permis l’identification d’un activateur 

de TREK-1, le ML67, et de son analogue optimisé, le ML67-33 (Bagriantsev et al., 2013). Ces 

molécules ont servi de bases pour le développement de deux composés au potentiel plus 

important, le ML335 et le ML402. Ceux-ci modulent l’activité de TREK-1 avec une EC50 de 

5.2 ± 0.8 µM et 5.9 ± 1.6 µM respectivement (Lolicato et al., 2017).  

  

Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) comme l’acide flufénamique, l’acide 

niflumique et l’acide méfénamique sont des activateurs de TREK-1, propriétés indépendantes 

de leur capacité à inhiber  la cyclooxygénase COX (Veale et al., 2014). 
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c- Modulateurs de TREK-1 

 

Le Riluzole est une molécule neuroprotectrice principalement utilisée en clinique humaine 

comme anticonvulsant. Son mécanisme d’action implique le blocage des récepteurs au 

glutamate. Il est aussi prescrit pour prolonger la survie de patients atteints de sclérose latérale 

amyotrophique. Il a été démontré que le Riluzole agit comme un activateur transitoire de 

TREK-1 pendant 30 secondes puis comme un puissant inhibiteur pendant 90 secondes (Duprat 

et al., 2000), une double activité qui pourrait être engendrée par l’activation de la PKA par 

l’AMPc (Adénosine MonoPhosphate cyclique). En revanche, le Riluzole entraîne une 

activation durable de TRAAK sans une inhibition subséquente.  

 

C- Implication dans les pathologies 

 

 

 

Figure 9 : Les pathologies associées à TREK-1 

 

TREK-1 est un canal impliqué dans de nombreux processus pathologiques. En effet, son 

ouverture (activation) et sa fermeture (inhibition) ont toutes deux des propriétés protectrices 

dans diverses maladies, tant neurologiques que cardiovasculaires ou métaboliques (Figure 9). 
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1- Niveau Central 

 

a- TREK-1 et la dépression 

 

Le rôle de TREK-1 dans la dépression a été démontré grâce à des souris invalidées pour le gène 

kcnk2, codant TREK-1 (souris kcnk2-/- ou TREK-1-/- ou TREK-1 KO) (Heurteaux et al., 2006b). 

Ces souris manifestent un phénotype de résistance à la dépression dans 5 modèles murins de 

dépression différents : le Test de la Nage Forcée de Porsolt (FST: Forced Swimming Test), le 

Test de Suspension par la Queue (TST: Tail Suspension Test), le Test de Suppression 

Conditionnée de Mobilité (CSMT: Conditioned Suppressed Motility Test), le Test de 

Résignation Apprise (LH: Learned Helplessness) et le Test de Suppression de l’Alimentation 

induite par la Nouveauté (NSF: Novelty Suppressed Feeding) (Heurteaux et al., 2006b). En 

effet, le comportement des souris kcnk2-/- est alors similaire à celui de souris traitées avec des 

antidépresseurs classiques comme la fluoxétine (Heurteaux et al., 2006b). Ces souris 

manifestent aussi une augmentation de la neurotransmission sérotoninergique (5-HT) dans les 

neurones du noyau raphé dorsal (DRN), et une augmentation de la neurogenèse comparable à 

celle observée à la suite d’un traitement chronique avec des antidépresseurs (Heurteaux et al., 

2006b).  

 

Bloquer TREK-1 est devenu récemment la stratégie de design pour la synthèse de nouveaux 

antidépresseurs. De plus, cela corrobore les observations selon lesquelles il a été montré qu’en 

concentrations cliniques les SSRI inhibent TREK-1 (cf : chapitre IV, B, 3, a) (Kennard et al., 

2005). Ces observations chez la souris ont également été confortées par des études chez 

l’humain. Perliss et ses collaborateurs ont en effet observé un lien entre les variants génétiques 

de kcnk2 et la résistance aux traitements antidépressifs. Par exemple, les patients possédant les 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) de TREK-1 rs10494996, rs2841608, et rs2841616, 

manifestent une meilleure réponse aux traitements antidépressifs (Perlis et al., 2008) (Dillon et 

al., 2010). 
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b- TREK-1 et l’épilepsie 

 

TREK-1 est présent dans les interneurones GABAergiques du cortex et de l’hippocampe 

(Hervieu et al., 2001). In vivo, il a été montré que les AGPI tels que l’acide α-linolénique, 

protègent les rats traités avec un agoniste du récepteur au glutamate, l’acide kaïnique (KA), 

contre les convulsions et les dommages hippocampiques qui en résultent (Lauritzen et al., 

2000). Ces mêmes effets sont constatés dans un autre modèle de convulsions mettant en jeu les 

neurones glutamatergiques (Lauritzen et al., 2000). Cet effet est associé à l’inhibition de la 

neurotransmission glutamatergique (Lauritzen et al., 2000). A la suite d’un traitement au KA, 

l’expression de c-fos, un marqueur d’excitabilité neuronale, augmente dans les neurones 

pyramidaux du CA3 (Heurteaux et al., 2004). L’acide linolénique et la lysophosphatidylcholine 

(LPC) diminuent le nombre de convulsions provoquées par le KA chez des souris sauvages 

alors qu’il n’y a aucun effet observable chez les souris TREK-1-/-. Ces dernières sont aussi plus 

vulnérables au développement de crises épileptiques provoquées par le KA et le 

pentylènetétrazole (PTZ, antagoniste du récepteur GABAA) (Heurteaux et al., 2004). 

Clairement, les effets protecteurs de l’acide α-linolénique et de la LPC nécessitent la présence 

de TREK-1. 

Le mutant de TREK-1, TREK-M qui est un canal TREK-1 constitutivement ouvert, montre une 

résistance face à la régulation négative des PKA et PKC. En culture, la présence de TREK-M 

entraîne une hyperpolarisation de la membrane plasmique et une diminution des décharges 

spontanées des neurones hippocampaux (Dey et al., 2014). In vivo, la présence de TREK-M 

induite par l’administration d’un adénovirus recombinant (AAV-TREK-M) dans le cortex 

entorhinal et dans la région CA3 de l’hippocampe réduit de 50% la durée du Status epilepticus 

(état de convulsions répétées persistant plus de 5 minutes) chez un modèle murin dans lequel 

l’état épileptique est induit par du lithium et de la pilocarpine (Dey et al., 2014). AAV-TREK-

M prévient donc la mort neuronale dans le cortex entorhinal et dans le CA3 (Dey et al., 2014). 

Contrairement à ce qui a pu être observé dans le cadre de la dépression, dans le phénomène 

épileptique c’est l’ouverture de TREK-1 qui engendre la neuroprotection.   

 

c- TREK-1 et l’ischémie 

 

Un modèle d’ischémie globale, induit par l’occlusion transitoire des deux artères carotides 

communes pendant un épisode d’hypotension (MABP (Mean Arterial Blood Pressure) 
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maintenu à 30+3 mmHg), a montré que 3 jours après l’opération 74% des souris kcnk2-/- 

décédaient contre seulement 34% dans le groupe contrôle (Heurteaux et al., 2004). Comme 

dans le cas de convulsions épileptiques, un prétraitement à l’ALA ou à la LPC se montre 

inefficace chez les souris TREK-1-/- alors que ce même traitement augmente de façon 

significative le taux de survie chez les souris sauvages (Heurteaux et al., 2004).  

Chez les souris, dans le modèle d’ischémie de la moelle épinière obtenu en obstruant à la fois 

l’arc aortique et l’artère sous-clavière gauche, seules 25% des souris kcnk2-/- survivent 3h après 

une ischémie de 10 minutes alors que 86% des souris sauvages sont encore en vie 24h après 

l’ischémie (Heurteaux et al., 2004). De plus, les souris TREK-1-/- survivantes développent une 

paralysie sévère des membres inférieurs alors qu’aucun déficit neurologique n’a été observé 

chez les animaux sauvages soumis à la même opération (Heurteaux et al., 2004). 

Dans les astrocytes, qui sont fortement impliqués dans l’ischémie cérébrale, l’ouverture des 

canaux TREK-1 contribue au maintien d’un potentiel de membrane fortement négatif, 

processus crucial pour contrôler l’excitabilité cellulaire (Zhou et al., 2009). L’expression des 

canaux TREK-1 hippocampiques et corticaux est augmentée lors de l’astrogliose survenant 

après l’ischémie (Wang et al., 2012). Cette augmentation transitoire du canal TREK-1 en 

conditions hypoxiques accroît les processus d’élimination du glutamate et diminue la sécrétion 

par les astrocytes de S100β (protéine inflammatoire jouant un rôle délétère dans diverses 

pathologies cérébrales (Matsui et al., 2002)). Ces phénomènes contribuent à réduire la mort 

neuronale (Wu et al., 2013). 

 

d- TREK-1 et l’anesthésie générale 

 

Les doses d’isoflurane, de diéthyl éther, d’halothane et de chloroforme utilisées en clinique 

dans le cadre d’anesthésie générale sont suffisantes pour activer TREK-1 (Patel et al., 1999). 

Cette activation entraîne une hyperpolarisation membranaire et une diminution des décharges 

de potentiel d’action, conduisant ainsi à un effet neuroprotecteur. 

Le gaz hilarant (ou protoxyde d’azote) et le xénon exercent majoritairement leurs effets 

anesthésiques en antagonisant les récepteurs NMDA. Ils assurent l’analgésie (et l’euphorie) et 

sont responsables de la neuroprotection. En revanche, ils ne potentialisent pas les récepteurs 

GABAA (Gruss et al., 2004). Il a été montré que ces deux gaz ouvraient le canal TREK-1 par 

un processus (protonation) passant par le résidu Glu306 (Gruss et al., 2004).  
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Une fois administré, l’hydrate de chloral, utilisé en pédiatrie pour certaines formes d’épilepsies 

telles que la myoclonie évolutive ou les épilepsies juvéniles réfractaires, est rapidement 

métabolisé en sa supposée forme active , le 2,2,2-trichloréthanol (TCE) (Harinath and Sikdar, 

2004). Le TCE induit une « dépression » du SNC en potentialisant les récepteurs GABAA et en 

inhibant les récepteurs NMDA, AMPA et au Kaïnate. Il active les canaux TREK-1 et TRAAK, 

contribuant ainsi à augmenter l’effet anesthésique central (Harinath and Sikdar, 2004). In vivo, 

les souris TREK-1-/- manifestent une sensibilité modérée face aux anesthésiques comme le 

sevoflurane, le desflurane et l’isoflurane mais aussi face au chloroforme et à l’halothane 

(Heurteaux et al., 2004) (Noel et al., 2011). En effet, le temps nécessaire à l’endormissement 

des animaux est plus long et les doses minimales d’anesthésique sont plus importantes. 

En revanche, le phénobarbital, un anesthésique général qui n’active pas TREK-1, est toujours 

efficace chez les souris kcnk2-/-. Ainsi, le phénotype de résistance observé est spécifiquement 

imputable à l’absence de TREK-1. Le préconditionnement in vitro et in vivo avec du 

sévoflurane offre une protection neuronale par activation de TREK-1 (Tong et al., 2014). Des 

résultats confirmés, par l’observation qu’après une ischémie focale (modèle MCAO) des rats 

traités avec du sévoflurane présentent une meilleure neuroprotection laquelle semble être 

médiée par TREK-1 (Pan et al., 2017).  

 

e- TREK-1 et la perception de la douleur 

 

Comme indiqué plus haut, la température est un modulateur de l’activité des canaux TREK-1. 

Ces canaux sont fermés à 12°C et s’ouvrent graduellement jusqu’à un pic à 37°C. A noter que 

cette ouverture de TREK-1 est reversée par l’AMPc et la prostaglandine E2, deux senseurs des 

thermorécepteurs centraux et périphériques. Le blocage de TREK-1 est dû à la phosphorylation 

de son extrémité C-terminale sur son résidu Ser333. TREK-1 est très exprimé dans les neurones 

des ganglions de la racine dorsale (DRG) ainsi que dans les neurones de l’hypothalamus, 

régions fortement impliquées dans la sensation de douleur (Maingret et al., 2000). 60% des 

neurones sensoriels expriment TREK-1 et la plupart d’entre eux sont en lien avec la substance 

P. Plus de 40% des neurones des DRG exprimant TREK-1 expriment aussi le canal nociceptif 

thermal TRPV1. In vivo, les souris TREK-1-/- ont un seuil thermal de douleur plus bas et sont 

plus sensibles aux stimuli mécaniques que des souris sauvages (Alloui et al., 2006) (Noel et al., 

2009). Ces souris manifestent une réponse inflammatoire focale exacerbée après une lésion de 

la moelle épinière (LME). De plus, l’absence de TREK-1 augmente l’astrogliose, l’apoptose 



 
60 

 

neuronale, la démyélinisation et le temps de récupération motrice (Fang et al., 2017). Le blocage 

de TREK-1 est donc fortement handicapant en ce cas. 

Toutefois, d’autres études rapportent qu’en cas de douleur neuropathique induite par une 

constriction lésionnelle chronique du nerf sciatique (CLC), l’expression du microRNA miR-

183 (un microRNA fortement exprimé dans les organes sensoriels du SNC, et impliqué dans 

les processus de douleur neuropathiques (Xie et al., 2017)) est diminuée et l’expression de 

TREK-1 augmente dans les DRG (Han et al., 2016) (Shi et al., 2018). Inversement, l’injection 

sous arachnoïdienne (intrathécale) de ce miR-183 atténue la douleur dans un modèle de CLC 

chez le rat et réduit l’expression de TREK-1 (Shi et al., 2018). 

Il a été récemment rapporté que le riluzole, un modulateur de TREK-1, prévient non seulement 

les déficits sensoriels mais aussi les déficits moteurs dans les cas de douleur neuropathique 

induite par l’oxaliplatine, une molécule chemiothérapique (Poupon et al., 2018). Cependant 

cette étude considère le riluzole comme un activateur de TREK-1, alors qu’il a été montré que 

le riluzole n’active TREK-1 que pendant 30 secondes avant de l’inhiber. Il semble bien curieux 

que le Riluzole puisse être à la fois neuroprotecteur et antidépresseur en tant qu’activateur 

puisqu’il a été montré que les souris TREK-1 KO manifestent un phénotype de résistance à la 

dépression. Les résultats publiés dans cet article sont pour le moins discutables. 

 

2- Niveau Périphérique 

 

En plus de ses rôles au niveau central (cerveau), il était rationnel de supposer que la modulation 

de TREK-1 pouvait aussi avoir un rôle au niveau périphérique. TREK-1 est exprimé dans de 

nombreux tissus périphériques comme le pancréas, la prostate ou les cellules des muscles lisses 

(Medhurst et al., 2001). 

 

 

a- TREK-1 et le pancréas 

 

Le pancréas, et tout particulièrement les cellules β sécrétant l’insuline, constitue l’un des tissus 

périphériques où le canal TREK-1 (et d’autres K2P) jouent un rôle important dans l’homéostasie 

du glucose (Dadi et al., 2014) (Kang et al., 2004) (Mazella et al., 2010) (Vierra et al., 2015). 

Grâce à la Spadine, le rôle de TREK-1 dans l’homéostasie du glucose a pu être étudié (Hivelin 

et al., 2016). TREK-1 est exprimé dans la lignée cellulaire β-pancréatique β-TC3 (Mazella et 
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al., 2010). La régulation de la sécrétion d’insuline par les cellules β-pancréatiques est finement 

contrôlée par plusieurs hormones comme le glucagon like-peptide-1 (GLP-1), la leptine, les 

œstrogènes, la mélatonine et les hormones de croissance (Fu et al., 2013), et les canaux K+ 

sensibles à l’ATP (KATP) jouent un rôle critique dans le maintien de l’homéostasie du glucose 

(McTaggart et al., 2010). Les canaux KATP servent de senseurs métaboliques pour les cellules 

β-pancréatiques. Quand les niveaux de glucose augmentent, les KATP se ferment, ce qui induit 

une dépolarisation de la membrane qui, à son tour, entraîne une ouverture des canaux Ca2+, qui 

provoque la sécrétion d’insuline (McTaggart et al., 2010). Le blocage de TREK-1 par la 

Spadine n’induit une sécrétion d’insuline que s’il y a stimulation par le glucose. Par contre, à 

l’inverse des incrétines, la Spadine entraîne une augmentation de Ca2+ et un relargage d’insuline 

grâce à un mécanisme indépendant de la PKA (Hivelin et al., 2016). TREK-1 est inhibé par la 

phosphorylation du résidu Ser333 sur son extrémité C-terminale par la PKA (Murbartian et al., 

2005). Cette phosphorylation est la conséquence de l’activation de différents récepteurs couplés 

aux protéines G à la membrane plasmique (Figure 11). En se fixant sur leur récepteur, GLP-1 

(« Glucagon-like peptide », une hormone de la satiété) et ses analogues tels que l’exendine-4 

sont capables de provoquer la synthèse d’AMPc et donc d’induire l’activation de la PKA, 

responsable de la sécrétion d’insuline (Goke et al., 1993). Ici, la Spadine ou ses analogues 

pourraient se substituer aux incrétines et ainsi proposer une thérapie alternative en cas 

d’inefficacité de traitement basé sur la reproduction des effets de GLP-1. 

Bien que la plupart des travaux s’intéressant au lien entre les K2P et le cancer aient été conduits 

sur TASK-3, TREK-1 a également été défini comme un acteur important dans le cancer du 

pancréas. En effet, dans ce type de cancer son activation par BL1249 permettrait d’inhiber la 

prolifération et la migration cancéreuses et donc d’en réduire l’impact délétère (Sauter et al., 

2016). 

 

b- TREK-1 et la prostate 

 

Dans le cancer de la prostate, où il est d’ailleurs surexprimé, TREK-1 a été décrit comme ayant 

un rôle pro-prolifératif (Voloshyna et al., 2008). Le même laboratoire a également démontré 

qu’en cas de surexpression d’un dominant négatif de ce canal dans les cellules PC3 (lignée 

cancéreuse de la prostate), la prolifération cellulaire était diminuée. A noter que sa 

surexpression dans des cellules de la lignée, cette fois non cancéreuse, NPE (« Non Pigmented 

Epithelial cells » dérivées de cellules épithéliales bovines) entraîne elle-aussi une augmentation 
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de la prolifération (Voloshyna et al., 2008). La surexpression de TREK-1 dans ce type de cancer 

est donc largement désavantageuse et par conséquent le blocage de l’activité de TREK-1 peut 

être envisagé pour traiter ces cancers. 

 

c- TREK-1 et le cœur  

 

Au niveau cardiaque, les canaux K+ activés par l’étirement (KAE) repolarisent la membrane 

cellulaire et contrebalancent l’activité des canaux cationiques activés par l’étirement (CAE) qui, 

au contraire, augmentent la dépolarisation membranaire. TREK-1 est un candidat de choix pour 

les KAE dans le cœur, avec les canaux K+ activés par le Ca2+ de grande conductance (KCa) et 

les canaux KATP (Decher et al., 2017b; a). Chez le rat, tous les gènes des canaux K2P ont pu être 

détectés dans au moins une des cavités cardiaques, avec une prévalence de l’expression de 

TWIK-2, TASK-1 et TREK-1. TREK-1 est très fortement exprimé dans le ventricule droit (Liu 

and Saint, 2004). Dans les myocytes auriculaires néonataux de rat, il a été mesuré par patch-

clamp en configuration inside-out qu’un courant potassique qui était activé par l’AA et 

l’acidose interne (Kim and Clapham, 1989). Ce courant TREK-1-like peut également être 

réversiblement activé par les anesthésiques volatils tels que le chloroforme, l’halothane et 

l’isoflurane. Ce courant est diminué par des analogues des AMPc et des agonistes des récepteurs 

β-adrenergiques (Terrenoire et al., 2001). Il apparaît donc que les courants KAE ont les mêmes 

propriétés biophysiques que le courant TREK-1, notamment la conductance, l’indépendance au 

voltage et la sensibilité face aux anesthésiques volatils. Dans les cardiomyocytes ventriculaires, 

deux variants de TREK-1 ont été découverts, un de haute conductance (132 ± 5 pS), et de basse 

conductance (41 ± 5 pS), à potentiels positifs (Xian Tao et al., 2006). Le variant TREK-1 de 

basse conductance est ouvert par l’étirement mécanique, l’acidification interne et l’AA. Les 

propriétés biophysiques de ces deux canaux TREK-1 sont similaires à celles de TREK-1 

exprimé dans les cellules HEK293. 

De même, dans le cœur du poisson zèbre, il a été identifié deux orthologues de TREK-1, TREK-

1a et TREK-1b, qui possèdent des propriétés biophysiques similaires mais toutefois 

suffisamment distinctes pour qu’ils puissent être différenciés (Nasr et al., 2018). 
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D- TREK-1 dans la dépression post-AVC 

 

La dépression post-AVC (PSD) est un désordre neuropsychiatrique de haute prévalence qui 

survient à la suite d’un AVC. Il a été montré dans un modèle de PSD chez le rat que les niveaux 

d’expression de TREK-1 étaient élevés dans l’hippocampe et le CPF (Lin et al., 2015). Ce 

modèle particulier de PSD reproduit les principaux acteurs responsables du développement de 

cette pathologie chez l’humain. Par exemple, l’opération chirurgicale de « middle cerebral 

artery occlusion » (MCAO) est utilisée pour reproduire l’AVC, alors que le « chronic mild 

stress » (CMS) et l’élevage en isolement permettent de mimer respectivement le stress et les 

conditions psychologiques (Lin et al., 2015). A noter que la régulation positive de TREK-1 

observée dans ce modèle est abolie en cas de traitement chronique avec des bloqueurs du canal 

ainsi qu’avec le SSRI Escitalopram. Il nous a donc semblé naturel d’étudier le rôle de TREK-1 

dans le processus de la dépression post-AVC (PSD). Cette étude est décrite dans la Partie 2 de 

la Section Résultats. 

 

 

 

 

V- La Spadine et ses analogues 

 

 

A- Spadine 

 

1- Origines – La Sortiline 

 

Le canal TREK-1 interagit avec plusieurs protéines, telles que l’AKAP150 (Sandoz et al., 2006) 

ou Mtap2 (Sandoz et al., 2008), qui régulent l’adressage de TREK-1 à la membrane plasmique. 

En 2010, une autre protéine interagissant avec TREK-1 a été identifiée, la Sortiline, également 

appelée récepteur 3 de la Neurotensine. Cette dernière régule, transporte et adresse le canal 

TREK-1 à la membrane plasmique (Mazella et al., 2010). 



 
64 

 

La Sortiline est une protéine membranaire de 95 kDa, avec un large domaine luminal, un seul 

segment transmembranaire et une courte extrémité C-terminale cytoplasmique (Figure 10). 

Elle est exprimée dans le SNC et le système nerveux périphérique. 

La Sortiline a d’abord été identifiée comme molécule d’adressage dans le cerveau humain 

(Petersen et al., 1997), puis a été décrite comme étant le récepteur 3 de la Neurotensine (NTSR-

3) (Mazella et al., 1998). La Sortiline/NTSR-3 a de nombreux ligands, comme la Neurotensine 

(NT), le « precursor of the nerve growth factor » (proNGF) (Nykjaer et al., 2004), la 

lipoprotéine lipase (Nielsen et al., 1999), et le propeptide (PE) (Munck Petersen et al., 1999).  

 

 

 

Figure 10 : Maturation de la Sortiline et design de la Spadine 

 

La Sortiline/NTSR-3 co-localise avec TREK-1 dans de nombreuses régions du cerveau 

impliquées dans la gestion de l’humeur comme le cortex préfrontal, l’hippocampe, le striatum, 

l’amygdale et l’hypothalamus (Mazella et al., 2010). L’interaction physique entre TREK-1 et 

la Sortiline/NTSR-3 a été caractérisée par co-immunoprécipitation. Il a également été montré 

que l’expression de TREK-1 à la membrane plasmique augmente en présence de 

Sortiline/NTSR-3 (Mazella et al., 2010) et qu’au contraire en l’absence de Sortiline TREK-1 

n’est présent qu’en faible quantité à la membrane. Les souris déficientes pour la La 
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Sortiline/NTSR-3 manifestent également un phénotype de résistance à la dépression, similaire 

à celui des souris kcnk2-/- (Moreno et al., 2018). 

 

La Sortiline/NTSR-3 est également impliquée dans le contrôle de la sécrétion du précurseur du 

BDNF, dont la diminution provoque des dysfonctionnements synaptiques pouvant se traduire 

par des difficultés de mémorisation (Martinowich et al., 2007) (Egan et al., 2003). 

Ces observations sont autant d’arguments dans le sens d’une implication de TREK-1 et de la 

Sortiline/NTSR-3 dans la physiopathologie de la dépression. 

A noter que dans un autre modèle de souris KO pour le gène de la Sortiline, une tendance accrue 

au développement de plaques amyloïdes a été observée (Carlo, 2013). La Sortiline serait donc 

potentiellement impliquée dans la maladie d’Alzheimer. 

 

La Sortiline est synthétisée sous la forme d’une protéine précurseur (la Prosortiline) qui, après 

un clivage post-traductionnel par la convertase Furine dans le réseau du Golgi, donne naissance 

à une Sortiline mature et fonctionnelle et libère un peptide de 44 acides aminés, le Propeptide 

(PE) (Gln1-Arg44) (Munck Petersen et al., 1999).  

Ce PE se lie à la Sortiline mature avec une forte affinité (Kd ~20–30 nM) (Munck Petersen et 

al., 1999). Notre laboratoire a également montré que le PE se lie au canal TREK-1, avec une 

forte affinité (100nM).  

C’est à partir d’une étude structure-fonction, qui a permis d’identifier les acides aminés 

responsables de la liaison de ce peptide à son récepteur, que la Spadine a été dessinée (Figure 

10). 

 

2- La Spadine 

 

La Spadine, pour “Sortilin-derived Peptide with Antidepressant properties”, est un peptide de 

17 acides aminés correspondant à la séquence Ala12-Arg28, ou PE 12-28 (Mazella et al., 2010) 

(Figure 10).  

 

a- Inhibiteur spécifique de TREK-1 

 

La Spadine se lie avec une très forte affinité (IC50=40-70 nM) au complexe TREK-1/sortiline à 

la surface cellulaire (Mazella et al., 2010) (Article 1), et induit une endocytose du canal et une 
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dégradation lysosomale. Cette internalisation reproduit en quelque sorte les conditions des KO 

de TREK-1. En présence de la Spadine la quantité de TREK-1 à la membrane ne serait plus 

suffisante pour s’opposer à la dépolarisation membranaire et par conséquent rendrait plus 

excitables les cellules (Figure 11) (Mazella et al., 2010). 

La Spadine a d’abord été testée par patch-clamp en configuration cellule entière sur la lignée 

cellulaire COS-7 exprimant TREK-1. Le courant basal de TREK-1 étant très faible, il a été mis 

à profit la capacité de l’AA d’activer le canal. TREK-1 activé par l’AA est bloqué par la Spadine 

avec une IC50 de 70.7 nM (Mazella et al., 2010). Le blocage de TREK-1 a été confirmé sur 

d’autres types cellulaires comme les hTREK-1/HEK (IC50 = 40 nM) (Moha ou Maati et al., 

2011) ou la lignée pancréatique β-TC3 (Mazella et al., 2010) (Article 1), mais également sur 

tranches de cerveau, dans les neurones pyramidaux du CA3 de l’hippocampe (Mazella et al., 

2010).  

 

 

 

Figure 11 : TREK-1 et la Spadine 

 

De façon très intéressante, l’effet de la Spadine disparaît totalement quand elle est utilisée sur 

des coupes d’hippocampe de souris TREK-1-/-, ce qui confirme solidement que la Spadine cible 

ce canal (Mazella et al., 2010). En effet, malgré une forte homologie dans la structure, la 
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fonction et la régulation entre TREK-1, TREK-2 et TRAAK (Lesage and Lazdunski, 2000), la 

Spadine bloque TREK-1 de manière spécifique. Aucun effet n’a pu être observé sur TREK-2 

et TRAAK, les 2 autres membres de la sous-famille TREK, eux aussi activés par l’étirement. 

TASK-1 et TRESK, deux autres K2P très largement représentés dans le cerveau, sont eux aussi 

insensibles à la Spadine (Moha Ou Maati et al., 2012b). Cette absence d’effet de la Spadine sur 

TASK-1, qui est impliqué dans l’inflammation (Bittner et al., 2009) et l’apoptose (Lauritzen et 

al., 2003) (Leithner et al., 2016), et sur TRESK, qui est impliqué dans les processus de migraine 

(Lafreniere and Rouleau, 2011) et de douleur (Tulleuda et al., 2011) (Marsh et al., 2012), est 

très intéressante car cela réduit considérablement les éventuels effets secondaires de ce peptide. 

 

b- Stimulation de la transmission 5-HT 

 

TREK-1 est fortement exprimé dans le DRN (Medhurst et al., 2001), et les souris kcnk2−/− ont 

une neurotransmission sérotoninergique augmentée (Heurteaux et al., 2006b). Ainsi, pour 

savoir si le blocage pharmacologique de TREK-1 par la Spadine affecte ou non la 

neurotransmission 5-HT, des souris ont reçu une injection intrapéritonéale de 10 μM de 

Spadine. L’activité extracellulaire unitaire des neurones sérotoninergiques a ensuite été 

enregistrée sur animaux anesthésiés dans les noyaux du raphé dorsal, c'est-à-dire en un point 

éloigné de la zone d’injection du peptide. Les données montrent que la Spadine potentialise par 

un facteur 2 les décharges de neurotransmission 5-HT in vivo (Mazella et al., 2010), pour donner 

un niveau similaire à celui observé chez les neurones 5-HT des souris kcnk2−/− avec 3,1 Hertz 

contre 1,26 Hertz chez des contrôles non traitées (Heurteaux et al., 2006b). 

 

c- Neurogenèse et synaptogenèse 

 

Les effets de la Spadine sur la neurogenèse sont remarquables du fait qu’ils surviennent après 

seulement 4 jours de traitement, alors qu’un délai de 3 à 4 semaines doit être observé avec les 

SSRI (Mazella et al., 2010). De plus, in vitro (sur neurones corticaux) et in vivo (dans 

l’hippocampe), la Spadine augmente non seulement l’expression des ARNm mais aussi celle 

des marqueurs protéiques de la synaptogenèse, tels que la « post-synaptic density protein-95 » 

(PSD-95) ou la Synapsine (Devader et al., 2015). Cette augmentation est associée avec une 

augmentation transitoire de BDNF après seulement 5h. Ces données indiquent que la Spadine 

augmente le nombre de neurones fonctionnels. Observation supportée par le fait que le 
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traitement avec la Spadine augmente aussi significativement les nombre d’épines dendritiques 

matures et d’axones (Devader et al., 2015). In vivo, l’administration quotidienne de Spadine 

pendant 4 jours augmente dans l’hippocampe l’expression des ARNm de BDNF, de PSD-95 et 

de la Synapsine après seulement 7 jours. Cependant, dans le cortex préfrontal après 3 semaines, 

seul l’ARNm du BDNF est augmenté (Devader et al., 2015).  

Combinées, ces données confirment que les neurones nouvellement générés par le traitement 

Spadine sont non seulement fonctionnels mais aussi capables d’interagir au sein d’un réseau 

neuronal complexe. Le traitement subchronique (4 jours) avec la Spadine résulte aussi en 

l’augmentation de l’activation de CREB (C-AMP Response Element-binding protein) (Mazella 

et al., 2010), un facteur de transcription important dans le remodelage synaptique. 

 

Le traitement avec la Spadine engendre donc deux effets « canoniques » des antidépresseurs : 

l’augmentation de la transmission 5-HT et l’induction de neurogenèse (Mazella et al., 2010). 

Ces résultats confirment les données précédentes obtenues chez les souris kcnk2−/− dont la 

principale caractéristique phénotypique est leur résistance à la dépression (Heurteaux et al., 

2006b). Il fallait donc confirmer l’hypothèse selon laquelle la Spadine pourrait être un 

antidépresseur par l’utilisation de modèles animaux de dépression. 

 

d- Propriétés antidépressives 

 

Les propriétés antidépressives de la Spadine ont été étudiées dans les mêmes tests 

comportementaux que ceux préalablement utilisés pour la caractérisation des souris kcnk2−/−. 

La Spadine a donc été administrée aux souris en traitements aigu et subchronique avant que son 

activité antidépressive ne soit mesurée par différents tests : FST, TST, CSMT, LHT et NSF. 

Dans les tests du FST et du TST, de la même façon que le KO de TREK-1, le traitement avec 

la Spadine induit une diminution du temps d’immobilité, peu importe le mode d’administration 

(i.p., i.v., i.c.v., s.c. ou par voie orale). 

Dans le CMST, le traitement avec la Spadine atténue la résignation, traduite par une immobilité 

croissante, qui s’observe chez les contrôles non traités (Heurteaux et al., 2006b). A noter que la 

Spadine n’a aucun effet sur la mobilité des souris qui ne sont pas soumises aux chocs 

électriques, ce traitement n’a donc aucun effet moteur en conditions normales. 
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Dans le test du LH, les animaux traités avec la Spadine ont une latence d’échappement plus 

faible que celle des contrôles non traités. Tout comme dans le CMST, les souris traitées sont 

moins résignées. 

Enfin, dans le test du NSF, étroitement lié à la neurogenèse, le traitement avec la Spadine 

diminue la latence des souris avant d’aller se nourrir. Les animaux sont donc moins anxieux. 

En bloquant TREK-1, la Spadine génère des souris avec un phénotype de résistance à la 

dépression dans cinq tests régulièrement utilisés dans le screening de molécules 

antidépressives, après un traitement de seulement 4 jours contre 3 semaines pour d’autres 

molécules telles que les SSRI. Ces résultats sont en parfait accord avec ceux obtenus chez les 

souris TREK-1 KO. 

 

e- Mécanismes et effets secondaires 

 

In vitro, la Spadine stimule les voies des MAPK et de PI3K en fonction du temps et de façon 

dose-dépendante. A 100nM la Spadine augmente la phosphorylation d’ERK1/2 et d’Akt mais 

n’a aucun effet sur mTOR, ce qui suggère que le mécanisme d’action de la Spadine est différent 

de celui de la Kétamine, un autre antidépresseur à action rapide dont les effets passent par la 

voie mTOR (Devader et al., 2015). La Spadine a des effets neuroprotecteurs face à l’apoptose 

induite par la Caspase 3 provoquée par la Staurosporine à travers l’activation de la voie PI3K. 

 

Etant donné que l’ouverture de TREK-1 engendre une neuroprotection face aux épisodes 

épileptiques, bloquer ce canal K2P devrait avoir des conséquences délétères. Mais de façon 

surprenante, chez la souris la Spadine n’augmente pas les convulsions induites par un traitement 

au KA ou PTZ. Plus intéressant encore, les souris traitées avec la Spadine manifestent même 

une résistance face au développement de convulsions. Le groupe d’animaux traité avec la 

Spadine ne récence aucune mort en opposition aux deux morts du groupe injecté avec une 

solution saline (Moha Ou Maati et al., 2012b). De plus, un traitement de 3 semaines avec la 

Spadine n’augmente pas non plus la taille des infarctus après ischémie focale (Moha Ou Maati 

et al., 2012b). 

 

TREK-1 joue également un rôle important dans la perception de la douleur (Alloui et al., 2006). 

Les souris kcnk2−/− sont plus sensibles à la douleur induite par un stimulus thermique (Alloui 

et al., 2006). Cependant, la Spadine n’entraîne pas de modification dans la perception de la 
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douleur dans les tests de retrait de la queue ou de la plaque chauffante (Moha Ou Maati et al., 

2012b). 

 

Enfin, un des enjeux majeurs lors du développement de nouvelles molécules médicamenteuses 

est l’absence d’effet que le traitement doit avoir sur l’intervalle QT d’un électrocardiogramme. 

En effet, un allongement de cet intervalle entraîne la formation de torsades de pointes (une 

forme sévère du trouble du réflexe cardiaque). Les molécules ayant cet effet bloquent deux 

types de courants potassiques : les courants potassiques sortants à composante rapide (IKr) ou 

à composante lente (IKs) (Cheng and Kodama, 2004) (Sanguinetti and Jurkiewicz, 1990). Le 

courant IKr est produit par le canal hERG seul, et l’activité de IKs requiert l’association des 

canaux KCNQ1avec la sous-unité régulatrice KCNE1 (Sanguinetti et al., 1996) (Barhanin et 

al., 1996). Ces courants sont des composantes essentielles de la fonction cardiaque normale, et 

la prolongation de l’intervalle QT induite par des molécules médicamenteuses entraîne une 

augmentation du risque de mort subite (Brown, 2004). Les effets de certaines molécules sur ces 

canaux ont eu pour conséquence leur retrait des études voire du marché (Finlayson et al., 2004). 

Toute molécule candidate doit d’abord être testée in vitro pour s’assurer de son inocuité sur les 

canaux hERG (Chen et al., 2016). Le but final étant d’amener la Spadine au stade de molécule 

antidépressive approuvée, ce peptide a donc été testé sur hERG. La Spadine, même à forte 

concentration (10 μM), n’affecte pas les propriétés biophysiques des courants IKr et IKs (Moha 

Ou Maati et al., 2012b) (Article 1). Tout ceci confirme que la Spadine est une molécule éligible 

à l’utilisation en clinique.  

Les puissantes propriétés antidépressives de la Spadine ont donné lieu à un brevet publié sous 

le N° US8252748B2 (Mazella et al., 2012). 

 

Dans le FST l’activité antidépressive de la Spadine disparaît au bout de 6h après l’injection 

intrapéritonéale (Veyssiere et al., 2015). Plusieurs stratégies ont été considérées afin 

d’améliorer cette stabilité in vivo et de prolonger l’activité antidépressive de la Spadine. Parmi 

celles-ci il y eut tout d’abord la stratégie des retro-inverso (RI) puis la stratégie des peptides 

courts. 
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B- Analogues Retro-Inverso 

 

La stratégie des Retro Inverso (RI) consiste à changer la configuration L naturelle des acides 

aminés en une configuration D, tout en inversant la séquence de ces derniers.  

De nombreuses études ont montré que cette technologie RI permettait d’augmenter la résistance 

des peptides face à la protéolyse, et donc d’augmenter leur biodisponibilité (Chorev et al., 1979) 

(Chorev and Goodman, 1995).  

Onze analogues RI ont été synthétisés et ont été criblés sur la lignée cellulaire hTREK-1/HEK 

par patch-clamp. Ce criblage a identifié deux peptides : l’analogue 3 (Ac-RI-PE 12-28, le RI de 

la Spadine) et l’analogue 8 (Ac-RI-PE 1-28, le RI de la séquence 1 à 28 du PE) manifestant un 

fort potentiel inhibiteur pour l’activité de TREK-1 (IC50 = 11.5±0.59 nM et 9.95 ±0.85 nM 

respectivement, contre 56.39± 0.01 nM pour la Spadine) (Veyssiere et al., 2015) (Figure 12). 

Ces deux analogues conservent les propriétés antidépressives de la Spadine après traitements 

aigu ou subchronique. Ils diminuent par exemple significativement le temps d’immobilité dans 

le FST (Veyssiere et al., 2015) et la latence avant d’aller se nourrir dans le test du NSF. Ils 

induisent également une augmentation de la neurogenèse. L’un des enjeux en terme de 

développement était d’améliorer la stabilité in vivo de la Spadine et les analogues 3 et 8 

manifestent une activité antidépressive durant 16 heures, c'est-à-dire un temps presque 3 fois 

plus long que la Spadine (Veyssiere et al., 2015).  

A noter que l’analogue 3 n’a aucun effet secondaire sur la perception de la douleur, l’épilepsie 

et l’arythmie. La totalité des analogues RI, y compris le 3 et le 8, ont été brevetés pour le 

traitement de la dépression sous le N° WO2015110915A2 (Gaudriault et al., 2015).  

  

D’autres analogues ont été conçus grâce à cette stratégie RI comme l’analogue 13 (même 

séquence que la Spadine mais dans laquelle les trois résidus Glycine (qui n’a pas de carbone 

asymétrique, donc pas de conformation L ou D) ont été remplacés par des Alanines : G/A-PE 

12-28) et son RI, l’analogue 14 (RI-G/A-PE 12-28) (Figure 12). Les analogues 13 et 14 sont 

capables de fortement inhiber TREK-1 (83.50% ± 9.76% et 72.15% ± 11.75% respectivement), 

comparés à la Spadine (87.08% ± 7.32%, n = 8). Plus intéressant encore, ces analogues 13 et 

14 conservent leur activité antidépressive dans le FST quand injectés par intraveineuse (i.v.). 

En effet le temps d’immobilité est réduit de manière significative (120.4±9.7 s et 127.7 ±8.32 

s, respectivement) (Figure 13).  
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Figure 12 : Les analogues retro-inverso de la Spadine 

 

La cyclisation est également une des stratégies les plus communément utilisées pour augmenter 

la stabilité et l’efficacité des peptides (Adessi and Soto, 2002) (Figure 12). Il a été démontré 

que cette cyclisation permet d’augmenter la résistance des peptides face à la dégradation 

protéolytique, et par conséquent leur biodisponibilité (Wang et al., 2014). Cette stratégie a 

consisté à mettre sous forme cyclique l’analogue 3, soit en séquence unique (analogue 15 : c(RI-

PE 12-28)), soit en tandem (analogue 16) afin d’étudier l’impact de la cyclisation des peptides 

sur le franchissement de la BHE. En Patch clamp sur cellule entière, ces analogues inhibent le 
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courant de TREK-1 avec des potentiels différents (67.24% ± 3.41% et 91.25%±8.14%, 

respectivement). En revanche, quand ces deux analogues sont administrés par i.v., aucun 

n’induit de diminution significative du temps d’immobilité dans le FST (157 ± 8.09 s et 146.7 

± 12.99 s, respectivement). Il apparaît que ce manque d’activité est dû à leur incapacité à 

franchir la BHE, étant donné qu’ils manifestent des propriétés antidépressives quand ils sont 

directement injectés dans le cerveau de façon intracérébroventriculaire (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Propriétés inhibitrices et antidépressives des analogues 13 à 16 de la Spadine 

 

Cette stratégie des RI qui semblait prometteuse a été abandonnée, car des effets délétères ont 

été observés. In vitro, dans des cultures cellulaires, l’utilisation des analogues RI à forte 

concentration provoque une mort cellulaire accrue. Une autre stratégie de synthèse d’analogues 

de la Spadine a alors été envisagée : les analogues courts. 
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C- Analogues courts 

 

Ce chapitre fait l’objet de la Première partie de la section Résultats.  
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Comportement 
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Dans la recherche sur les pathologies, une des contraintes est de rendre comparable l’état des 

modèles animaux utilisés à celui de l’être humain. Il faut pour cela être capable d’évaluer de 

nombreux aspects du comportement de ces animaux, comme par exemple les capacités 

motrices, la mémorisation, ou encore l’état émotionnel. De nombreux modèles 

comportementaux ont été développés dans cette optique, comme par exemple les tests du mât, 

du rotarod ou du retrait de l’adhésif pour la coordination motrice, mais également les tests de 

la piscine de Morris ou du labyrinthe circulaire pour la mémorisation. Il existe également des 

modèles développés pour évaluer l’état émotionnel des animaux, tels que les tests de la nage 

forcée, de la résignation apprise, de la suppression de l’alimentation induite par la nouveauté, 

de la suspension par la queue ou de l’interaction sociale (Engel et al., 2011). 

Il est cependant important de prendre en compte le fait qu’un seul protocole ne permet pas de 

tirer de conclusion sur le phénotype des animaux. Il est donc nécessaire d’utiliser une variété 

de tests : dans le cadre de notre étude, nous avons par exemple choisi d’utiliser les tests du mât 

et du Rotarod pour évaluer la condition physique des animaux. Nous avons également choisi 

les modèles de la nage forcée, de la suppression de l’alimentation induite par la nouveauté, et 

de la résignation apprise pour estimer leur état émotionnel. Ainsi que la Piscine de Morris dans 

le but d’évaluer leurs capacités de mémorisation.  

Je ne décrirai ici que les tests utilisés pendant mon Doctorat. 

 

 

 

I- Tests d’anxiété/résignation 

 

 

Ces tests sont habituellement utilisés pour le criblage de molécules antidépressives. 

 

A- Learned Helplessness (LH) 

 

Le test de la résignation apprise consiste à placer les animaux dans une enceinte close où ils 

vont recevoir des chocs électriques auxquels ils ne peuvent échapper. Ce protocole est répété 

durant quatre jours consécutifs, c’est le conditionnement. Le cinquième jour, le jour test, les 
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souris ont cette fois la possibilité de s’échapper après avoir reçu le choc électrique. La mesure 

de la latence à cette fuite du stimulus douloureux permet de dissocier les animaux résignés des 

autres. En effet, un animal résigné aura beaucoup moins tendance à tenter de fuir après les 

quatre jours de conditionnement. Il restera prostré et subira passivement le protocole.  

Dans ce test, un traitement avec des antidépresseurs fait diminuer la latence à l’échappement. 

 

 

 

Figure 14 : Représentation du conditionnement et du test dans le modèle du LH 

 

Le protocole que nous avons utilisé est le suivant. 

Lors du conditionnement les souris reçoivent 360 chocs électriques non évitables de 0.3mA, 

durant une heure (la porte, séparant les deux compartiments, reste fermée). Les chocs sont d’une 

durée de 2 secondes et un intervalle de 8 secondes est respecté entre chaque choc. Cette étape 

de conditionnement permet d’induire un phénomène de résignation chez les animaux. 

Le jour du test, les souris sont placées dans les mêmes compartiments mais avec une possibilité 

d’échapper au choc. Le test compte 30 essais. Lors de l’administration du choc la porte séparant 

les deux compartiments s’ouvre, permettant aux animaux de fuir. Lorsque l’animal change de 

compartiment l’essai est terminé et une nouvelle séquence choc/ouverture de porte est initiée. 

Si la souris ne change pas de compartiment, la porte se referme au bout de 24 secondes et une 

autre séquence est lancée. Ce test permet d’enregistrer les latences d’échappement des animaux.  
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B- Porsolt Forced Swimming Test (FST) 

 

Le test de la nage forcée a été mis au point par Porsolt vers la fin des années 70 (Porsolt et al., 

1977). Dans ce test, les animaux sont placés dans un cylindre partiellement rempli d’eau à 21-

23°C, sans aucune échappatoire, pendant 6 minutes. 

  

 

Figure 15 : Représentation du FST 

 

L’idée de base est que dans une situation de stress (ici l’immersion) l’animal va tenter de fuir, 

et pour cela il va nager énergiquement pour trouver une sortie. Or il n’y en a aucune. Un animal 

qui continue à nager bien qu’il ne trouve pas de sortie est considéré comme combatif, ce qui est 

un comportement normal pour une souris. En revanche, un animal qui s’arrêt de nager pour se 

laisser flotter est « résigné » à son sort. Or la résignation est un des symptômes de la dépression. 

Ainsi, les temps d’immobilité des animaux est mesuré durant les quatre dernières minutes du 

test, les 2 premières minutes servent de conditionnement. Plus le temps d’immobilité est 

important, plus l’animal est résigné. 

Dans ce test, l’administration d’antidépresseurs fait diminuer ce temps d’immobilité des 

animaux.  

 

C- Novelty Suppressed Feeding Test (NSF) 

 

Le test de suppression de l’alimentation induite par la nouveauté se base sur la balance entre le 

besoin de se nourrir et la peur de s’aventurer en pleine lumière dans un espace inconnu. Dans 

ce test, les souris sont mises à jeun pendant 24 heures. Elles sont ensuite déposées dans une 
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enceinte recouverte de sciure placée sous une lumière vive (milieu très anxiogène pour les 

souris). Une plateforme avec une boulette de nourriture est placée au centre. Les souris sont 

laissées libres, et le temps nécessaire aux animaux pour aller se nourrir est mesuré.  

 

 

 

Figure 16 : Représentations du NSF 

 

Plus cette latence est importante, plus la souris est anxieuse (son anxiété est plus importante 

que sa faim). Le test dure au maximum 10 minutes. Ce test est corrélé à la neurogenèse 

hippocampique (Santarelli et al., 2003). La diminution de la latence est faible correspond à la 

mise en place de la neurogenèse.  

Dans ce test, l’utilisation d’antidépresseurs fait diminuer le temps nécessaire aux animaux pour 

aller se nourrir.  

 

 

 

II-  Test de cognition 

 

 

A- Morris Water Maze (MWM) 

 

Le test de la piscine de Morris, développé dans les années 80 par Richard Morris, s’intéresse à 

la capacité de mémorisation spatiale des animaux (Morris, 1984) (Vorhees and Williams, 2006) 

(Winter et al., 2004). Tout comme le LH, ce test se déroule en deux phases. Durant la première 

phase, ou l’apprentissage, les animaux sont placés dans un bassin rempli d’eau rendue opaque, 
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et doivent apprendre à retrouver une plateforme cachée qui leur permettra de se mettre au sec. 

Pour cela les souris s’aident de repères de couleur disséminés dans la pièce. Chaque souris est 

placée dans la piscine quatre fois chaque jour (toujours à un endroit différent), et le temps 

nécessaire pour trouver la plateforme est enregistré. Dans la deuxième phase, le test proprement 

dit, les animaux sont de nouveau mis dans le bassin, mais cette fois la plateforme est retirée. 

Cela permet de suivre le parcours des animaux pendant 1 minute et de relever le temps qu’ils 

passent à chercher la plateforme dans la zone, appelée quadrant (sur l’exemple ci-dessous NW), 

où cette dernière se trouvait pendant l’apprentissage. Plus les souris passent de temps dans cette 

zone, meilleure est leur capacité de mémorisation spatiale. 

 

 

 

Figure 17 : Représentation de la Piscine de Morris 

 

D’autres paramètres peuvent être mesurés grâce à ce test. La vitesse de nage et la distance 

parcourue, ces deux mesures peuvent rendre compte de l’absence ou au contraire de la présence 

de troubles moteurs. Différents types de stratégies peuvent également être analysées, Ces 

différentes stratégies sont modélisées dans la figure 18. Il s’agit i) du thigmotaxis, où l’animal 

tourne autour de la piscine très près de la paroi ; ii) du « chaining » qui proche du thigmotaxis 

mais où la zone de nage est comprise entre la paroi et la position de la plateforme ; iii) du 

balayage ou « scanning » où l’animal nage au hasard dans une zone particulière de la piscine ; 

iv) au hasard ou « random », où l’animal nage au hasard sur toute la surface de la piscine, et 

enfin v) la persévérance, où l’animal nage principalement dans la zone où était positionnée la 

plateforme.  
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Figure 18 : Récapitulatif des différentes stratégies de recherche dans le MWM 
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III-  Tests moteurs 

 

 

A- Rotarod 

 

 

 

Figure 19 : Représentation du Rotarod 

 

Le test du rotarod permet d’évaluer les fonctions motrices des animaux (Hunter et al., 2000).  

Le test du rotarod se fait en deux étapes : le conditionnement et le test. Le conditionnement se 

fait en plaçant les souris sur l’appareil que l’on fait tourner à petite vitesse, 4 rpm, pendant 5 

minutes maximum. Après une période de repos de 5 minutes, le même protocole est appliqué, 

puis renouvelé une troisième fois. Pour le test, les souris sont placées sur l’appareil mais cette 

fois la vitesse de rotation augmente de façon régulière de 4rpm à 40rpm en 10 minutes. Plus les 

souris parviennent à rester longtemps sur l’appareil, meilleure est leur coordination motrice, et 

donc meilleure est leur récupération. 

 

 

 

 

 



 
83 

 

B- Pole Test 

 

 

 

Figure 20 : Représentation du Pole test 

 

Tout comme le rotarod, le test du mât ou pole test s’intéresse aux fonctions motrices des 

animaux (Bouet et al., 2007) (Matsuura et al., 1997). Les souris sont déposées au sommet d’un 

mât de 40 cm, la tête vers le haut. Deux variables sont alors mesurées : la latence au 

retournement (la tête vers le sol), et le temps nécessaire à la descente, la souris est considérée 

ayant descendu le mât au moment où ses quatre pattes touchent le support sur lequel il est posé. 

Plus la souris est rapide dans ces deux tâches, meilleure est sa récupération. 
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Les projets 
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I- Historique 

 

 

A mon arrivée, l’équipe des Docteurs Heurteaux et Mazella travaillait depuis longtemps sur le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques face à l’AVC et à la dépression. 10 ans 

auparavant, le laboratoire avait identifié le canal potassique TREK-1 comme étant une nouvelle 

cible importante face à ces deux pathologies (Heurteaux et al., 2004) (Heurteaux et al., 2006a). 

Puis, en 2010, la découverte de la Spadine (PE 12-28) et de sa capacité à bloquer l’activité des 

canaux TREK-1 a inspiré l’hypothèse que la Spadine pourrait être une molécule de choix dans 

le développement de nouveaux traitements contre la dépression.  

 

La stabilité in vivo de la Spadine n’étant que de 6 heures, le laboratoire a cherché à concevoir 

des analogues afin d’augmenter la biodisponibilité et l’efficacité de cette molécule. Une 

première stratégie a consisté en la synthèse d’analogues retro-inverso (RI) (Veyssiere et al., 

2015). Cette technologie permet de stabiliser les peptides. Elle consiste à utiliser des amino 

acides en conformation D (les acides aminés sont naturellement en conformation L) et à 

synthétiser la séquence en inversant l’ordre des amino acides (N vers C devient C vers N). Mais 

in vitro, sur culture cellulaire, ces peptides RI utilisés à haute concentration ont des effets 

délétères. Le laboratoire s’est alors tourné vers une seconde stratégie : synthétiser des analogues 

courts. 

 

Mon projet de thèse comporte 2 chapitres. Le premier avait pour but de déterminer si ces 

analogues courts conservaient les propriétés antidépressives de la Spadine. Le deuxième a 

consisté à identifier si ces analogues avaient des propriétés neuroprotectrices, notamment face 

à l’AVC, et plus particulièrement dans le cadre de la dépression post-AVC. En effet il a été 

montré que l’utilisation d’AD améliorait la récupération des patients ayant subi un AVC 

(Chollet et al., 2011). 
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II- Objectifs 

 

 

A- Partie I : Les propriétés antidépressives des analogues courts de 

la Spadine (Article 1) 

 

Rappelons ici que le peptide issu de la maturation post-transcriptionnelle de la Sortiline est 

appelé PE. Ce PE est composé de 44 acides aminés : PE 1-44. Les peptides courts sont identifiés 

en fonction du PE, ainsi la Spadine devient PE 12-28. 

L’analyse par spectrométrie de masse des produits de dégradation de la Spadine dans le sang a 

permis d’identifier deux peptides, PE 12-27 et PE 14-25. Grâce à une étude structure-fonction, 

nous avons pu identifier le plus petit peptide issu de la séquence de la Spadine qui en conserve 

ses propriétés sur TREK-1, le PE 22-28 ou Mini-Spadine. Des études de patch-clamp sur des 

cellules hTREK-1/HEK ont montré que ce PE 22-28 a une meilleure affinité pour le canal 

TREK-1 par rapport à la Spadine (IC50 de 0,12 nM vs. 40-60 nM), soit une augmentation de 

plus de 300 fois. Dans le but d’augmenter encore son efficacité, les extrémités de la séquence 

de cet analogue ont ensuite été modifiées, et 12 autres peptides ont été synthétisés. Un nouveau 

criblage électrophysiologique de cette cohorte a permis d’identifier, en plus du PE 22-28, le 

G/A-PE 22-28 et le G/A-PE 22-28 Biotinylé, où l’Alanine en position N-terminale a été 

remplacée par une Glycine dans la séquence du PE 22-28. 

La raison pour laquelle ces analogues ont été conçus était d’améliorer la stabilité in vivo de la 

Spadine. Il s’agit donc du premier paramètre analysé : le test du FST a montré que les effets 

antidépresseurs de ces analogues étaient toujours visibles jusqu’à 23 heures après leur 

administration, contre seulement 6 heures pour la Spadine. Nous avons ensuite confirmé ces 

effets dans d’autres tests comportementaux comme celui du NSF et du LH, réalisés dans un 

modèle de dépression induite par un traitement chronique avec de la corticostérone (la 

corticostérone est diluée dans l’eau de boisson à raison de 35mg/L, et les souris sont soumises 

à ce régime pendant 7 semaines). Tout comme la Spadine, le PE 22-28 et ses analogues sont 

également capables d'induire une neurogenèse après seulement 4 jours de traitement. In vitro, 

le PE 22-28 et ses dérivés stimulent la synaptogenèse mesurée par l'augmentation du niveau 

d'expression PSD-95 dans des neurones corticaux de souris. 
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Ces données démontrent que le PE 22-28 et ses dérivés sont de nouvelles molécules 

prometteuses qui pourraient constituer une alternative à la Spadine dans le traitement de la 

dépression, car non seulement ils ont conservé toutes les propriétés de la Spadine, mais ils sont 

aussi beaucoup plus courts et donc auront un coût de synthèse moindre. Donnée économique 

importante dans la perspective d’en faire un médicament utilisable chez l’Homme (ou l’animal). 

 

B- Partie II : Les propriétés de la Spadine et de la Mini-Spadine 

dans l’AVC et la récupération post AVC (Article 2) 

 

Ces résultats concluants quant aux effets AD des analogues de la Spadine m’ont permis 

d’entreprendre une étude sur leurs éventuelles propriétés neuroprotectrices dans le cadre de 

l’AVC et de la dépression post-AVC. 

 

TREK-1 est une cible importante dans les pathologies de la dépression et de l’AVC. Dans le 

cadre de la dépression, c’est son inhibition qui provoque l’effet antidépressif (Heurteaux 2006). 

En revanche dans le cas de l’ischémie, c’est son activation qui est protectrice (Heurteaux 2004). 

Il aurait donc à priori un effet paradoxal. Mais des études électrophysiologiques ont mis en 

évidence que la Mini-Spadine avait une action biphasique sur l'activité TREK-1 en conditions 

basales. A faibles doses, l'activité du canal est augmentée, tandis qu'à doses élevées, l'activité 

de TREK-1 est inhibée. A partir de ces résultats nous avons dessiné un protocole expérimental 

constitué de 2 phases distinctes. Cette étude a été conduite sur le modèle d’AVC murin MCAO 

où l'ischémie focale est induite par l'occlusion de l'artère cérébrale moyenne, un modèle utilisé 

en routine dans notre laboratoire. Pour activer TREK-1 et induire un effet neuroprotecteur, les 

souris ont reçu une injection intrapéritonéale quotidienne de Mini-Spadine à faible 

concentration (0,03 µg/kg) durant la première semaine suivant l’ischémie. Ensuite, pour inhiber 

TREK-1 et induire un effet antidépresseur, le peptide est injecté à une concentration plus élevée 

(3 µg/kg) une fois par jour pendant 4 jours/semaine jusqu'au sacrifice des animaux. 

 

Avant d’appliquer ce protocole expérimental, nous avons vérifié qu’une injection unique 

(traitement aigu) de Mini-Spadine à faible concentration (0,03 µg/kg) avait un effet protecteur. 

Cette injection aiguë permet de réduire significativement la taille de l’infarctus généré par la 

MCAO (volume de l’infarctus plus faible) et augmente le taux de survie). 
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L’état dépressif mesuré par le test du FST (test de la nage forcée) apparaît clairement après 10 

semaines. Nous avons donc suivi les effets du peptide sur 10 semaines en soumettant les 

animaux à différents tests comportementaux. Le premier paramètre que nous avons mesuré est 

le poids. Les animaux traités avec la Mini-Spadine perdent moins de poids et moins vite que 

les animaux non traités. Le deuxième paramètre mesuré est la récupération motrice. Là encore 

les animaux traités récupèrent plus rapidement que les animaux non traités. 

Dans la phase chronique du traitement à concentration plus élevée, la Mini-Spadine réduit les 

déficits cognitifs mesurés en Piscine de Morris, et empêche le développement d’un état 

dépressif, analysé dans les tests de FST et NSF (Suppression de l’Alimentation induite par la 

Nouveauté). Elle freine également la dégénérescence dopaminergique dans la substantia nigra, 

et elle augmente la neurogenèse hippocampique et la synaptogenèse.  

Ce travail révèle les premières preuves que la modulation des canaux TREK-1 dans les phases 

précoces et chroniques de l'AVC, ainsi que la stimulation de la plasticité cérébrale par la Mini-

Spadine, pourraient jouer un rôle clé dans ses effets protecteurs du cerveau contre les AVC et 

ses conséquences délétères comme la dépression post AVC. 

Ces résultats ouvrent la possibilité de développer un concept novateur en neuroprotection contre 

les AVC et les dépressions post-AVC chez l’Homme. C’est d’autant plus important qu’il 

n’existe aujourd’hui que peu de thérapies pour ces pathologies (voire Introduction Chapitre III). 
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III- Résultats 

 

 

A- Partie I : Les propriétés antidépressives des analogues courts de 

la Spadine (Article 1) 

 

1- Introduction 

 

La dépression est une pathologie complexe et son impact social est important. En effet, 20% de 

la population mondiale ont déjà fait ou feront un épisode dépressif au cours de leur vie. Un des 

problèmes majeurs de la dépression est que les mécanismes à l’origine de cette pathologie ne 

sont pas totalement élucidés. C’est une des raisons pour lesquelles les traitements actuels ne 

sont pas totalement efficaces : un tiers de la population ne répond pas aux molécules 

antidépressives (SSRI, TCA, IMAO). Il est donc nécessaire d’en trouver de nouvelles. C’est 

dans ce but que le laboratoire a dessiné la Spadine, un peptide créé à partir d’un peptide 

endogène issu de la maturation post-traductionnelle de la Sortiline. La plupart des 

antidépresseurs actuels cherchent à augmenter la quantité de neurotransmetteurs dans la fente 

synaptique en inhibant leur recapture ou leur dégradation. La Spadine n’a pas les mêmes cibles, 

elle agit en tant que bloqueur du canal potassique TREK-1. Notre laboratoire a démontré que 

ce canal est un acteur important dans le processus de la dépression. Les premières études ont 

mis en évidence le fort potentiel antidépresseur de la Spadine ainsi que son absence d’effets 

secondaires. Deux propriétés qui en font un candidat de choix pour le développement d’un 

nouveau type de traitement contre la dépression. Cependant, la stabilité in vivo de la Spadine 

est de 6h. Dans le cas où la Spadine deviendrait un médicament, ce délai n’autoriserait pas une 

seule prise journalière. En effet, il faut savoir qu’un tiers des patients ne sont pas traités car ils 

abandonnent, très souvent par omission, leur médicament, en diminuant le nombre de prises 

quotidiennes on diminue le risque d’oubli. C’est la raison pour laquelle notre laboratoire a 

cherché à augmenter cette stabilité. Pour cela il a développé deux stratégies, les rétro-inverso 

et les analogues courts. 

Dans un premier temps, c’est la stratégie des Retro Inverso (RI) qui a été utilisée. Cette 

technologie consiste à inverser la séquence en acides aminés des peptides (Cterm→Nter devient 

Nter→Cter) et la synthèse se fait en utilisant des aminoacides en configuration D au lieu de la 
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configuration L (la naturelle). Bien que certains de ces analogues se soient révélés plus stables 

et plus afin pour TREK-1 que la Spadine, ils se sont également révélés délétères à fortes 

concentrations sur des cultures de neurones. Cette approche a donc été écartée et le laboratoire 

s’est orienté vers une autre stratégie : les analogues courts. 

     

A mon arrivée au laboratoire, l’équipe des Docteurs Heurteaux et Mazella, venait d’identifier 

le PE 22-28 (Mini-Spadine), le plus petit peptide issu de la séquence de la Spadine qui en a 

conservé les propriétés d’inhibition des courants TREK-1, et surtout les propriétés 

antidépressives. Le PE 22-28 a servi de « peptide-squelette » (Core-peptide) pour générer une 

nouvelle série d’analogues. Toujours dans l’optique d’identifier la molécule issue de la Spadine 

la plus adaptée à un usage en clinique humaine, j’ai dans la première partie de mon projet 

déterminé quels analogues avaient conservé les propriétés antidépressives. Une fois identifié, 

j’ai étudié leur stabilité in vivo.  

 

2- Résultats 

 

 

 

Figure 21 : Profil de dégradation HPLC de la Spadine dans le sérum 
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L’identification du PE 22-28 avait été obtenue grâce à une étude structure-fonction réalisée à 

partir de produits de dégradation de la Spadine par du sérum, incubation 30 minutes à 37°C. La 

spectrométrie de masse a permis d’identifier deux peptides, le PE 14-25 et le PE 12-27 (Figure 

21A- B). 

 

 

Figure 22 : Inhibition de TREK-1 
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Ces deux produits de dégradation (PE 14-25 et PE 12-27) ont ensuite été testés individuellement 

sur la lignée cellulaire hTREK-1/HEK (Moha ou Maati et al., 2011) en utilisant la technique du 

patch-clamp (Figure 21C). Pour cela, les canaux TREK-1 ont été activés au préalable avec 10 

μM AA (Patel et al., 1998b), et une fois l'amplitude maximale atteinte, la capacité à inhiber 

l'activité du canal TREK-1 de chaque peptide (100 nM) a été mesurée avant de la comparer 

avec celle de la Spadine (Figure 22). L’analogue PE 14-25 n’a aucun effet sur TREK-1 (Figure 

22C et P). En effet, la densité de courant mesurée à 0 mV et comparée à l'activité AA seule 

(100 %) était de 114,7 ± 10,6 % (n = 8, p = 0,09). En revanche, le PE 12-27 est capable d'inhiber 

fortement l'activité du TREK-1 28,4 ± 9,9 % (n = 22, p = 0,03 (Figure 22B et P). 

 

Analogues Noms Modifications 

% 

d’inhibition 

de TREK-1 

Spécificité 

FST 

en 

aigu 

(sec) 

Spécificité 

1 PE 12-28 (Spadin) 
No 

modification 
87,08 ± 7,32 *** 

107.40 

± 5.05 
*** 

2 Ac-PE 12-28 N-acetylation 83,46 ± 8,33 *** nd nd 

3 Ac-RI-PE 12-28 
retro-inverso of 

spadin 

94,43 ± 

10,87 
*** 

135.10 

± 8.11 
** 

4 Ac-PE-22-28 N-acetylation 19,29 ± 25,7 ns nd nd 

5 Ac-PE-21-28 N-acetylation 26,89 ± 14,9 ns nd nd 

6 Ac-RI-PE-21-28 
N-acetylation + 

retro-inverso 
31,19 ± 17,8 ns nd nd 

7 Ac-PE 1-28 N-acetylation 10,43 ± 28,5 ns nd nd 

8 Ac-RI-PE 1-28 
N-acetylation + 

retro-inverso 
108,59 ± 10 *** 

83.60 

± 9.01 
*** 

9 Ac-PE 6-28 N-acetylation 
71,85 ± 

28,12 
** nd nd 

10 Ac-RI-PE 6-28 
N-acetylation + 

retro-inverso 

56,47 ± 

24,13 
* nd nd 

11 Ac-PE 1-44 N-acetylation 26,97 ± 6,25 ns nd nd 

12 Ac-RI-PE 1-44 
N-acetylation + 

retro-inverso 
37,73 ± 8,77 ns nd nd 

13 G/A-PE 12-28 aa substitution 83,5 ± 9,76 *** 
120,4 

± 9,7 
** 

14 RI-G/A-PE 12-28 
retro-inverso 

+aa substitution 

72,15 ± 

11,75 
*** 

127,7 

± 8,32 
** 

15 c(RI-PE 12-28) cyclization 67,24 ± 3,41 *** 
157 ± 

8,09 
ns 

16 c(RI-PE 12-28)2 cyclization 91,25 ± 8,14 *** 

146,7 

± 

12,99 

ns 

17 PE 12-27 No modification 
28,39 ± 

9,916 
** 

100.2 

± 5.0 
*** 

18 PE 14-25 No modification 0 ns 
112.2 

± 7.1 
** 

19 PE 22-27 No modification 25,7 ± 20,01 ns 
168.2 

± 4.2 
ns 

20 PE 22-25 No modification 
36,02 ± 

17,47 
* 

100.2 

± 5.0 
*** 

21 PE 22-28 
No 

modification 

55,46 ± 

4,555 
*** 

91.8 ± 

6.1 
*** 
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22 Biotin-PE 22-28 N-biotinylation 
53,03 ± 

6,416 
*** 

112.1 

± 4.3 
*** 

23 Dansyl-PE 22-28 N-dansylation 
48,78 ± 

14,52 
** 

104.6 

± 11.8 
*** 

24 PE 22-28-O-Methyl 
C-

methoxylation 

42,98 ± 

13,47 
** 

137.1 

± 8.1 
* 

25 PE 22-28-O-Ethyl C-ethoxylation 
41,39 ± 

11,52 
** 

113.2 

± 8.5 
*** 

26 Formyl-PE 22-28 N-formylation 
32,45 ± 

12,22 
* nd nd 

27 G/A-PE 22-28 aa substitution 
50,61 ± 

7,935 
*** 

110.2 

± 3.6 
*** 

28 Biotin-G/A-PE 22-28 

aa 

substitution+N-

biotinylation 

46,11 ± 

7,743 
*** 

140.7 

± 7.1 
* 

29 PI-PE 22-28 No modification 
46,19 ± 

7,565 
*** 

119.7 

± 11.8 
** 

30 Biotin-PI-PE 22-28 N-biotinylation 
49,11 ± 

7,454 
*** 

124.1 

± 11.7 
** 

31 Palmitoyl-PE 22-28 
N-

palmitoylation 

26,69 ± 

16,45 
ns nd nd 

32 FITC-PE 22-28 N-FITC group 22,1 ± 12,63 ns nd nd 

33 Acetyl-PE 22-28 N-acetylation 
20,49 ± 

8,777 
* nd nd 

34 Myristoyl-PE 22-28 
N-

myristoylation 

18,04 ± 

17,77 
ns nd nd 

35 LC biotin-PE 22-28 
N-long chain 

biotinylation 

15,86 ± 

11,21 
ns nd nd 

36 5’FAM-PE 22-28 N-5’FAM group 
6,633 ± 

7,065 
ns nd nd 

37 FMoc-PE 22-28 N-Fmoc group 
5,826 ± 

10,91 
ns nd nd 

38 Stearic acid-PE 22-28 
N-stearic acid 

group 

5,412 ± 

5,496 
ns nd nd 

 

Tableau 1 : Récapitulatif des analogues de la Spadine 

  

A partir de ces observations, trois autres peptides plus courts ont été synthétisés : PE 22-25, PE 

22-27 et PE 22-28 qui ont, à leur tour, été testés en patch-clamp. Finalement, seul le PE 22-28 

(Figure 21 et Figure 22D-F et P) bloque efficacement l'activité du TREK-1 (55,46 ± 4,6 %, n 

= 13, p < 0,0001).  

Ce criblage a permis d’identifier le PE 22-28 comme l'inhibiteur TREK-1 le plus efficace, son 

affinité pour TREK-1 très supérieure à celle de la Spadine, 0.1 nM contre 40 nM soit une 

augmentation de 400 fois (Figure 23B). Dans le but d'augmenter encore plus la stabilité et 

l'efficacité du peptide, nous avons utilisé le PE 22-28 comme peptide central pour la conception 

de plusieurs analogues, notamment en modifiant ses extrémités N- et C-term (Tableau 1, lignes 

22-38).  
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Parce que la capacité d’une molécule à passer à travers la BHE est une propriété cruciale pour 

un médicament agissant sur des cibles cérébrales. Il a été démontré que la biotinylation 

augmente l'absorption des peptides par le cerveau (Scherrmann, 2002) (Wu et al., 2002). De 

fait, à certains de ces analogues un groupement biotine a été ajouté à leur extrémité N-terminale 

Tous les analogues ont été testés pour leur capacité à inhiber TREK-1, seuls ceux qui inhibaient 

l'activité de TREK-1 à plus de 35%, ont été retenus, leurs propriétés AD ont été évaluée par 

FST (Figure 22G-P) : le PE 22-28 biotinylé (Figure 22G), le dansyl-PE 22-28 (un groupe 

chimique dansyle a été ajouté en N-terminal) (Figure 22H), le O-méthyl-PE 22-28 et le O-

éthyl-PE 22-28 (un groupe chimique O-méthyle ou O-éthyle a été ajouté en C-terminal) (Figure 

22I et J), le Formyl-PE 22-28 (un groupement formyl est ajouté à la séquence) (Figure 22K), 

le G/A-PE 22-28 (la séquence PE 22-28 où la Glycine en position 22 est remplacée une Alanine) 

(Figure 22L), G/A-PE 22-28 biotinylé (Figure 22M), le PI-PE 22-28 (la séquence PE 20-28 

avec un résidu Proline et un résidu Isoleucine en N-terminal) (Figure 22N), le PI-PE 22-28 

biotinylé (Figure 22O et Tableau 1). 

 

Les analogues, dont le pourcentage d’inhibition de TREK-1 était supérieur à 35 ont été testés 

in vivo pour leurs propriétés antidépressives. Le test que nous avons choisi d’utiliser est le FST 

réalisé en condition aiguë c’est-à-dire 30 minutes après une injection i.p. unique à une 

concentration unique (3 µg/kg) d’analogue. Grâce à ce test nous avons pu établir que chaque 

analogue capable d’inhiber TREK-1 est également capable de réduire le temps d’immobilité 

mesuré dans ce test (Figure 23A). 

En fonction des performances observées à la fois en électrophysiologie et en comportement, 

nous avons sélectionné le PE 22-28, le G/A-PE 22-28 et le G/A-PE 22-28 biotinylé. Outre leur 

pourcentage élevé d'inhibition du courant TREK-1, ces analogues sont également beaucoup 

plus affins pour le canal (Figure 23B). En effet, l’IC50 mesurée de la Spadine (PE 12-28) est de 

40 nM, alors que celles des PE 22-28 et G/A-PE 22-28 sont de 0,10 et 0,12 nM (soit 

pratiquement 400 fois supérieure à celle de la Spadine), et celle du biotine-G/A-PE 22-28 est 

de 1,2 nM (30 fois supérieure à celle de la Spadine). 

Par souci de simplification et de clarté, dans la suite de ce manuscrit ces trois peptides seront 

regroupés sous l’appellation : « analogues de la Spadine ». 
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Figure 23 : Effet des analogues en FST et courbe de dose réponse sur TREK-1 

 

Le but principal du laboratoire était de trouver des analogues ayant une meilleure stabilité in 

vivo que la Spadine elle-même. Nous nous sommes donc intéressés à mesurer la durée d’action 

du G/A-PE 22-28 et du biotine-G/A-PE 22-28. Dans ce but, nous avons injecté en i.p, dans un 

bolus de 100µL, ces analogues à des souris naïves, à des doses finales de 3,2 μg/kg ou 32 μg/kg 

pour le G/A-PE 22-28, ou de 4,0 μg/kg ou 40 μg/kg pour le biotine-G/A-PE 22-28. Chaque 
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groupe de souris (10 par temps) a ensuite été soumis au test du FST 1, 3, 5, 7, 12, 16, 20 ou 24 

heures après l'injection (Figure 24A). Les groupes contrôles (injectés avec du sérum 

physiologique) n’ont été soumis au FST qu’à 1 ou 24 h, de façon à constater que le temps 

d’immobilité des contrôles ne variait pas pendant le temps de l’expérience. De fait, le temps 

que les souris passent sans nager est similaire pour les deux temps : 171,2 ± 8,2 s au temps 1h, 

et 175,5 ± 6,8 s au temps 24h (Figure 24A).  

 

 

 

Figure 24 : Stabilité in vivo des analogues de la Spadine 

 

Afin de calculer le temps de demi-effet des analogues de la Spadine, nous avons considéré la 

différence entre le temps d'immobilité mesuré à 1 h chez les souris contrôles et celui mesuré à 

1 h chez les analogues de la Spadine comme valant 100%. Nous avons ensuite normalisé les 

autres mesures à partir de cette valeur (Figure 24B). Nous avons ainsi obtenu des valeurs de 

demi-effet de 14 et 23 h pour le G/A-PE 22-28 (à 3,2 μg/kg et à 32 μg/kg), et de 17 et 21 h pour 
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le biotine-G/A-PE 22-28 (à 4,0 μg/kg et à 40 μg/kg) (Figure 24B). Des valeurs jusqu’à 4 fois 

supérieures à celles obtenues précédemment avec la Spadine (6 h) (Veyssiere et al., 2015). 

Cette stabilité de quasiment 24 h est compatible avec une seule prise quotidienne, pour 

l’éventuel futur médicament et correspond au but recherché pour ces analogues. 

 

Du fait de leurs propriétés similaires et de leurs séquences très proches, le PE 22-28 a été choisi 

comme peptide représentatif des analogues de la Spadine pour tester sa spécificité pour TREK-

1. 

Ainsi, les effets du PE 22-28 ont été enregistrés sur les deux autres membres de la sous-famille 

TREK : TREK-2 et TRAAK, mais aussi sur deux K2P présents en grande quantité dans le 

cerveau : TRESK et TASK-1 (Lesage and Lazdunski, 2000) (Kim et al., 2001) (Talley et al., 

2001) (Lauritzen et al., 2003) (Lafreniere et al., 2010). Tout comme pour sur TREK-1, TREK-

2 et TRAAK ont été activés par 10 μM AA avant l’ajout du PE 22-28 une fois l'amplitude du 

courant à son maximum. Les mesures effectuées montrent que les courants de ces quatre K2P 

ne sont pas altérés par le PE 22-28 (Figure 25A-D). En d’autres termes, les analogues de la 

Spadine sont aussi spécifiques que la Spadine elle-même pour le canal TREK-1. Cette 

spécificité pourrait s'expliquer par les différences de séquence entre les trois canaux.  

Plus important encore, les analogues de la Spadine, testés à une concentration élevée (10 μM), 

n’ont pas d’effet non plus sur le plus important courant repolarisant du cœur, IKr, généré par 

les canaux hERG (Figure 25E-G) (Sanguinetti and Jurkiewicz, 1990) (Cheng and Kodama, 

2004). Le dysfonctionnement de ces canaux peut causer la mort par Torsades de Pointes, l'un 

des effets secondaires les plus redoutés pour les molécules à effets pharmacologiques comme 

les antidépresseurs (Cheng and Kodama, 2004). 

 

Une fois les propriétés électrophysiologiques établies, nous avons poussé plus avant la 

caractérisation de leur action antidépressive. Comme nous l’avons mentionné plus haut, une 

injection i.p. unique de 3,0-4,0 μg/kg de ces analogues réduisait significativement le temps 

d'immobilité des souris dans le test du FST. En effet, comparées aux valeurs des souris non 

traitées à 161,7 ± 6,49 s, nous avions obtenu 91,80 ± 6,1 s (n = 10, p < 0,0001), 110,2 ± 6,6 s 

(n = 10, p < 0,0001) et 140.7 ± 7,1 s (n = 10, p = 0,02) pour le PE 22-28, le G/A-PE 22-28 et le 

biotine-G/A-PE 22-28, respectivement (Figure 23A).  
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Figure 25 : La spécificité des analogues de la Spadine pour TREK-1 
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Les analogues de la Spadine en traitement subchronique s’avèrent tout aussi efficaces que la 

Spadine dans le FST. Cet effet est observé qu’ils soient administrés par injection i.p. (3,0 μg/kg) 

ou par gavage (1 mg/kg) (Figure 26A). Nous avons également soumis les souris à d’autres tests 

validés pour le criblage de molécules antidépressives. Les animaux ont ainsi été soumis au LH. 

Un traitement subchronique de 4 jours avec les analogues de la Spadine (3,0 μg/kg, i.p.) réduit 

de façon significative le temps nécessaire aux souris pour s’échapper après avoir reçu le choc 

électrique (Figure 26B). 

 

 

 

Figure 26 : Effets des analogues de la Spadine dans des modèles de dépression 

 

Nous avons également utilisé un modèle de dépression induite chimiquement par un traitement 

chronique (7 semaines) avec de la corticostérone (Zhao et al., 2008). Dans ce modèle, que ce 

soit après un traitement aigu (30 minutes) ou subchronique (4 jours) le PE 22-28 (3,0 μg/kg) 

manifeste dans les tests du FST et du NSF les mêmes propriétés antidépressives que la Spadine 

mais avec des doses injectées beaucoup plus faibles (Figure 26C-E). En effet, dans le FST, une 

injection unique de PE 22-28 (3,0 μg/kg, i.v.) a les mêmes effets qu’une injection de Spadine 
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(100 μg/kg) sur le temps d’immobilité : 98,1 ± 8,78 s (n = 10, p < 0,0001) et 117,4 ± 6,85 s (n 

= 10, p < 0,0001) respectivement, comparés au témoin (164,9 ± 6,03 s) (Figure 26C). Cet effet 

est tout aussi puissant en cas de traitement subchronique, avec un temps d’immobilité de 89,60 

± 7,7 s (n = 10, p < 0,0001) pour la Mini-Spadine, de 107,5 ± 6,5 s (n = 10, p < 0,0001) pour la 

Spadine, et de 158,3 ± 7,15 s (n = 10) pour le contrôle (Figure 26D).  

Enfin, dans le test du NSF, le traitement subchronique avec le PE 22-28 (3 μg/kg) ou la Spadine 

(100 μg/kg) réduisent significativement le temps nécessaire aux souris pour aller se nourrir : 

153,2 ± 5.41 s (n = 10, p < 0,05) pour le PE 22-28, et 129,2 ± 15,28 s (n = 10, p< 0,05) pour la 

Spadine, par rapport au groupe contrôle : 226,1 ± 34,97 s (n = 10) (Figure 26E). 

Ces données confirment les propriétés antidépressives de la Spadine et de ses analogues, aussi 

bien sur des souris sauvages que sur un modèle de souris dépressives. Les effets sont visibles 

après seulement 4 jours de traitement, caractéristique unique et cruciale, car elle réduit 

considérablement le temps nécessaire pour confirmer l'efficacité du traitement de la dépression. 

Cela est d'autant plus intéressant que la majorité des suicides surviennent dans les premières 

semaines suivant un traitement antidépresseur (Moller, 2003). 

Nos résultats indiquent également que la Spadine et/ou ses analogues sont efficaces même 

administrés par voie orale. 

Un fait important est qu’en plus de mesurer l’anxiété, le NSF permet également de mettre en 

évidence la neurogenèse (Duman et al., 2001) (Santarelli et al., 2003). De plus, plusieurs études 

ont démontré qu'un traitement antidépressif chronique augmentait la neurogenèse dans 

l'hippocampe (Duman et al., 2001) (Santarelli et al., 2003), et auparavant, le laboratoire a déjà 

montré que la Spadine induisait de la neurogenèse et l'activation CREB dans l'hippocampe après 

un traitement de 4 jours (Mazella et al., 2010). Par conséquent nous avons contrôlé que les 

analogues de la Spadine augmentaient la neurogenèse dans le cortex et l'hippocampe.  

 

Pour cela les souris ont été injectées en i.p. (3,0-4,0 μg/kg/jour) pendant 4 jours avec des 

analogues de la Spadine, le dernier jour les animaux sont également injectés avec du BrdU (3 

injections espacées de 2 heures avec 500µL d’une solution 10mg/mL de BrdU/0.9% NaCl).Le 

5e jour, les animaux sont sacrifiés. Le BrdU est un marqueur des cellules en division. Le 

traitement subchronique a augmenté significativement le nombre de cellules BrdU positives 

dans le gyrus dentelé de l’hippocampe : 1736 ± 126 (n = 5, p < 0.0001) pour PE 22-28, 2110 ± 

132, (n = 5, p < 0,0001) pour le G/A-PE 22-28, et 1809 ± 267 (n = 5, p < 0,0001) pour le biotine-

G/A-PE 22-28, par rapport au contrôle : 899 ± 109 (n = 5) (Figure 26A). 
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Figure 27 : Neurogenèse et Synaptogenèse 

 

Ces données confirment que, comme la Spadine, les analogues de la Spadine sont capables 

d’induire de la neurogenèse hippocampique. Les antidépresseurs classiques mettent plusieurs 
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semaines à produire une activité antidépressive, un mécanisme que l'on pense médié par la 

neurogenèse (Santarelli et al., 2003) (Malberg and Schechter, 2005).  

 

Une autre fonction importante des antidépresseurs est leur effet sur la synaptogenèse. Nous 

avons naturellement étudié les effets des analogues de la Spadine sur la synaptogenèse. Pour 

cela nous avons incubé des neurones corticaux avec 0,1 μM d'analogues de la Spadine et 

quantifié par Western-Blot les PSD-95 (marqueurs post synaptiques). Une légère diminution 

observée au cours des 5 premières heures, puis le traitement avec les analogues de la Spadine 

augmente la quantité de PSD-95 d’autant plus fortement que la durée d’incubation est 

importante (Figure 27B-E).  

Ces données montrent qu’en plus d’induire de la neurogenèse, les analogues de la Spadine sont 

également capables de générer de la synaptogenèse. Cela laisse présager que la plupart des 

cellules générées à la suite du traitement deviendront des neurones matures. 

 

3- Conclusion 

 

Les données obtenues dans cette étude confirment que ces analogues courts de la Spadine 

conservent les mêmes propriétés que la Spadine. 

En effet, ils sont tout aussi spécifiques que la Spadine et les analogues RI pour TREK-1, mais 

surtout plus efficaces pour bloquer l’activité du canal (leur affinité est jusqu’à 400 fois 

supérieure). Le laboratoire a déjà mis en évidence, pour la Spadine et ses analogues RI, 

l’absence d’effets délétères sur la douleur, l'ischémie ou au niveau cardiaque (Moha Ou Maati 

et al., 2012a) (Veyssiere et al., 2015). La Spadine et ses analogues constitue une grande famille 

de peptides qui partagent leur spécificité pour TREK-1 et surtout ne modifient pas l'activité des 

canaux hERG. Du fait qu’il s’agit de molécules naturelles (certes partielles) nous pouvons 

considérer que les moyens de dégradation et d’élimination de ces peptides sont présents dans 

les organismes. Par conséquent, nous pouvons espérer que les analogues Spadine seront 

également exempts d'effets secondaires chez l’Homme. Cette simple observation différencie 

positivement les analogues de la Spadine des autres antidépresseurs, comme les SSRI, les NSRI, 

les TCA (Ferguson, 2001) ou la Kétamine (Katalinic et al., 2013).  

A cela il convient d’ajouter le fait que, comme la Spadine, les analogues produisent leurs effets 

sur la neurogenèse et la synaptogenèse en 4 jours seulement et, plus important encore in vivo, 

ils sont 4 fois plus stables que la Spadine 
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De plus, un autre point non négligeable est la taille de ces peptides, en effet, la réduction à 7 

acides aminés assure un moindre coût pour la fabrication du médicament et in fine une 

diminution de la charge économique pour traiter les patients dépressifs. 

Tous nos résultats indiquent que les analogues de la Spadine sont d’excellents candidats pour 

une utilisation en clinique humaine dans un avenir proche.  
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B- Partie II : Les propriétés de la Spadine et de la Mini-Spadine 

dans l’AVC et la récupération post AVC (Article 2) 

 

1- Introduction 

 

L'AVC est associé à des troubles neuropsychiatriques comme la dépression et l'anxiété. La 

dépression post-AVC (PSD) est particulièrement importante sur le plan clinique. Au cours de 

la première année suivant le début de l'AVC, la PSD entraîne une baisse de l'activité cognitive, 

une détérioration des résultats de réadaptation et une diminution de la qualité de vie. La 

mortalité peut être jusqu'à 10 fois plus élevée que chez les patients d'AVC sans PSD (Angelelli 

et al., 2004) (Esparrago Llorca et al., 2015) (Pohjasvaara et al., 2001). Il est donc essentiel de 

mettre au point un traitement efficace pour la PSD. Au cours des dernières décennies, 

différentes cibles ont été impliquées dans le processus de l’AVC. Certaines ont un rôle délétère, 

comme CCL2 (Chemokine Ligand 2), une chimiokine sécrétée par les cellules endothéliales, et 

dont les propriétés chimioattractives ciblent de nombreuses cellules immunitaires (Georgakis 

et al., 2019) (Landreneau et al., 2018) (Huang et al., 2018) alors que d’autres ont un rôle 

bénéfique, c’est le cas des canaux TREK-1 (Lin et al., 2015) (Mathie and Veale, 2007). D’autre 

part, dans ce même laps de temps plus d’un millier de molécules a été testé, plus de 200 d’entre 

elles ont donné lieu à des essais cliniques mais aucun d’entre eux n’a abouti. Plus récemment, 

des études cliniques ont démontré que les antidépresseurs, en particulier les inhibiteurs sélectifs 

de la recapture de la sérotonine (SSRI), dont l'Escitalopram, peuvent soulager les symptômes 

dépressifs chez les patients atteints de PSD (Chen et al., 2006) (Cole et al., 2001) (Hackett et 

al., 2008) (Hackett et al., 2005a). L'étude clinique la plus convaincante est "fluoxétine in motor 

recovery of patients with acute ischemic stroke" (FLAME), qui a montré qu'après 90 jours, le 

traitement avec la fluoxétine améliore la récupération motrice et prévient la PSD (Chollet et al., 

2011). La mise en œuvre de stratégies thérapeutiques utilisant les AD pour réduire les troubles 

de l’humeur et améliorer la récupération post-AVC semble prometteuse. Cependant, les AD 

entraînent des effets secondaires qui peuvent se révéler dangereux pour une population à risques 

telle que les victimes d’AVC. C’est dans ce contexte que nous avons choisi d’utiliser la Spadine. 

En effet, la Spadine dont les propriétés antidépressives ont déjà été prouvées dans plusieurs 

modèles de dépression, n’a pas d’effets secondaires, tout du moins au niveau cardiaque et sur 

l’ensemble des fonctions contrôlées par TREK-1 (Article 3) (Mazella et al., 2010) (Moha Ou 
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Maati et al., 2012b). Cela en fait une molécule de choix pour soulager les complications 

psychiatriques et réduire les troubles fonctionnels provoqués par l’AVC.  

Les résultats que nous avons obtenus avec les analogues de la Spadine (Partie I) ont montré 

qu’ils étaient des antidépresseurs tout aussi efficaces que la Spadine, et de surcroît plus stables 

in vivo (Article 1). Nous avons donc entrepris, d’une part d’étudier les effets de ces peptides 

dans la récupération post-AVC et, d’autre part, comparer leurs effets (ceux du PE 22-28 ou 

Mini-Spadine, que nous avons choisie pour représenter les analogues de la Spadine) avec ceux 

de la Spadine et de l’Escitalopram (un des SSRI les plus utilisés en clinique et dans les 

recherches expérimentales sur le traitement post-AVC (Kronenberg et al., 2014)). Le but de 

cette étude était de caractériser les effets de la Mini-Spadine sur la récupération post-AVC, et 

les comparer à ceux des SSRI. Une amélioration de la récupération suggèrerait la Mini-Spadine 

comme nouvelle thérapeutique face à l’AVC en clinique humaine. 

 

Nous avons pour cela utilisé le modèle de la MCAO (Middle Cerebral Artery Occlusion) 

(Figure 28A). qui est, chez les rongeurs, très largement utilisé et considéré comme une 

référence (Herson and Traystman, 2014). Nous avons choisi la MCAO car ce protocole permet 

de mimer le plus fidèlement possible l’AVC humain notamment l’apparition de la pénombre 

ischémique, le développement de troubles semblables à ceux observés en clinique humaine, et 

la possibilité d’une reperfusion (Kumar et al., 2016) (Fluri et al., 2015). Le principe est d’insérer 

un filament dans l’artère cérébrale moyenne afin de bloquer le flux sanguin. Le filament est 

laissé, selon le protocole, 1 heure pour l’étude de la neuroprotection, ou 30 minutes dans le cas 

de l’étude de la PSD (Figure 28A). Durant la totalité de l’opération le flux sanguin des animaux 

dans la zone d’intérêt est mesuré par laser Doppler, afin de s’assurer que l’ischémie est 

correctement réalisée.  

 

2- Résultats 

 

Lors de travaux précédents, nous avons montré que la Mini-Spadine et la Spadine (à 100 nM) 

inhibent le canal TREK-1 préalablement activé avec de l’acide arachidonique (AA, 10 µM), 

avec une IC50 de 0,12 nM pour la Mini-Spadine et de 40 nM pour la Spadine (Article 1). 

Cependant, la Mini-Spadine et la Spadine sont également capables d’interagir sur le courant 

basal de TREK-1.  
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Figure 28 : Effets de la Mini-Spadine dans le modèle de la MCAO  

 

Lors d’une expérience de dose-réponse avec une gamme de concentration de 10-11 à 10-5 M, 

nous avons constaté que les faibles concentrations au lieu d’inhiber le canal, l’activaient. En 

effet, la Mini-Spadine, de 10-11 à 10-8 M active de manière dose-dépendante le canal TREK-1 

avec un pic d’effet à 10-8 M (85,3 ± 27,3 %, n=18, P=0,017) et à 10-9 M (65,1 ±19,8 %, n=7, 

P=0,017) (Figure 29A). Le même effet a été obtenu avec la Spadine qui active le courant de 

base de TREK-1 à 10-6 M (49,4 ±20,0 3 %, n=9, *P=0,039) (Figure 29B). Les densités de 

courant mesurées à 0 mV étaient de 149 ± 20,0 % pour la Spadine à 10-6 M (n=9, *P=0,038) et 

de 194,3 ± 27,5 % pour la Mini-Spadine à 10-8 M (n=15, **P=0,004) par rapport au contrôle 

(Figure 29B). 

 

 

Figure 29 : Effets biphasiques de la Mini-Spadine sur l’activité de TREK-1 
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L'activation de TREK-1 est neuroprotectrice dans les modèles d’ischémie focale et globale 

(Blondeau et al., 2002a) (Blondeau et al., 2002b) (Heurteaux et al., 2006a) (Lauritzen et al., 

2000) (Quast, 1992), et les données électrophysiologiques indiquent une activation de ce canal 

par la Mini-Spadine à 10-8 et 109 M. Nous avons alors fait l’hypothèse, qu’à ces faibles 

concentrations, la Mini-Spadine pouvait s’avérer protectrice face au choc ischémique. Cette 

hypothèse a ensuite été vérifiée in vivo dans le modèle de MCAO (Figure 28).  

En effet, à la dose de 0,03 µg/kg (correspondant à 10-8 M dans les études électrophysiologiques) 

la Mini-Spadine augmente significativement le pourcentage de survie des animaux 24 et 96 

heures après la MCAO en comparaison à des souris non traitées (Figure 30). Alors qu’à une 

dose plus élevée, 0,3 µg/kg (correspondant à 10-7 M dans les études électrophysiologiques), la 

Mini-Spadine inhibe TREK-1, et devient délétère (Figure 30). Ces résultats, in vivo, confirment 

donc bien les mesures électrophysiologiques.  

 

 

 

 

Figure 30 : Effets de la Mini-Spadine sur la survie post-MCAO 

 

De plus, en injection aiguë la Mini-Spadine administrée à 0,03 µg/kg 30 min après une MCAO 

d’1 heure entraîne également une diminution significative du volume de l'infarctus par rapport 

aux souris non traitées (Figure 28B). Cela représente un argument de plus en faveur de 
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l’hypothèse d’un effet protecteur de la Mini-Spadine utilisée à faible concentration pendant la 

phase aiguë de l'AVC. 

 

La dose de Mini-Spadine de 0,03 µg/kg (10-8 M) induit la meilleure activation TREK-1 (Figure 

29B), une augmentation de la survie des animaux (Figure 30) et une diminution significative 

du volume de l'infarctus (Figure 28B), nous avons donc décidé d'utiliser cette dose pour toute 

l'étude.  

 

 

 

Figure 31 : Protocole expérimental en deux phases pour l’étude des effets de la Mini-

Spadine sur l’AVC 

 

Les effets antidépresseurs de ce peptide ont, quant à eux, été rapportés à des concentrations plus 

élevées (3 µg/kg pour la Mini-Spadine) (Article 1) Les processus de l’AVC et leurs 

conséquences ne sont pas les mêmes pendant les phases aiguë ou tardive, et doivent être gérées 

différemment : reperfusion précoce et neuroprotection pour la phase aiguë, rétablissement 

neuronal par neuroplasticité pour la phase tardive (Chollet et al., 2014). C’est la raison pour 

laquelle nous avons mis au point un protocole en deux temps :  

1/ les 7 jours suivant la MCAO, les souris sont traitées quotidiennement avec la faible 

concentration de Mini-Spadine (0,03 µg/kg) pour activer TREK-1 (Figure 31) 

2/ à partir du 8ème jour, les souris reçoivent une injection quotidienne de Mini-Spadine 

de concentration plus importante (3 µg/kg) pendant 4 jours pour induire un effet antidépresseur 
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et stimuler la neurogenèse et la synaptogenèse. Aucune injection n’est réalisée lors des trois 

derniers jours. Ce protocole (4 jours injections puis 3 jours sans injection) est répété jusqu’au 

sacrifice des animaux (Figure 31). 

 
 

 Figure 32 : Variations de poids et analyse des fonctions motrices 

 

En plus des souris traitées au sérum physiologique (véhicule), nous avons également choisi 

d’utiliser deux molécules témoins : la Spadine et l'Escitalopram. Tout comme la Mini-Spadine, 

la Spadine a été injectée selon un protocole en deux étapes (8 μg/kg pendant 7 jours et 800 

μg/kg pendant 4 jours/semaine). L'Escitalopram a été injecté pendant les deux étapes à la dose 

de 1 mg/kg (Figure 31). 

 

Afin de nous assurer du bien-être général des animaux, nous avons mesuré les variations de 

poids immédiatement après la MCAO, et ce jusqu’à la fin de l’étude.  
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Nous avons ainsi constaté que les souris traitées au sérum physiologique soumises à la MCAO 

présentent une perte de poids significative dans les trois jours suivant l’opération (***P<0,001) 

(Figure 32A) et ne retrouvent leur poids préopératoire qu’après deux semaines. En revanche, 

la perte de poids des souris traitées avec la Mini-Spadine est plus faible. En effet, alors que la 

Spadine et l'Escitalopram n'ont pas eu d'effet significatif, la mesure des surfaces sous la courbe 

a montré que la Mini-Spadine réduit significativement la perte de poids observée chez les souris 

non traitées (F3, 51=2,78, #P=0,029) 3 jours après la MCAO (Figure 32A, insert). Les animaux 

traités avec la Mini-Spadine reprennent également du poids à un rythme plus rapide que les 

animaux du groupe contrôle, elles reviennent à 95,5 % de leur poids préopératoire seulement 5 

jours après la MCAO (Figure 32A).  

 

A noter que ces effets ne sont pas dus à des variations du peptide endogène, puisque les niveaux 

mesurés (en fait le niveau de PE) sont identiques chez les animaux opérés que chez les animaux 

non opérés (P>0,05, Figure 33). 

 

 

Figure 33 : Concentrations de propeptide 

 

De même, chez des animaux non opérés (groupes sham), il n'y a pas de différence significative 

sur de la prise de poids entre le groupe de souris non traitées et de souris traitées avec la Mini-

Spadine (Figure 34), ce qui exclut tout effet métabolique du peptide qui aurait pu rendre compte 

des différences dans les variations du poids. 

De plus, nous avons constaté que les souris traitées à la Spadine présentent le même taux de 

récupération que les souris traitées à la Mini-Spadine (5 jours), mais les souris traitées à 

l'Escitalopram ont besoin de deux jours de plus pour retrouver un poids comparable (Figure 

32A).  
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Les déficits moteurs et cognitifs sont des séquelles neurologiques courantes chez les patients 

victimes d'AVC (Cumming et al., 2013) (Langhorne et al., 2009), nous avons donc étudié les 

effets des traitements peptidiques sur ces déficits.  

 

 

Figure 34 : Courbe de poids d’animaux non opérés, traités ou non avec de la Mini-

Spadine 

 

Pour les déficits moteurs, nous avons choisi deux tests : le rotarod et le pole test. Dans chacun 

de ces tests, les souris ont été évaluées pour leurs performances motrices avant la MCAO pour 

éviter toute variabilité non imputable à la MCAO ou aux traitements.  

 

Dans le test du rotarod, les données recueillies après opération ont été normalisées pour chaque 

souris en fonction de ses performances préopératoires (considérées comme étant 100%) (Figure 

32B). Trois jours après la MCAO, tous les groupes manifestent une forte diminution de leurs 

performances par rapport aux données pré-ischémiques, mais seul le groupe traité avec la Mini-

Spadine présente un déficit moteur moins important que le groupe contrôle (#P=0,032, Figure 
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32B, 3 jours). Deux semaines après la MCAO, tous les groupes ont des performances similaires 

(Figure 32B, 14 jours). 

 

Dans le pole test, il n'y a aucune différence significative dans les performances pré-ischémiques 

des groupes (Figure 32C-D, panel pré-MCAO). Trois jours après la MCAO, on observe une 

augmentation significative du temps de rotation et de descente le long du pôle dans tous les 

groupes par rapport aux valeurs pré-MCAO (***P<0,001 pour la rotation et *P<0,05 pour la 

descente, Figure 32C-D, panel 3 jours), ce qui suggère des déficits moteurs induits par 

l’ischémie. Il est intéressant de noter que la Mini-Spadine réduit de façon significative le temps 

passé dans les deux tâches par rapport au groupe non traité (F3, 42=5.004, ##P=0.0044 pour la 

rotation et #P=0.049 pour la descente, Figure 32C-D). La Spadine et l'Escitalopram réduisent 

également significativement le temps de rotation (F3, 42 = 5,004, #P=0,0152 pour la Spadine et 

#P=0,0159 pour l'Escitalopram, Figure 32C), mais pas le temps de descente. Deux semaines 

après la MCAO, il n’y a plus d’effet des traitements au niveau du temps de rotation, mais la 

Mini-Spadine conserve son effet sur le temps de descente et, à ce stade, l’Escitalopram induit 

également une amélioration des performances dans cette tâche (F3, 33 = 5,169, #P=0,045 pour 

la Mini-Spadine et #P=0,025 pour l'Escitalopram, (Figure 32D). 

 

Pour les déficits cognitifs, nous avons utilisé le test de la Piscine de Morris réalisé trois semaines 

après la MCAO. Durant les quatre jours d’apprentissage, tous les groupes opérés ont manifesté 

de grandes difficultés à trouver la plateforme (Figure 35A). 

En effet, le temps le temps nécessaire aux souris pour trouver effectuer cette tâche est 

considérablement plus long chez ces animaux par rapport à ceux du groupe sham (Figure 35C).  

De plus, alors que les souris traitées avec le sérum physiologique ou l'Escitalopram ne 

présentent pas d’amélioration de leurs performances au fur et à mesure des essais, il est 

intéressant de constater que les souris traitées avec la Mini-Spadine ont considérablement 

amélioré le temps nécessaire pour trouver la plate-forme cachée (Figure 35B). En effet, nous 

avons observé une différence significative de latence dès le troisième jour d'entraînement chez 

les souris traitées avec la Mini-Spadine (-27,8 %, F3, 56=7,538, #P=0,021 vs jour 1 

correspondant), et jusqu’au quatrième (-44,4 %, ###P=0,001 vs jour 1 correspondant). De plus, 

au terme de l’apprentissage (jour 4), la Mini-Spadine induit également une amélioration 

significative des performances des souris opérées par rapport au groupe MCAO non traité (F3, 



 
127 

 

56 = 4,01, $$P=0,0073, Figure 35A). L'Escitalopram n'a en revanche aucun effet significatif 

dans nos conditions (P=0,58). 

 

 

Figure 35 : Apprentissage dans le test de la Piscine de Morris 

 

Au cours du test, le cinquième jour, seules les souris traitées avec la Mini-Spadine ont pénétré 

significativement plus rapidement dans le quadrant où se trouvait la plate-forme durant 

l’apprentissage (NW) (Figure 36A, panneau droit, #P<0,05). Nous avons également observé 

que les souris opérées traitées avec la Spadine et la Mini-Spadine manifestent une préférence 

pour le quadrant NW, dans lequel elles ont tendance à passer plus de temps que les souris non 

traitées. Cela suggère que les animaux se souviennent de la zone où se trouvait la plate-forme 

au départ, mais le résultat n'a pas atteint la significativité (Figure 36A, panneau de gauche, 

F3, 54 = 1,92, P=0,066 vs groupe MCAO-sérum).  

 

L'analyse des stratégies ((Lorivel et al., 2015), Figure 18) a montré que par rapport au groupe 

MCAO non traité et au groupe MCAO Escitalopram, les souris traitées avec la Mini-Spadine 
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utilisent une stratégie de recherche de la plateforme plus efficace. Nous avons effet observé 

l'émergence de la persévérance (recherche active dans la zone où se trouvait la plateforme 

pendant l’entraînement), absente chez les souris MCAO non traitées ou traitées avec 

l’Escitalopram (Figure 36B et Figure 18).  

 

 

 

Figure 36 : Mesures jour test de la Piscine de Morris 

 

La distance parcourue et la vitesse moyenne de tous les groupes étant semblables, nous pouvons 

également affirmer que les différences observées entre les souris traitées avec la Mini-Spadine 

et les autres ne sont pas dues à des altérations motrices (Figure 36C).  

 

Les résultats obtenus dans ces trois premiers tests indiquent que, dans nos conditions, la Mini-

Spadine est plus efficace que la Spadine et l'Escitalopram pour diminuer les déficits moteurs et 

cognitifs induits par l’AVC. 
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Un autre problème majeur induit par l’AVC est le développement d’une dépression post-AVC. 

Avant d’étudier les effets antidépresseurs de la Mini-Spadine, nous avons dans un premier 

temps confirmé l’établissement de l’état dépressif post-AVC dans notre modèle. Pour ne pas 

induire de biais dans l’expérience nous avons souhaité dans notre protocole ne pas ajouter de 

stress chronique, comme le CMS qui est souvent utilisé (Kronenberg et al., 2014), en plus de la 

MCAO.  

 

Pour vérifier si l’état dépressif avait été induit par notre protocole, nous avons choisi les tests 

du FST et du NSF. Ces deux tests sont couramment utilisés pour le criblage de molécules 

antidépressives. 

 

Les FST effectués 3, 5, 7 et 10 semaines après la MCAO, nous montrent que les souris traitées 

avec la Mini-Spadine et la Spadine manifestent une diminution significative du temps 

d'immobilisation (qui est symptôme de désespoir) par rapport aux souris opérées non traitées et 

cela dès la cinquième semaine de traitement (F4, 112 = 6,097, ##P=0,0013, Figure 37). Dans ces 

mêmes conditions d'expérimentation, l'Escitalopram n'a d’effet antidépresseur significatif 

qu'après 10 semaines (F3, 113 = 10,44, ##P=0,0059, Figure 37). Il est important de rappeler que 

ces différences ne sont pas dues à une perte de locomotion, comme nous l’avons démontré dans 

le test de la piscine de Morris (Figure 36C). Nous avons également mis en évidence une 

augmentation du temps d'immobilité qui devient significative à 10 semaines post opératoires 

dans le groupe de souris opérées non traitées par rapport au groupe sham correspondant (F4, 113 

= 10,44, *P=0,035) (Figure 37). Ces résultats confirment l’apparition d’un phénotype 

« dépressif » associé à la MCAO. 
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Figure 37 : Etude du phénotype dépressif dans le test du FST 

 

Dans le NSF, le comportement dépressif induit par la MCAO apparaît 3 semaines après 

l'ischémie mais ne s’établit définitivement qu’après 10 semaines (Figure 38A). En effet, la 

MCAO entraîne une augmentation significative du temps que mettent les animaux pour aller se 

nourrir par rapport au groupe sham (F4, 63 = 5,93, **P=0,0039, Figure 38B). Cette latence est 

1,9 fois plus élevée 3 semaines après l'ischémie, et 3,8 plus élevée après 10 semaines chez les 

souris opérées par rapport aux sham (Figure 38A). Le traitement avec les trois molécules 

antidépressives permet d’alléger significativement ces changements comportementaux (F4, 63 = 
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5,93, #P=0,0296 pour la Mini-Spadine, #P=0,0231 pour la Spadine et ###P=0,0007 pour 

l’Escitalopram, par rapport au groupe contrôle, Figure 38B-C). Là encore on peut observer que 

la Spadine et la Mini-Spadine provoquent une diminution de 40% de la latence dès 3 semaines, 

alors que l’Escitalopram ne devient efficace de manière significative qu’après 10 semaines. 

 

 

 

Figure 38 : Etude du phénotype dépressif dans le test du NSF 

 

Ces résultats démontrent qu'un traitement avec une molécule antidépressive, et tout 

particulièrement la Mini-Spadine, inverse les altérations comportementales de type dépressif 

induites par un AVC. Ils confirment également le développement d’un phénotype dépressif 10 

semaines après la MCAO, un délai comparable à celui observable chez l’humain, qui varie de 

deux mois à un an après la survenue de l'AVC (Francisco, 1993). 

 

Comme mentionné précédemment, le test du NSF est étroitement corrélé à la neurogenèse 

hippocampique qui est l’un des effets canoniques des antidépresseurs.  
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Figure 39 : Neurogenèse et synaptogenèse 

 

Pour mettre en évidence les effets des trois molécules sur la neurogenèse, nous avons utilisé du 

BrdU. Le BrdU s’incorpore à la molécule d’ADN lors de sa synthèse et ainsi marque les cellules 

nouvellement formées.  

Trois semaines après la MCAO, nous n'avons observé aucune différence dans le nombre de 

cellules BrdU positives entre les souris non traitées et les souris traitées (Figure 39A panneau 

gauche). 

Dix semaines après la MCAO, le nombre de cellules BrdU positives dans la zone sous-

granulaire (SGZ) des souris opérées et des sham est comparable (F3, 36 = 3,77, P=0,21) (Figure 

39A, panneau du milieu) Cependant, la prolifération cellulaire maximale dans le cerveau 

adulte se produit une à deux semaines après l'AVC (Arvidsson et al., 2002) (Jin et al., 2001), or 

dans notre étude, nous avons analysé la neurogenèse à 3 et 10 semaines, mais pas quelques 

jours après la MCAO. C'est probablement la raison pour laquelle nous n’avons pas pu observer 

d’augmentation de la neurogenèse qui se produit après une MCAO. A noter que, comme nous 
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l’avons précédemment montré (Figure 20A) (Article 1), un traitement avec de la Mini-Spadine 

chez des souris non soumises à la MCAO entraîne une augmentation de la prolifération des 

cellules souches neurales dans la SGZ (F3,36 = 3,77, **P=0,0042) (Figure 39A, panneau du 

milieu).  

 

Chez des souris ischémiées, le traitement avec la Mini-Spadine induit une augmentation du 

nombre de cellules nouvellement formées de 52,5 % (F3,36 = 3,77, ##P=0,0054 vs MCAO non 

traité) (Figure 39A, panneau du milieu). Vingt et un jours après la dixième semaine suivant 

la MCAO, le nombre de cellules co-marquées BrdU/NeuN (un marqueur des neurones matures) 

dans la SGZ était également plus élevé chez les souris traitées avec la Mini-Spadine que dans 

le groupe non traité (Figure 39A, panneau gauche). Ce résultat montre que la Mini-Spadine 

stimule la neurogenèse induite par l'ischémie et que la majorité (80%) des nouvelles cellules 

formées dans la SGZ se différencient en neurones matures. 

 

 

 

Figure 40 : Marquage TH des neurones GABAergiques 

 

 

La dépression est également associée à la perte des connexions synaptiques dans les circuits de 

l'humeur, et les traitements antidépresseurs facilitent la récupération en stimulant la 
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synaptogenèse (Bambico and Belzung, 2013). L’analyse par Western-Blot du tissu cérébral 3 

semaines après l'ischémie a montré que la Mini-Spadine entraîne une augmentation 

significative des quantités de PSD-95 et de Synapsine, deux marqueurs clés de la 

synaptogenèse, (de Bartolomeis and Fiore, 2004) (Mirza and Zahid, 2018) dans le cortex 

ipsilatéral (donc ischémié) des animaux (Figure 39B). Ce qui confirme les résultats déjà 

obtenus dans des études précédentes (Article 4) (Devader et al., 2015). 

  

Enfin, le syndrome dépressif développé après un AVC est associé à des altérations 

fonctionnelles et structurelles du système dopaminergique mésolimbique (Kronenberg et al., 

2012). Un marquage des neurones dopaminergiques de la substantia nigra avec la tyrosine 

hydroxylase (TH) a montré que, dix semaines après la MCAO, l’ischémie induit une forte 

diminution du nombre de cellules TH-positives (Figure 40A-B). Cet effet de la MCAO est 

atténué de façon significative par le traitement avec la Mini-Spadine (F3, 35 = 4,53, ##P=0,0093 

par rapport au groupe MCAO sérum). Le traitement avec la Mini-Spadine induit une 

augmentation de 46 % du nombre de neurones TH-positifs par rapport aux souris non traitées 

(Figure 40B). La Spadine et l'Escitalopram n’ont pas d’effet significatif sur le niveau de TH 

(P=0,999 pour la Spadine et P=0,957 pour l'Escitalopram).  

Le traitement avec la Mini-Spadine stimule donc non seulement la neurogenèse hippocampique 

mais aussi la synaptogenèse. De plus, il permet également d’atténuer la perte de neurones 

dopaminergiques induite par l’ischémie. C’est un ensemble de processus bénéfiques pour la 

récupération post-AVC. 

 

3- Conclusion 

 

Ces résultats montrent clairement que les effets de la Mini-Spadine sur les séquelles de l'AVC 

(perte de poids, rotarod et pole test, Piscine de Morris, perte de neurones dopaminergiques) et 

sur la PSD sont plus rapides (5 semaines au lieu de 10 semaines en FST) et plus puissants que 

ceux obtenus avec l'Escitalopram. 

En conclusion, il s'agit de la première étude qui démontre le potentiel thérapeutique de la Mini-

Spadine en tant qu’alternative aux AD actuellement utilisées pour soulager les troubles 

neurologiques et neuropsychiatriques après un AVC. 

First evidence of protective effects on stroke recovery and post-stroke 

depression induced by sortilin-derived peptides 
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Post-stroke depression (PSD) is the most common mood disorder following stroke with high 

relevance for outcome and survival of patients. The TREK-1 channel represents a crucial target 

in the pathogenesis of stroke and depression. Spadin and its short analog mini-spadin were 

reported to display potent antidepressant properties. We investigated the therapeutic effects of 

mini-spadin in a mouse model of focal ischemia and PSD. To activate TREK-1 and induce 

neuroprotection a single low dose of mini-spadin (0.03 g/kg) was intraperitoneally injected 30 

min after the onset of ischemia, once a day during 7 days post-ischemia. Then, to inhibit TREK-

1 and induce antidepressant effect, the peptide was injected at higher concentration (3 g/kg) 

once a day for 4 days/week until the sacrifice of animals. Electrophysiological studies showed 

that mini-spadin had a biphasic action on TREK-1. At low doses, the channel activity was 

increased whereas at higher doses it was inhibited. Mini-spadin prevented the loss of body 

weight and the delayed dopaminergic degeneration in substantia nigra and improved the motor 

and cognitive ischemia-induced deficits. Moreover, mini-spadin prevented PSD analyzed in the 

Forced Swim and Novelty Suppressed Feeding tests. Finally, enhanced neurogenesis and 

synaptogenesis contributed to the beneficial effects of mini-spadin against stroke and PSD. This 

work reveals the first evidence that the modulation of TREK-1 channels in the early and chronic 

phases of stroke as well as the stimulation of brain plasticity by mini-spadin could play a key 

role in its brain protective effects against stroke and its deleterious consequences such as PSD. 

 

Key words: post-stroke depression, mini-spadin, stroke, TREK-1 channel, antidepressant 

 

Abbreviations 

 

PSD, post-stroke depression, MCAO, middle cerebral artery occlusion, TREK-1, TWIK-

related-potassium channel, type 1, SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor, BDNF, brain-

derived neurotrophic factor; PSD-95, post-synaptic density protein of 95 kDa TH, tyrosine 

hydroxylase, BrdU, bromodeoxyuridine. 

 

1- Introduction 

Stroke is associated with neuropsychiatric disorders such as depression, anxiety and cognitive 

disorders. Post-stroke depression (PSD) is particularly of high clinical importance with a 

prevalence varying between 20 to 65% (Carota and Bogousslavsky, 2003) . During the first 

year after stroke onset, PSD results in poorer cognitive activity and worse rehabilitation 

outcomes. Mortality may be up to 10 times higher than in stroke patients without PSD 
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(Pohjasvaara et al., 2001; Angelelli et al., 2004; Esparrago Llorca et al., 2015). Developing 

effective treatment for this specific population is critical. Few clinical studies have 

demonstrated that antidepressants (ADs), particularly the Selective Serotonin Reuptake 

Inhibitors (SSRIs) including escitalopram can alleviate depressive symptoms in patients with 

PSD (Cole et al., 2001; Hackett et al., 2005a; Chen et al., 2006; Hackett et al., 2008). The most 

convincing study conducted has been the “fluoxetine in motor recovery of patients with acute 

ischemic stroke” (FLAME) trial, which showed that fluoxetine enhances motor recovery and 

prevented PSD (Chollet et al., 2011). In a recent meta-analysis reporting 52 trials SSRIs 

appeared to improve dependence, disability, neurological impairment, anxiety and depression 

after stroke(Mead et al., 2013). Interestingly, protective effects of other AD serotoninergic 

drugs such as 5HT1A agonists against neuronal damage induced by stroke have also been 

demonstrated in rats and humans (Zoli et al., 1993; Peruche et al., 1994; Ramos et al., 2004; 

Johansen et al., 2014). 

Thus, implementing therapeutic strategies by using ADs to reduce the risk of PSD and improve 

rehabilitation outcomes appears of crucial interest. Nevertheless, regarding their limited 

tolerability provoking adverse events, they could seriously affect the extremely high-risk stroke 

population. In this context spadin, a novel peptidic AD can represent a molecule of choice to 

prevent and relieve psychiatric complications associated to stroke and improve the functional 

outcomes following stroke. Spadin has been identified as an endogenous and fast-acting AD 

using several depression tests in rodents (Mazella et al., 2010; Djillani et al., 2018). Spadin 

corresponds to a partial sequence (Ala12-Arg28, PE12-28) of the 44-aa propeptide (Gln1-Arg44, 

PE 1-44) issued from the post-translational maturation of sortilin (Munck Petersen et al., 1999). 

This peptide is a potent and selective antagonist of TREK-1 (Mazella et al., 2010), a crucial 

target in the treatment of depression (Heurteaux et al., 2006b; Borsotto et al., 2015). Spadin 

increases the firing activity of serotonergic neurons in the dorsal raphe nucleus (DRN) and 

activates in only 4 days two specific markers of AD action, the transcription factor cAMP 

response element-binding protein (CREB) and neurogenesis (Mazella et al., 2010). 

Interestingly, spadin concentrations are decreased in major depressive disorder (MDD) patients 

and recover to normal levels following AD treatments in correlation with clinical positive 

evolution of MDD (Devader et al., 2017). Related to cell survival, spadin enhances brain-

derived neurotrophic factor (BDNF) as well as two markers of synaptogenesis, PSD-95 and 

synapsin (Devader et al., 2015). Spadin increases the proportion of mature spines in cortical 

neurons (Devader et al., 2015). Spadin depolarizes the cell membrane and activates the MAP 
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and PI3 kinase pathways, leading to a strong protective effect against staurosporine-induced 

apoptosis (Devader et al., 2015). The main advantage of spadin over conventional ADs is 

potentially the absence of adverse effects. Spadin does not induce cardiac dysfunctions and side 

effects related to TREK-1 inhibition (Moha Ou Maati et al., 2012b). Shortened spadin-analogs 

such as mini-spadin (PE 22-28) have been recently identified and reported to display a better 

efficacy and in vivo stability compared to spadin (Djillani et al., 2017). From these data, this 

work aimed to compare the effects of mini-spadin to those of both spadin and the SSRI, 

escitalopram, one of the most used SSRI in clinic and in experimental researches (Kronenberg 

et al., 2014), in the treatment of stroke with a particular focus on PSD.  

 

2-Methods 

Detailed Materials and methods are indicated in the Supplementary Material. 

2-1 Electrophysiology 

The electrophysiological recordings were performed on the human cell line hTREK-1/HEK 

(Moha ou Maati et al., 2011) using the whole-cell configuration of patch-clamp technique as 

previously described (Djillani et al., 2017). TREK-1 currents (ITREK−1) were recorded using 

Axopatch 200B amplifier (Axon Instrument, USA). Currents were low-pass filtered at 3 kHz 

and digitized at 10 kHz. ITREK-1 amplitudes were expressed as current densities (current 

amplitude (pA)/membrane capacitance (pF)). Cells were continuously perfused using an 

external bath solution containing (in mM): 150 NaCl, 5 KCl, 3 MgCl2, 1 CaCl2 and 10 HEPES 

(pH 7.4). The pipette solution contained (in mM): 155 KCl, 3 MgCl2, 5 EGTA and 10 HEPES 

(pH 7.2). A cocktail of potassium channel blockers (3 mM 4-AP (4-aminopyridine), 10 mM 

TEA (tetraethylammonium), 10 µM Glibenclamide, 100 nM Apamin and 50 nM 

Charybdotoxin) was added to the bath solution to specifically record ITREK-1. The effect of mini-

spadin on basal TREK-1 current amplitudes was tested with a wide range of concentrations 

(from 10-11 to 10-5M). Data acquisition was carried out using a computer with pClamp software 

(Axon Instrument, USA). Whole-cell currents were generated by running a pulse or ramp 

protocol every 5 s from -100 to +60 mV with a holding potential maintained at -80 mV. Data 

were analyzed using Clampfit (Molecular Devices, USA) and the dose-response curves were 

drawn using Origin 8.6 (Northampton, MA, USA). Normalized ITREK-1 after application of 

peptides was analyzed using GraphPad Prism. 
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2-2 Animals 

Animal studies were conducted in compliance with the ARRIVE guidelines (Kilkenny et al., 

2011). Seven weeks old C57BL/6J male mice (Janvier laboratory, France) were housed under 

controlled laboratory conditions according to the FELASA guidelines and recommendations; 6 

mice/cage with a 12 h dark-light cycle, a temperature of 21 ± 2°C, and 40 – 60% humidity. 

They have free access to standard rodent diet and tap water. The local Ethics Committee 

(CIEPAL) and the French ministry of higher education and scientific research approved 

experimental procedures (protocol number 1314.02). Animal care was in accordance with the 

policies on the care and use of laboratory animals of European Community legislation 

2010/63/EU. 

 

2-3 Drug treatment 

 

2-3-1 Acute treatment 

To assess the effect of mini-spadin on infarct volume induced by MCAO in the acute phase of 

stroke, we injected a single low dose of mini-spadin (0.03 g/kg) 30 min after the end of MCAO 

and analyzed the infarct volume on cresyl violet stained brain sections 24 hours post-MCAO. 

 

2-3-2 Chronic treatment 

Considering the biphasic effect of mini-spadin on TREK-1 channel activity, we decided to use 

a two-step treatment for mini-spadin and spadin. A single dose in a bolus of 100 l of mini-

spadin (0.03 g/kg corresponding to 10-8 M) or spadin (8 µg/kg corresponding to 10-6 M in 

electrophysiology studies) diluted in saline (as vehicle) was intraperitoneally injected 30 min 

after the onset of ischemia and once a day during 7-day reperfusion. Then, mini-spadin or 

spadin injected doses were increased to 3 g/kg (corresponding to 10-6 M), or 800 g/kg 

(corresponding to 10-4M), respectively, once a day for 4 days/week until the sacrifice of animals 

(Fig.1A). The half-life of exogenously administered mini-spadin and spadin was 23 and 6 hours, 

as shown in previous works (Veyssière et al., 2014; Djillani et al., 2017). The doses injected 

and the period of 4 days of treatment opted have been chosen because they have been previously 

shown to induce neurogenesis and a potent antidepressant effect (Djillani et al., 2017). 

Escitalopram, a selective SSRI used as control was injected with the same schedule at the same 

time points at the dose of 1 mg/kg. The dose was opted according to previous positive results 
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obtained in mouse models of depression (Fish et al., 2004; Zomkowski et al., 2010). Animals 

were equally and randomly divided into 5 groups as follows: Control (Sham-operated), Saline-

MCAO, Spadin-MCAO, Mini-spadin-MCAO and Escitalopram-MCAO. The researchers who 

carried out the ischemic surgery and all behavioral experiments were blinded to the treatment 

code. The flowchart illustrating the overall experimental design is shown in Supplementary 

Fig.1. 

2-4 Ischemic stroke model (MCAO) 

Focal ischemia was performed on mice by transient (30 min) left middle cerebral artery 

occlusion (MCAO) using a 6–0 coated filament (Doccol, Redlands, Calif., USA) as previously 

described (Heurteaux et al., 2010). The regional cerebral blood flow was monitored by laser 

Doppler flowmetry (Perimed, Craponne, France) to control MCAO severity and reperfusion. 

Animals presenting with sustained CBF reduction >70% during ischemia or a severe brain 

hemorrhage after MCAO were excluded from the study (<1%). Mice received mini-spadin, 

spadin or escitalopram in post-treatment until the sacrifice of animals. Sham-operation was 

performed by inserting the thread into the common carotid artery without advancing it to 

occlude MCA.  

 

2-5 Survival rate and evaluation of brain ischemic lesions 

The survival rate of mice was observed 24 and 96 hours after MCAO in the following groups: 

saline (n=26), mini-spadin 0.3 g/kg (n=19), mini-spadin 0.03 g/kg (n=20).  

The infarct volume was determined 24 hours after MCAO on coronal (20 m) frozen brain 

sections (n=12 section per brain) in mice treated by mini-spadin (n=18) or saline (n=13). 

Sections were stained using a solution of 1% cresyl violet in 0.25% acetic acid. The whole 

surface of infarction was measured on each section using a computer image analysis system 

and corrected for brain edema according (Golanov and Reis, 1995). Infarct volume (in mm3) 

was calculated by a linear integration of the corrected lesion areas (Bourourou et al., 2016). 

2-6 Body weight 

The weight gain was calculated according to the following formula: weight gain (%) = [(body 

weight at measurement point (g) – body weight before MCAO (g)) / body weight before MCAO 

(g)] x 100.  Data are reported as Mean ± SEM in the different experimental groups: saline 

(n=17), spadin (n=14), mini-spadin (n=15) and escitalopram (n=15). 
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2-7 Behavioral experiments  

In order to avoid acute effect of drugs, all behavioral tests were performed 24 h after the last 

injection. Data are reported as Mean ± SEM. in the different groups. 

 

2-7-1 Accelerated rotarod test 

To assess motor coordination (Bourourou et al., 2016), mice were conditioned to the 

accelerating rotarod (Ugo Basile, France) for three days before ischemia. Mice were first placed 

on the apparatus during 30 sec with no rotation and thereafter for 120 sec with a constant low 

speed (4 rpm). After 10 min rest, each mouse then received a single baseline trial on the 

accelerating rotarod in which the spindle increased in speed from 4 to 40 rpm during 600 sec. 

The maximum duration animals were able to walk on the rotarod before falling (latency to fall) 

was measured (maximum value: 600 sec) during the test trial. Mice were tested over three daily 

trials in the accelerated condition (4-40 rpm). Data are reported as Mean ± SEM in the different 

groups: saline (n=16), spadin (n=14), mini-spadin (n=15) and escitalopram (n=14). 

2-7-2 Pole test 

To analyze sensory motor function (Matsuura et al., 1997), mice were placed head upward at 

the top of a vertical rough-surfaced pole and then allowed to descend five times during one 

session. The total time needed to turn completely head downward (“time-to-turn”) and the time 

it took the mouse to reach the floor with all four paws (“time-to-come-down”) were recorded. 

Data are reported as Mean ± SEM in the different groups: saline (n=13), spadin (n=11), mini-

spadin (n=14) and escitalopram (n=15). 

2-7-3 Morris water maze test 

 

To investigate the spatial learning and memory (Winter et al., 2004; Quintard et al., 2014), mice 

had to locate a platform hidden under the surface of a circular swimming pool (90 cm in 

diameter, water at 24 ± 1°C) by referring to visual cues arranged all around the experimental 

room. The experiment included 2 phases:  

Acquisition. Acquisition training consisted of 4 consecutive days of conditioning with 4 

trials per day. Animals were placed within one of 4 quadrants and the latency and swimming 

path until they found the platform were recorded.  

Probe test. One day after the last learning trial, the platform was removed and mice were 

allowed to swim for 60 sec as during acquisition training. The latency for the first entry and the 
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time spent within the platform quadrant were measured. The strategies used by mice to carry 

out the task were taken into account (Garthe and Kempermann, 2013). The strategy categories 

(see Supplementary Figure 1) reached from thigmotaxis and random search, which are 

inadequate strategies to perseverance, chaining and scanning that correspond to efficient spatial 

strategies. Recorded trials were analyzed with the tracking software Anymaze (Stoelting,USA). 

The speed of swimming and the total swum run distance were also measured. Data are reported 

as Mean ± SEM in the different groups: saline (n=16), spadin (n=13), mini-spadin (n=15) and 

escitalopram (n=14). 

2-7-4 Porsolt forced swim test (FST) 

Mice were individually placed for 6 min in a non-escapable cylinder (30 cm height and 15 cm 

diameter) half-filled with water at 22 ± 1°C. The immobility time was manually measured only 

during the last 4 min (Porsolt, 2000).  

2-7-5 Novelty suppressed feeding test (NSF)  

Mice were 24h deprived from food before the test. A food pellet was placed on a white platform 

in the center of the illuminated arena (50 x 50 x 40 cm). The latency to start eating the pellet 

was measured during 10 min (Santarelli et al., 2003).  

 

2-8 Immunostaining on perfused brain sections  

For neurogenesis studies, mice were treated with 3 injections of BrdU  (75 mg/kg, i.p. each, 2 

hour interval). Brains were removed 24 hours after the last injection. Serial sections of 

paraformaldehyde-perfused-brains were cut (40 µm) throughout the entire hippocampus on a 

vibratome (Leica). Slices were then processed as described in (Heurteaux et al., 2006b). The 

antibody used was a monoclonal mouse anti-BrdU (1/7000; BD Biosciences, Le Pont de Claix) 

The same protocol was used to specifically identify TH-positive cells colocalized with neuronal 

cells (rabbit polyclonal anti-TH; 1/100, Abcam ab51191). For double immunofluorescence 

labeling of TH, a specific mouse monoclonal NeuN antibody was used (Millipore, #MAB377, 

1/300). 

 

2-9 Western Blots 

Brain tissues (n=3 per group) were collected after MCAO, and the fresh brains were carefully 

separated into ipsilateral and contralateral hemispheres, and into cortical and subcortical 

regions, with respect to the infarct location. Western blots were performed on 10% SDS PAGE. 
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Membranes were incubated with the rabbit polyclonal antibody directed against PSD-95 or 

synapsin (dilution 1/1000) overnight at 4°C. Tubulin and actin contents were determined after 

stripping using an anti-tubulin (1/1000, Clinisciences, Nanterre, France) or anti-actin (1/3000) 

antibody (Cell Signalling, Leiden, Netherland). Secondary antibodies, were the anti-mouse or 

anti-rabbit HRP-conjugated antibodies (Amersham Biosciences, Orsay, France; 1/10000).  

 

2-10 Statistical analysis 

Data show the mean ± SEM. Analysis was performed using Graphpad Prism software version 

6.0. Significant differences between two groups of data were determined using a Mann & 

Whitney U test for non-parametric data or when necessary by one-way ANOVA with a 

Dunnett’s multiple comparison test for comparing the treatment effect. Level of significance 

was set at P < 0.05. Data and statistical analysis comply with the recommendations on 

experimental design and analysis in pharmacology (Curtis et al., 2015). 

 

3-Results 

3-1 Dose-response of mini-spadin as compared to spadin on TREK-1 basal 

currents 

100 nM of mini-spadin and spadin strongly inhibited TREK-1 channels pre-activated by 

arachidonic acid (AA, 10 M) (Djillani et al., 2017). TREK-1 inhibition occurred with IC50 of 

0.12 nM and 40 nM for mini-spadin and spadin, respectively (Djillani et al., 2017). Mini-spadin 

and spadin slightly blocked TREK-1 activity without prior AA activation. The effect of mini-

spadin on basal TREK-1 current amplitudes was tested with a wide range of concentrations 

(from 10-11 to 10-5M) (Fig.1A). Surprisingly, when tested at low concentrations (from 10-11 to 

10-8 M), mini-spadin activated TREK-1 channels in a dose-dependent manner (Fig.1A). The 

maximum effect of activation was observed at 10-8 M (85.3 ± 27.3 %, n=18, P=0.017) (Fig. 

1A). In comparison, spadin significantly activated TREK-1 basal current only at 10-6 M (49.4 

±20.0 %, n=9, *P=0.039) (Fig.1B). The current densities at 0 mV compared to unstimulated 

currents were 149 ± 20.0 % for spadin at 10-6 M (n=9, *P=0.038) and 194.3 ± 27.5 % for mini-

spadin at 10-8 M (n=15, **P=0.004) (Fig.1B). 

TREK-1 activation was shown to be neuroprotective in models of focal and global ischemia 

(Quast, 1992; Lauritzen et al., 2000; Blondeau et al., 2002a; Blondeau et al., 2002b; Heurteaux 

et al., 2006a). Mini-spadin activates TREK-1 at low concentration (Fig.1A) suggesting a 
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protective effect. Neuroprotection induced by low concentration of mini-spadin (0.03 g/kg) 

was confirmed in vivo. The percentage of mice which died 24 or 96 hours after MCAO clearly 

showed that 0.3 g/kg of mini-spadin was less protective than 0.03 g/kg (Supplementary Fig. 

2A and Supplementary Table 1). These data confirmed the electrophysiological data. Mini-

spadin injected at the dose of 0.03 g/kg 30 min after MCAO significantly decreased the infarct 

volume when compared to saline-treated mice (Supplementary Fig. 2B), suggesting a protective 

effect of low dose of mini-spadin in the acute phase of stroke. Because the dose of 0.03 g/kg 

(corresponding to 10-8 M) induced the best TREK-1 activation (Fig.1B) and a strong protective 

effect in vivo (Supplementary Fig.2), we decided to administrate mini-spadin at this dose 

throughout the study. The antidepressant and neurogenic effects of this peptide have been 

reported at higher concentrations (3 g/kg for mini-spadin) (Djillani et al., 2017). Because the 

acute and delayed phases of stroke have to be managed differently (early reperfusion and 

neuroprotection for the acute phase and neuronal recovery through neuroplasticity for the 

delayed phase (Chollet et al., 2014), we decided to 1/ treat mice with low concentration of mini-

spadin (0.03 g/kg) during 7 days following MCAO to activate TREK-1 and then 2/ increase 

the peptide concentration to 3 g/kg, once a day during 4 days/week to induce AD effect and 

stimulate neurogenesis and synaptogenesis. Additionally to the saline-treated mice (vehicle), 

two control molecules were also used, spadin and escitalopram.  Spadin was also injected 

following a two-step protocol (8 µg/kg for 7 days and 800 µg/kg for 4 days); escitalopram was 

injected during the two steps at the dose of 1 mg/kg (Supplementary Fig.1A).  

3-2 Mini-spadin prevented the loss of body weight induced by ischemia 

After stroke, animal body weight changes were used as an indicator of their overall well-being. 

As compared to the pre-MCAO values, saline-treated mice submitted to MCAO showed a 

significant loss of weight in the first three days following MCAO (***P<0.001) (Fig.2A) and 

returned to the pre-surgery values after two weeks. In contrast, weight loss in mini-spadin-

treated mice was weak. Whereas spadin and escitalopram had no significant effect, the measure 

of areas under curve showed that mini-spadin significantly prevented weight loss observed in 

saline-treated mice (F3, 51=2.78, #P=0.029) 3 days after MCAO (Fig.2A, Inset). There was no 

significant difference in body weight gain between the two sham groups treated with saline or 

mini-spadin (Supplementary Fig. 3), excluding a potential metabolic effect of the peptide. Mini-

spadin-treated mice returned to 95.5% of their pre-surgery weight only 5 days after MCAO 

(Fig.2A). Spadin-treated mice displayed the same recovery rate than mini-spadin but 
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escitalopram-treated mice needed two more days to reach the same level of body weight 

(Fig.2A). There were no significant changes in endogenous spadin (measured by PE levels) 

after stroke (P>0.05, Supplementary Fig. 4). 

 

3-3 Mini-spadin improved the motor and cognitive deficits induced by 

ischemia  

Motor and cognitive deficits are common neurological sequels in stroke patients (Langhorne et 

al., 2009; Cumming et al., 2013). The beneficial motor effects of mini-spadin were first 

observed in the accelerated rotarod test, which assessed the motor coordination (Fig. 2B). All 

mice were identified and their performances were measured in a pre-ischemia test (data not 

shown). For each mouse the pre-ischemic value was considered as 100%. At Day 3 after 

MCAO, all groups showed a strong decrease in their performances when compared to the 

corresponding pre-ischemia group (Fig. 2B). Only the mini-spadin group showed a significant 

improvement of their performances when compared with the saline-treated ischemic group 

(#P=0.032, Fig. 2B). Two weeks post-MCAO, animals from all groups have recovered and 

spent the same time on the rotarod (data not shown).  

In the pole test, there were no significant differences in performance between pre-MCAO 

groups (Fig. 2C-D). Three days post-MCAO, ischemia induced a significant increase in time to 

rotate and to come down along the pole (***P<0.001 for rotation and *P<0.05 for descent, Fig. 

2C-D), suggesting motor deficits induced by stroke. Interestingly, mini-spadin significantly 

reduced the times in both tasks when compared to saline-treated group (F3, 42=5.004, ##P=0.0044 

for rotation and #P=0.049 for descent, Fig. 2C-D). Contrary to the descent task, mice treated 

with spadin and escitalopram decreased significantly their time to rotate when compared to 

saline-treated mice (F3, 42 = 5.004, #P=0.0152 for spadin and #P=0.0159 for escitalopram, Fig. 

2C). Two weeks post-MCAO, we observed in the descent task but not in the rotation task an 

improvement of performances when mice were treated with mini-spadin or escitalopram , (F3, 

33 = 5.169, #P=0.045 for mini-spadin and #P=0.025 for escitalopram, Fig.2D). Three days post-

MCAO we observed in the rotation task a significant decrease in time by 82.4, 72.9 and 74.4 

% induced by mini-spadin, spadin, and escitalopram, respectively (Fig. 2C, 3 Days post-MCAO 

panel).  

Then, mini-spadin effects on spatial learning and memory were tested in the Morris Water Maze 

paradigm three weeks after MCAO. During the training, all groups of animals poorly performed 

in this task. MCAO has a deleterious effect on learning trials (Fig. 3A-B). The latency to find 
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the platform was significantly increased in MCAO saline-treated mice when compared to 

saline-sham operated animals (data not shown). Whereas saline- and escitalopram-treated mice 

did not ameliorate their performance during the learning trials, mice treated with mini-spadin 

significantly improved the latency to find the platform (Fig.3A-B). Indeed, a significant 

difference in latency was observed from the third training day in mini-spadin-treated mice (- 

27.8%, F3, 56=7.538, #P=0.021 vs corresponding Day 1), which was even increased at the fourth 

day (-44.4%, ###P=0.001 vs corresponding Day 1). Mini-spadin induced a significant increase 

in performance of ischemic mice when compared to MCAO-saline-treated group (F3, 56 = 4.01, 

$$P=0.0073, Fig.3a-b). Escitalopram had no significant effect (P=0.58). During the probe 

testing, only mice treated with mini-spadin penetrated significantly quicker in the platform 

quadrant (NW) when compared to the MCAO-saline group (Fig. 3C, right panel, #P<0.05). In 

addition, we observed a tendency to exhibit a preference for the NW quadrant with an increase 

in time spent in MCAO-spadin- and mini-spadin-treated mice as compared to the MCAO-saline 

group. These observations suggested that they collectively remembered the area where the 

platform was initially, but the result did not reach the significativity (Fig. 3C, left panel, F3, 54 

= 1.92, P=0.066 vs MCA0-saline group). The analysis of strategies (Lorivel et al., 2015, 

Supplementary Fig. 1) showed that mice treated with mini-spadin used a more efficient strategy 

by the emergence of the perseverance, not observable in the MCAO-saline-treated mice (Fig. 

3D and Supplementary Fig. 5). The difference observed between mini-spadin treated mice and 

other groups were not due to motor deficits because the swim distance and speed average were 

very similar for each group (Supplementary Fig. 5). Taken together the results obtained in the 

3 tests indicated that mini-spadin is more efficacious than spadin and escitalopram by strongly 

decreasing the motor and cognitive deficits induced by stroke. 

 

3-4 Mini-spadin prevented the depressant-like behaviour induced by 

ischemia  

In FST performed at 3, 5, 7 and 10 weeks post-MCAO, sham-operated mice treated with mini-

spadin or spadin displayed a significant decrease in the immobility time, when compared to 

saline-treated mice (data not shown). The increase in the immobility time observed in MCAO-

vehicle group compared to sham-operated-vehicle group became significant 10 weeks after 

MCAO (F4, 113 = 10.44, *P=0.035, Fig. 4A) and characterized the despair-related phenotype 

associated with MCAO. Interestingly, as compared to MCAO-vehicle- group, mini-spadin and 

spadin significantly decreased the immobility time as early as 5 weeks of treatment (F4, 112 = 
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6.097, ##P=0.0013, Fig. 4A), Escitalopram only had a significant AD effect after 10 weeks (F3, 

113 = 10.44, ##P=0.0059, Fig. 4A). Differences observed are not due to difference in locomotor 

performance as demonstrated in the Morris water maze experiment (Supplementary Fig. 5B-

C).  

In NSF, MCAO induced a depressive-like behavior which started to appear 3 weeks following 

ischemia but was definitively established after 10 weeks (Fig. 4B). MCAO resulted in an 

increased latency in saline-treated animals when compared to sham-operated-saline group (F4, 

63 = 5.93, **P=0.0039, Fig. 4C). The latency to eat the pellet, which was 1.9-fold higher 3 weeks 

post-ischemia was increased to 3.8-fold after 10 weeks when compared to sham-operated 

saline-treated mice (Fig. 4B). The treatment with the three AD drugs significantly prevented 

the behavioral changes induced by MCAO (F4, 63 = 5.93, #P=0.0296 for mini-spadin, #P=0.0231 

for spadin and ###P=0.0007 for escitalopram vs saline group, Fig. 4C-D). A 40% decrease in 

latency to eat was observed in mini-spadin- and spadin-treated mice as soon as 3 weeks, when 

escitalopram only became efficient after 10 weeks post-MCAO. Taken together, these findings 

demonstrated that a treatment with an AD and, particularly with mini-spadin reverses the 

depressive-like behavioral alterations induced by stroke.  

3-5 Mini-spadin stimulated the hippocampal cell proliferation and 

synaptogenesis  

Three weeks post-MCAO, we observed no difference in the number of BrdU positive cells 

between saline and mini-spadin-treated mice (data not shown). Ten weeks after MCAO, the 

number of BrdU positive cells in the subgranular zone (SGZ) of both ischemic and sham-saline 

mice was comparable (F3, 36=3.77, P=0.21) (Fig. 5A, right panel). As already published, mice 

treated with mini-spadin and not submitted to MCAO (sham group) showed an increase in 

neural stem cell proliferation in the SGZ (F3,36 =3.77, **P=0.0042 vs sham-operated saline) (Fig. 

5A, right panel) (Djillani et al., 2017). The number of newborn cells was increased by 52.5% 

when ischemic mice were treated with mini-spadin (F3,36 = 3.77, ##P=0.0054 vs MCAO saline-

treated group). Interestingly, the neurogenic effect of mini-spadin was still observable even at 

10 weeks post-MCAO (Fig. 5A, left panel). Twenty-one days after the tenth week post-MCAO, 

the number of BrdU/NeuN co-labeled cells in the SGZ was still increased in the mini-spadin-

treated mice when compared to saline group (Fig. 5A, left panel). However, in the SGZ no 

GFAP/BrdU colocalization was observed. This result showed that mini-spadin stimulates 

neurogenesis induced by ischemia and that the majority of newborn cells (80%) in the SGZ 

differentiate into mature neurons.  
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Depression is also associated with loss of synaptic connections in mood circuitry. AD therapy 

facilitates remission by fast induction of synaptogenesis (Bambico and Belzung, 2013).  Three 

weeks after ischemia mini-spadin significantly enhanced the expression of PSD-95 and 

synapsin, two key markers of synaptogenesis (de Bartolomeis and Fiore, 2004; Mirza and 

Zahid, 2018) in the ipsi lateral cortice of treated mice when compared to saline group (Fig. 5B).  

3-6 Mini-spadin attenuated the loss of dopaminergic neurons induced by 

ischemia and PSD in midbrain 

The depression-like syndrome after stroke is associated with secondary functional and 

structural alterations of the mesolimbic dopamine system (Kronenberg et al., 2012). Ten weeks 

post-MCAO, immunolabeling of dopaminergic neurons with tyrosine hydroxylase (TH) in the 

midbrain showed that MCAO induced a strong loss of TH-positive cells neurons in ipsilateral 

substantia nigra in saline-treated mice (Fig. 6A-B) when compared to the contralateral 

hemisphere. This MCAO effect was significantly attenuated by mini-spadin (F3, 35 = 

4.53,##P=0.0093 versus MCAO saline-treated group), but not by spadin or escitalopram. 

(P=0.999 for spadin and P=0.957 for escitalopram). Relative to saline treatment, mini-spadin 

induced a 46% increase in the number of TH-positive neurons (Fig. 6B). 

 

4- Discussion 

At least one-third of stroke survivors suffer from depression. The development of comorbid 

depression after stroke is clinically highly significant. Physical disability, stroke severity and 

cognitive impairment figure especially prominently in the clinical literature (Hackett et al., 

2005a). The underlying mechanisms of PSD associated to ischemic damage are complex and 

difficult  to model in rodents. Nevertheless, several reliable PSD models are now available and 

well-recognized (Kronenberg et al., 2014) to mimick the main stroke and PSD features 

observed in real-word clinical situations. In this study, we have chosen to use a recognized 

PSD-like animal model, which has the advantage to only carry out MCAO without inducing 

PSD by  any additional stress like chronic mild stress or isolation rearing, which can induce a 

bias. Indeed, the combined application of MCAO and unpredictable chronic mild stress (CMS) 

is often used in preclinical PSD studies(Kronenberg et al., 2014). While CMS induces 

depressive behaviors, the applied stressors such as cold water and electric shock could also lead 

to neuronal damage. Social isolation for several weeks before MCAO is also used to induce 

PSD (Kronenberg et al., 2014). In our model on C57/Bl6J, MCAO induces a depressive-like 

behavior 10 weeks after reperfusion, a long delay for a mouse but corresponding to real-world 



 
149 

 

situations where PSD occurs up to one year after the onset of stroke (Francisco, 1993). This 

model also displays consistent and reliable clinical core features of stroke and associated PSD 

such as motor and cognitive deficits, neuronal loss and impaired neurogenesis(Kronenberg et 

al., 2014).   

In this study we took advantage that mini-spadin has a rapid effect as AD, only four days when 

other classical AD drugs need at least 3 weeks. Additionally, mini-spadin is devoid of 

deleterious side effects. For the first time, this study provides evidence that mini-spadin induced 

neuroprotection against stroke and subsequent PSD as compared to spadin and escitalopram. In 

this work, for the first time, we have demonstrated that in the acute phase of stroke recovery 

mini-spadin increased the survival rate of mice submitted to MCAO, prevented the loss of body 

weight and decreased the infarct volume. In the chronic phase of stroke, mini-spadin prevented 

the delayed dopaminergic degeneration in substantia nigra and improved the motor and 

cognitive ischemia-induced deficits. The beneficial effects provided by this peptide could be 

the result of its biphasic effect on the TREK-1 channel. Interestingly, the electrophysiological 

approach showed that low doses of mini-spadin induced TREK-1 activation which probably 

induced a brain protection in the acute phase of stroke. This acute protection was confirmed by 

the reduction number of deaths in mice and the decrease of the infarct volume at 24 hours post-

MCAO. These results are in accordance with previous works demonstrating that activation of 

TREK-1 plays a key role in the mechanisms of protection after stroke (Quast, 1992; Lauritzen 

et al., 2000; Blondeau et al., 2002a; Blondeau et al., 2002b; Heurteaux et al., 2006a). The 

protection induced by polyunsaturated fatty acids, which are known to activateTREK-1 

disappears in TREK-1 null mice (Heurteaux et al., 2004). TREK-1 is up-regulated after focal 

ischemia (Wang et al., 2012). Increased TREK-1 expression in ischemic rat brain is expected 

to prevent homeostatic dysfunctions induced by stroke. TREK-1 is opened by membrane 

stretch, cell swelling, AA release and intracellular acidosis (Honore, 2007), phenomena that 

occur during stroke. A decrease of intracellular pH is associated to ischemia (Dirnagl et al., 

1999). These toxic stimuli might contribute to the opening of neuronal TREK-1 and provide 

brain protection. As described for other TREK-1 openers (Quast, 1992; Lauritzen et al., 2000; 

Blondeau et al., 2002a; Blondeau et al., 2002b; Heurteaux et al., 2006a), TREK-1 activation in 

the neurons by low doses of mini-spadin would hyperpolarize synaptic terminals, decreasing 

Ca2+ influx and glutamate release and producing a post-synaptic hyperpolarization. These 

processes would favor the blockade of NMDA receptor associated-channel by Mg2+ and 

counterbalance glutamate-induced depolarization. Astrocytes also play a crucial role in the 
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pathophysiology of stroke (Nedergaard and Dirnagl, 2005). Astrocytes participate to the 

regulation of acid-base homeostasis through a variety of exchangers and co-transporters. 

TREK-1 channels contribute to astrocyte passive conductance (Zhou et al., 2009). TREK-1 is 

broadly expressed in neurons and astrocytes under physiological conditions, and is up-regulated 

in these cells after MCAO, which correlates with reactive astrogliosis in the injured region 

(Wang et al., 2012). In these conditions, TREK-1 may set the negative resting membrane 

potential of astrocytes to rescue their homeostasis functions (Zhou et al., 2009) leading to brain 

protection against stroke.  

This work also demonstrates for the first time that mini-spadin strongly decreased the 

depressive-like behavioral alterations induced by MCAO in the chronic phase of stroke. One 

core features of the chronic depression-like syndrome after stroke is the long-term alterations 

of the mesolimbic dopaminergic system (Kronenberg et al., 2012). This is in line with the left 

frontal and basal ganglia lesions observed in stroke patients and linked to the occurrence of 

major PSD (Morris et al., 1996; Vataja et al., 2004). In the present work, we demonstrated that 

mini-spadin attenuated the delayed dopaminergic degeneration in substantia nigra and 

prevented the emergence of depressive-like behavior, which occurs during the chronic phase of 

stroke. In our protocol, we started to administrate higher doses of mini-spadin one week after 

MCAO to induce an AD effect and to prevent PSD. The higher dose of this peptide (used in 

this work) has been previously shown to prevent the depressive-like symptoms modeled in AD 

screening tests like FST or NSF (Heurteaux et al., 2006b; Mazella et al., 2010; Djillani et al., 

2017). Consequently, we can expect that the beneficial effects of mini-spadin on PSD are 

probably due to TREK-1 inhibition during the chronic phase of stroke. In accordance with 

previous results (Heurteaux et al., 2006b; Mazella et al., 2010; Djillani et al., 2017), the long-

term inhibition of TREK-1 by mini-spadin probably increases the firing rate of dorsal raphe 

nucleus neurons and increase the 5-HT release, which could further contribute to prevent PSD. 

In further studies, it will be interesting to initiate the peptide treatment after a few weeks of the 

ischemic event in the aim to see whether mini-spadin given at high dose will reduce PSD. 

Nevertheless an early AD pharmacotherapy may prevent PSD as reported in a meta-analysis of 

randomized placebo-controlled trials evaluating the prophylactic effects of ADs in non-

depressed stroke patients (Chen et al., 2007). This is in favor to treat patients as early as possible 

after stroke and to consider ADs along with other vascular preventive strategies in the 

management of stroke patients. 
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In human and rodent brains, functional improvement after stroke may be induced through 

proliferation of neural stem cells induced by stroke, which migrate into the damaged structures 

(Jin et al., 2001; Jin et al., 2006; Murphy and Corbett, 2009). However, this potential self-repair 

mechanism only operates acutely after stroke, with the number of generated neurons being 

small and their existence transitory. Recovery from stroke-induced cognitive deficits is 

significantly impaired by genetic disruption of neurogenesis, highlighting the importance of 

neuroprogenitor cells for post-stroke cognitive recovery (Sun et al., 2013). Maximum cell 

proliferation in the adult brain occurs 1 to 2 weeks after stroke (Jin et al., 2001; Arvidsson et 

al., 2002), and in neurosphere cultures the recruitment of neuronal stem cells is stimulated 

during the first week after stroke (Zhang et al., 2004). In our study, we have analyzed 

neurogenesis at 3 and 10 weeks, but not shortly after MCAO. It is probably the reason why, 

compared to sham groups, neurogenesis increase after MCAO was not observed. However, 

interestingly, neurogenesis analyzed in the chronic phase of stroke (10 weeks) showed that 

mini-spadin as compared to vehicle induced an extensive and long-lasting production of new 

neurons 10 weeks after MCAO, probably stimulating the self-repair and the neurological 

recovery of mice after stroke.  

In the search of potential mechanisms involved in the beneficial effects of mini-spadin on PSD 

and neurological  recovery after stroke, the stimulation of synaptogenesis, analyzed hence by 

the expression of PSD-95 and synapsin, two key proteins involved in synaptic network  is 

probably crucial. At 3 weeks post-MCAO, mini-spadin strongly increased  PSD-95 and 

synapsin expression in the ipsilateral cortice (a major site of the remodeling of neural circuits 

(Carmichael, 2003)). The presence of PSD-95 and synapsin in the non-lesioned (contralateral) 

cortical region, corresponding to a post-stroke increase in brain activity (Takatsuru et al., 2009), 

could facilitate the induction of long-lasting changes in the neuronal network of adjacent 

cortical areas (Carmichael, 2003). These data are in favor of a significant improvement in 

functional recovery after stroke and a prevention of PSD.  

Preliminary results have shown that spadin interacts with the neurotensin receptor 1 (NTR1), 

well-known to be involved in neuroprotection. Indeed, similarly to neurotensin (NT), spadin at 

10-6 M binds to NTR1 by displacing 50% of 125I-Spadin in brain homogenates (Mazella, 

unpublished data). NT and its analogs are potent NTR1 agonists, that induce hypothermia and 

show marked protective effects against brain injury (Fantegrossi et al., 2005; Orwig et al., 2009; 

Choi et al., 2012; Wei et al., 2013; Lee et al., 2014; Lee et al., 2016). Thus, mini-spadin like 

spadin could interact with NTR1 and contribute to induce brain protection.  
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In the present work, escitalopram was opted as positive AD control because of its clinical use 

(Montgomery et al., 2001; Burke, 2002). Escitalopram is an efficient AD but displays adverse 

effects (such as sleepiness, constipation, diarrhea, sexual dysfunction, change in heart rate, 

sleep disorders) and its efficacy period takes several weeks (2 to 4 weeks). Unlike escitalopram 

mini-spadin has the advantage to have a rapid onset of action (4 days) and it is devoid of side 

effects (Djillani et al., 2017). Results obtained in this work clearly show that mini-spadin 

effects on the stroke outcomes and on PSD were faster (5 weeks instead of 10 weeks in FST) 

and largely enhanced as compared to those observed with escitalopram. 

 In conclusion, this is the first study that provides evidence for the potential therapeutic value 

of mini-spadin as a better alternative to currently used ADs to alleviate neurological and 

neuropsychiatric disorders following stroke. 
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9- Figure Legends 

Fig. 1. Activity of TREK-1 channel currents by mini-spadin depends on the peptide 

concentration; A, % of TREK-1 activation and TREK-1 inhibition induced, respectively, by 

low and high doses of mini-spadin in human cell line hTREK-1/HEK using the whole-cell 

patch-clamp technique (n=7 to 18); B, Percentage of activation of TREK-1 currents measured 

at 0 mV obtained with 10-6 M spadin, 10-9 M mini-spadin and 10-8 M mini-spadin. Whole-cell 

currents (pA/pF) were measured in hTREK-1/HEK in presence of potassium blockers (K+ 

blockers, 10 mM tetraethyl ammonium (TEA), 3 mM 4-aminopyridine (4-AP), 50 nM 

charybdotoxin, 10 mM glibenclamide, 100 nM apamin). Control value was obtained by using 

a solution of 0.9% NaCl. Data are reported as Mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01 compared 

to control.  

 

Fig. 2. Effects of mini-spadin compared to spadin and escitalopram on loss of body weight and 

motor deficits induced by 30 min MCAO; A, Evolution of body weight during 7 days recovery 

after MCAO. Data are reported as Mean ± SEM: saline (n=17), spadin (n=14), mini-spadin 

(n=15), escitalopram (n=15).***P < 0.001 compared to pre-MCAO values, #P < 0.05 compared 

to Saline group. B, Rotarod performance (latency to fall (% of pre-MCAO performance) 3 days 

following MCAO. Data are reported as Mean ± SEM: saline (n=16), spadin (n=14), mini-spadin 

(n=15), escitalopram (n=14), #P< 0.05 vs MCAO-saline group, Kruskal-Wallis test); C-D, Pole 

test performance before, 3 and 14 days following MCAO; C, Time to rotate (s); D, Time to 

descent (s). Data are reported as Mean ± SEM: saline (n=13), spadin (n=11), mini-spadin 

(n=14), escitalopram (n=15), ***P<0.001, versus Pre-MCAO values, ##P<0.01, #P<0.05 versus 

MCAO-saline group, one way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test.  

Fig. 3. Effects of mini-spadin compared to spadin and escitalopram on cognitive deficits 

induced by 30 min MCAO and evaluated in Morris Water Maze test 3 weeks after MCAO; A-

B, Evolution of time (s) to reach the hidden platform over the training trials (1 to 4 Days); C, 

Time (s) spent in the NW quadrant (left panel) and latency to first entry in the NW quadrant 

(right panel) during the probe trial; D, Strategies used in the Morris Water Maze test during the 

probe trial (see  supplementary Fig.S5). 

Fig. 4. Antidepressant effects of mini-spadin compared to spadin and escitalopram in the Forced 

Swim Test (FST) and in the Novelty Suppressed Feeding test (NSF) at different times following 

MCAO; A, FST. Immobility time (s) was measured 3, 5, 7 and 10 weeks after MCAO. Data 
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are reported as Mean ± SEM in the different groups: saline (n=22), spadin (n=27), mini-spadin 

(n=24), escitalopram (n=22), sham-operated (n=22); B-D, NSF. Animals were food deprived 

for 1 day and then measured for their latency to feed; B, Latency to eat (% of sham-operated 

saline mice) at 3 and 10 weeks post-MCAO showing the strong behavioral effect of MCAO 

when compared to saline-sham group; C, Latency to eat (s) at 10 weeks post-MCAO and D, 

Evolution of the latency to eat (% of MCAO-saline mice) at 3 and 10 weeks post-MCAO, 

showing the significant antidepressant effect of 3 drugs obtained 10 weeks following MCAO. 

Data are reported as Mean ± SEM in the different groups: saline (n=14), spadin (n=14), mini-

spadin (n=15), escitalopram (n=14) and sham-operated (n=12),*P<0.05, **P<0.01 vs Sham-

operated-Saline group; ###P<0.001, ##P<0.01 #P<0.05 vs MCAO-Saline group (one way 

ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test for comparing the treatment effect).  

Fig .5. Effects of mini-spadin compared to spadin and escitalopram on neurogenesis and 

synaptogenesis. A, (left panel) Representative photomicrographs of BrdU (green), NeuN (red), 

GFAP (blue) fluorescent labeling in hippocampal dentate gyrus from ischemic saline- or mini-

spadin-treated mice 10 weeks and 21 days after BrdU injection, (right panel) Quantitation of 

BrdU-positive cells per hippocampus 10 weeks after MCAO (4 experimental groups and 2 sham 

groups). Data are expressed as Mean ± SEM. They were collected from two independent 

experiments with n = 8 per group, 8 brain slices per mouse (#P < 0.05, ##P < 0.01 vs ischemic 

saline-treated mice, Mann & Whitney U test); B, (left panel) Representative images from 

Western blotting analysis PSD-95, (right panel) optical densitometry quantitation for PSD-95 

(95 kDa) and synapsin (75 kDa) in ipsi- and contra-lateral cortical tissues. Tubulin and actin 

were respectively used as internal controls for the loading of protein levels. Data are 

representative of 3 separate experiments (n=3 per group). Values (Mean ± SEM) are expressed 

as percentage of protein control (#P<0.05, ##P<0.01 vs vehicle ischemic group, Mann & 

Whitney U test). 

  

Fig. 6. Effects of mini-spadin compared to spadin and escitalopram on dopaminergic 

degeneration induced by 30 min MCAO. A, Representative photomicrographs of peroxidase 

immunolabeling of Tyrosine Hydroxylase neurons (TH) 10 weeks after MCAO showing the 

loss of dopaminergic neurons induced by MCAO in the ipsilateral injured subtantia nigra (SN) 

and the protective effect of mini-spadin (scale bar, 50 m). Boxed areas in (A) are shown in 

higher magnification in (B); B, upper panel, Fluorescent TH (green), NeuN (red) and Hoechst 

(blue) immunolabeling at high magnification in the ipsilateral injured SN from vehicle- and 
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mini-spadin-treated mice after 10 weeks of reperfusion (scale bar: 15 m); B, bottom panel, 

quantitation of mean number of TH positive cells in the ipsilateral injured substantia nigra of 

mice treated with spadin, mini-spadin or escitalopram (10 sections per mouse). Data are 

expressed as Mean ± SEM (n=8 to 11 per experimental group) (##P<0.01 vs vehicle ischemic 

group, Mann & Whitney U test). 
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Supplementary Material  

Supplemental Methods  

 

Brain perfusion  

In immunohistochemistry studies animals were killed by transcardiac perfusion with 0.9% 

NaCl followed by ice-cold 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (0.15M 

NaCl/0.01M sodium phosphate, pH 7.4). Mice were injected with a bolus of 100 µL of Dolétal. 

Once asleep they were ventrally incised to access their heart. Around 10 mL of iced NaCl 0.9% 

were then injected in the left ventricle using an 18G needle while the right atrium was cut open. 
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Once the organs were bloodless, an iced solution of paraformaldehyde 4% was injected during 

10 min. Brain were finally removed and kept in paraformaldehyde 4% for 24 hours before being 

cut. 

 

Analysis of neurogenesis on brain sections  

BrdU treatment consisted of 3 injections (75 mg/kg, i.p. each, 2 hour interval). Brains were 

removed 24 hours after the last injection. Serial sections of paraformaldehyde-perfused-brains 

were cut (40 µm) throughout the entire hippocampus on a vibratome (Leica) and kept in a 

solution of anti-freeze (20% glycérol/30% ethylene glycol) at -20°C. Every sixth section 

throughout the hippocampus was processed for immunohistochemistry (Heurteaux et al., 

2006b). They were incubated 20 minutes in a solution of 0.3% H2O2 to neutralize endogenous 

peroxydases. Then put at 37°C in HCl 2N for 20 minutes to permeabilize the membranes before 

a bath of 10 minutes in Borate 0.1M to stop the reaction. The slides were then blocked for 2 

hours in 2.5% Horse serum buffer and incubated overnight at 4°C with a monoclonal mouse 

anti-BrdU (1/7000; BD Biosciences, Le Pont de Claix). For BrdU chromogenic 

immunodetection, sections were then incubated for 1 hour in biotin-conjugated species-specific 

secondary antibodies (diluted 1/400, Vector Laboratories), followed by a peroxidase-avidin 

complex solution according to the manufacturer’s protocol. The peroxydase activity of immune 

complexes was visualized with DAB staining using the VectaStain ABC kit (Vector 

Laboratories). BrdU-labeled cells of the whole granular and subgranular layers of the 

hippocampus were counted in each mouse brain slice (n=8 mice per group, 8 slices per brain, 2 

independent experiments) at 400x under a light microscope by a blind experimenter.  

 

Tyrosine hydroxylase (TH) immunostaining 

Serial sections of paraformaldehyde-perfused-brains were cut (40 µm) at the level of midbrain. 

Immunohistochemistry was processed as described above by using a rabbit polyclonal anti-TH 

(1/100, Abcam ab51191). Additionally, to specifically identify TH-positive cells colocalized 

with neuronal cells, double immunofluorescence labeling of TH with NeuN, a specific marker 

for neurons (Millipore, #MAB377, 1/300) was performed using a mouse monoclonal NeuN 

antibody. Secondary antibodies were conjugated with Alexa Fluor 488 or 594 (Molecular 

Probes, 1/1000). Confocal microscopy observations were performed with a Laser Scanning 

Confocal Microscope (TCS SP, Leica, Rueil Malmaison, France). Immunostained sections 

were digitized using a X40 objective via the Image J computer imaging analysis system. The 
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number of TH-labeled cells within a total of 10 sections per mouse corresponding to the entire 

area of the substantia nigra (n=8 mice per group, 2 independent experiments) was counted by 

a blind experimenter. Data are presented as mean number of TH-immunoreactive cells ± SEM 

(n=8 to 11 mice per experimental group). 

 

Western Blots 

Brain tissues (n=3 per group) were collected after MCAO, and the fresh brains were carefully 

separated into ipsilateral and contralateral hemispheres, and into cortical and subcortical 

regions, with respect to the infarct location. Samples (n=3 mice per group, 2 independent 

experiments) were homogenized in four volumes of cold lysis buffer (20 nmol/L Tris pH: 7.5, 

137 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA, 1% Triton X-100, 10% glycerol, and protease inhibitor 

cocktail) on ice. The homogenates were centrifuged at 35,000 rpm for 30 min at 4 °C. The 

supernatant was removed two times and stored at -70°C until further use. Protein concentrations 

were measured using conventional Bradford’s method. Fifty micrograms of proteins from each 

experimental group were applied to 10% SDS PAGE and electrophoresed for 1 h at 100 mA. 

Proteins were transferred onto a PVDF membrane in blotting buffer (156 mmol/L Tris, 1 mol/L 

glycine, PBS) for 90 min at 80 mA and blocked with 5% skim milk (Regilait) in PBS/0.1% 

Tween20. Membranes were incubated with the rabbit polyclonal antibody directed against 

PSD-95 or synapsin (dilution 1/1000) overnight at 4°C. Tubulin and actin contents were 

determined after stripping using an anti-tubulin (1/1000, Clinisciences, Nanterre, France) or 

anti-actin (1/3000) antibody (Cell Signalleing, Leiden, Netherland). After four washes in 0.1% 

Tween20/PBS following incubation of primary antibodies, secondary anti-mouse or anti-rabbit 

HRP-conjugated antibodies (Amersham Biosciences, Orsay, France; 1/10000) were incubated 

for 1 h at room temperature. Proteins were detected with the ECL plus detection reagents 

(Amersham Biosciences) using an LAS-3000 imaging system (Fujifilm, Düsseldorf, Germany). 

Relative intensities of the labeled bands were analyzed by densitometric scanning using ImageJ 

software (Wayne Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Protein 

activation was normalized using total tubulin or actin as indicated.  

 

Materials 

NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2, HEPES, Tris, glycine, PBS, Tween/PBS, paraformaldehyde, 4-AP 

(4-aminopyridine), TEA (tetraethylammonium), Glibenclamide, Apamin, Charybdotoxin, 
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arachidonic acid and escitalopram were obtained from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, 

France). Spadin and mini-spadin were synthetized by Covalab (Villerbanne, France). BrdU was 

purchased from Roche Molecular Biochemicals (Mannheim, Germany). The antibodies were 

obtained from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France) for BrdU, Merck Millipore 

(Molsheim, France) for NeuN, Abcam (Cambridge, UK) for TH, Cell Signalling (Leiden, 

Netherland) for synapsin, Sigma-Aldrich , Saint-Quentin Fallavier, France) for actin, 

Clinisciences (Nanterre, France) for PSD-95 and tubulin. Biotin-conjugated secondary 

antibodies, and peroxidase-avidin complex solution and VectaStain ABC kit were purchased 

from Vector laboratories (Clinisciences, Nanterre, France). HRP-conjugated antibodies and 

ECL plus detection reagents were obtained from Amersham Biosciences (Orsay, France). 
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Supplementary Table  

Table I. Percentage of survival of animals: Comparison between mini-spadin 0.3 g/kg 

(corresponding to 100 L of 10-7 M per mouse) and mini-spadin 0.03 g/kg (corresponding to 

100 L of 10-8 M per mouse). 
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Supplementary Figures  

 

 

Supplementary Fig.1. Flowchart illustrating the different in vivo paradigms. In (A) and (B) 

mice were subjected to a left 30 min middle cerebral artery occlusion (MCAO); A, Protocol of 

injection of drugs. A bolus (100 l/mouse) of spadin (8 g/kg), mini-spadin (0.03 g/kg) or 

escitalopram (1 mg/kg), diluted in NaCl 0.9% (as vehicle) was intraperitoneally injected 30 min 

after the onset of ischemia and once a day during 7-day reperfusion (Inj 1 during W1,Week 1). 

Then, spadin or mini-spadin was injected at the concentration of 800 g/kg and 3 g/kg, 

respectively, once a day during 4 days/week (Inj 2 from D1 to D4) until the sacrifice of animals 

(from W2 to Wn). The SSRI Escitalopram (1 mg/kg) was used as control and injected once a 

day during 4 days/week (Inj 2 from D1 to D4) until the sacrifice of animals. Mice were weighed 

once a day during the first week following MCAO and then once a week for the next 9 weeks; 

B, Timing of behavioral tests and biochemical experiments (Western blotting, 

Immunohistochemistry) during the 10 weeks following MCAO. R (Rotarod); FST (Forced 

Swim Test), PT (Pole Test), MWM (Morris Water Maze test), NSF (Novelty Suppressed Food 

test). 
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Supplementary Fig. 2. Neuroprotective effects of mini-spadin in vivo in the acute phase of 

stroke. A, Percentage of survival and death of mice 24h and 96h post-MCAO after mini-spadin 

treatment at 0.3 g/kg and 0.03 g/kg; saline (n=26), mini-spadin 0.3 g/kg (n=19), mini-

spadin 0.03 g/kg (n=20). B, Decrease of infarct volume (mm3) in mice treated with 0.03 g/kg 

mini-spadin 24 hours after MCAO (acute phase). Left panel: Representative photographs of 

infarct area (delimited by black line) in saline (n=13) and mini-spadin (n=18)- treated groups. 

Right panel: Quantitation of infarct size (mm3). Data are reported as Mean ± SEM. *P < 0.05 

compared to Saline group.  
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Supplementary Fig. 3. Evolution of body weight (percentage of pre-ischemia values) during 

15 days recovery after MCAO in sham groups treated with saline or mini-spadin (n=10 per 

experimental groups, P>0.05, Mann & Whitney U test). 
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Supplementary Fig. 4. MCAO did not induce significant variation of PE levels (nM) in 

saline-treated mice. Data are reported as Mean ± SEM in the two groups: MCAO-Saline 

(n=12), Sham-operated-Saline (n=12), P=0.253 (Mann & Whitney U test) 
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Supplementary Fig. 5. Morris Water Maze Test. A, Schematic representation of swimming 

behaviors. B-C, Locomotor activity of different groups. The acquisition procedure did not 

reveal any significant difference between groups either in swimming distance (B) or swimming 

speed (C), suggesting that the treatments did not affect the locomotor activity. Data are reported 

as Mean ± SEM: saline (n=16), spadin (n=13), mini-spadin (n=15), escitalopram (n=14), 

$$P<0.01 in comparison between MCAO-Mini-spadin group and MCAO-Saline group, 

###P<0.001, #P<0.05 versus corresponding Day 1 of training, #P<0.05 versus MCAO saline. 

(one way ANOVA, Dunnett’s multiple comparison test for comparing the treatment effect). 
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La dépression est une pathologie sévère avec un impact social important (Wong and Licinio, 

2001). En effet, elle a touché ou touchera près de 20% de la population mondiale. De nos jours, 

malgré les nombreuses études menées dans ce domaine, cette pathologie n’est ni complètement 

comprise, ni totalement traitée. Les molécules antidépressives sont variées mais restent 

inefficaces chez un patient sur trois. De plus, elles ont également de nombreux effets 

secondaires parfois plus dangereux que la dépression elle-même. La plupart de ces molécules 

ont été développées dans le but de palier à la diminution de la sérotonine dans la fente 

synaptique, mais les études les plus récentes se tournent vers d’autres cibles (Schechter et al., 

2005). Le canal TREK-1 est l’une d’entre elles (Heurteaux et al., 2006b). D’abord défini comme 

tel chez la souris, son implication dans le phénomène dépressif a également été confirmée chez 

l’Homme (Perlis et al., 2008). C’est dans ce contexte, qu’a été identifiée la Spadine. 

La Spadine, un puissant inhibiteur spécifique de TREK-1 manifestant de puissantes propriétés 

antidépressives et une rapidité d’action de 4 jours, délai d’action très court en regard des 3 

semaines habituellement nécessaires lors de traitements avec les antidépresseurs classiques. 

Parmi les nouveautés ces dernières années, du fait de sa rapidité d’action, la Kétamine a fait 

l’objet de nombreuses études pharmaceutiques. Contrairement à la Spadine elle a certains effets 

secondaires non négligeables. 

Toutes ces caractéristiques ont conduit la Spadine au stade d’études précliniques. Sa stabilité in 

vivo qui était assez faible (6 heures) a poussé le laboratoire vers la recherche d’analogues plus 

performants. Une première série de ces analogues, basée sur une stratégie RI, a été produite et 

caractérisée (Veyssiere et al., 2015). Bien qu’ayant donné des résultats encourageants tant au 

niveau de leurs capacités antidépressives que de leur stabilité, ces analogues se sont avérés 

dangereux à forte concentration. Ces observations ont été la base de la première partie de ma 

thèse : la caractérisation d’analogues courts de la Spadine. 

 

Ces analogues ont été créés en réalisant une étude structure-fonction à partir de produits de 

dégradation du PE (peptide issu de la maturation de la Sortiline) obtenus par une incubation à 

37°C dans le sang. En effet, à partir de ces peptides nous avons pu définir un analogue court de 

7 aa, appelé PE-22-28 (ou Mini-Spadine). Ce peptide ayant une forte capacité à inhiber le canal 

potassique TREK-1, a été utilisé comme structure de base pour la conception de 16 nouveaux 

analogues. Parce que le passage de la barrière hémato-encéphalique est crucial pour une 

molécule thérapeutique agissant sur des cibles cérébrales et parce qu'il a été démontré que la 

biotinylation peut augmenter l'absorption des peptides par le cerveau, nous avons synthétisé 
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certains de ces analogues avec une biotine greffée sur leur extrémité N-terminale (Scherrmann, 

2002) (Wu et al., 2002). En utilisant la lignée cellulaire hTREK-1/HEK, lignée qui a été 

préparée dans notre laboratoire (Moha ou Maati et al., 2011) nous avons déterminé la capacité 

des différents peptides dérivés du PE 22-28 à inhiber les canaux TREK-1. Ces mesures nous 

ont permis d’identifier les analogues qui présentent un taux d’inhibition supérieur à 35% de 

l'activité TREK-1. Seule l’activité antidépressive des analogues a été mesurée par FST. Ensuite, 

en comparant les mesures électrophysiologiques et les données du FST, nous n'avons retenu 

que 3 peptides PE 22-28, G/A-PE 22-28 et biotinylated-G/A-PE 22-28 pour les études 

ultérieures. 

 

Nous avons montré que les analogues de la Spadine bloquent TREK-1 avec une IC50 300 fois 

plus forte, autrement dit avec une efficacité bien plus importante que la Spadine (Mazella et al., 

2010; Moha Ou Maati et al., 2012b). Mais beaucoup plus intéressant, ces peptides sont 

beaucoup plus stables in vivo que la Spadine. En effet, aux doses de 30 et 40 µg/kg, l'efficacité 

in vivo de ces antidépresseurs, mesurée par FST, se maintient environ 24 heures. Il s’agit d’une 

amélioration importante par rapport à la Spadine, car dans les mêmes conditions, et à la dose 

de 100 μg/kg, l’effet de la Spadine ne durait que 6 h (Veyssiere et al., 2015).  

 

De plus, les analogues de la Spadine ont conservé leur spécificité pour les canaux TREK-1 

(Moha Ou Maati et al., 2012b). Ils sont incapables d'inhiber les canaux TREK-2 et TRAAK, 

les deux autres membres de la sous-famille des canaux TREK (Kim et al., 2001) (Honore, 

2007). Cette spécificité pour le canal TREK-1 pourrait s'expliquer par les différences de 

séquence entre les trois canaux : TREK-1 et TREK-2 partagent 63 % de leur séquence, et 

TREK-1 et TRAAK seulement 45 % (Noel et al., 2011). Ils sont également incapables d'inhiber 

les canaux TRESK (Lafreniere et al., 2010) (Wood, 2010) et TASK-1 (Lauritzen et al., 2003), 

deux canaux K2P importants dans le cerveau et qui, comme TREK-1, sont modulés par des 

anesthésiques volatils (Patel and Honore, 2001). Là encore, les différences de séquence 

pourraient expliquer l'absence d'effets, les homologies entre TREK-1 et les deux canaux étant 

d'environ 50% (Noel et al., 2011). Mais la propriété la plus remarquable est qu’ils sont sans 

effet sur les canaux hERG. Ces canaux sont responsables du courant IKr cardiaque, l'un des 

principaux courants potassiques repolarisants des ventricules cardiaques (Sanguinetti et 

Jurkiewicz, 1990 ; Cheng et Kodama, 2004). Une inhibition de ce courant étant extrêmement 
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dangereuse (pouvant aller jusqu’à la mort), toutes les molécules à visée thérapeutique doivent 

être exemptes d’effets sur ce canal pour pouvoir envisager un traitement en clinique humaine. 

La Spadine et ses analogues bloquent plus efficacement les canaux TREK-1 lorsqu'ils sont 

activés par l'acide arachidonique, ce qui indique la nécessité d'une conformation à l'état ouvert 

du canal pour une inhibition maximale. Nous avons cependant également observé une 

inhibition, bien que moins efficace, de TREK-1 en condition basale. Cet effet plus faible 

pourrait être due à la difficulté de la Spadine à accéder à son site de fixation lorsque le canal est 

dans une conformation fermée. 

 

Nous avons confirmé que les analogues de la Spadine ont également conservé les propriétés 

AD de la Spadine. En effet, ces derniers se comportent comme des antidépresseurs dans le FST 

mais également dans le test du LH, deux tests couramment et largement utilisés par les 

industries pharmaceutiques pour caractériser les nouveaux médicaments contre la dépression. 

Une propriété très importante, est que ces actions antidépressives des analogues sont conservées 

quel que soit la voie d’administration du traitement : i.p., i.v. , sc (sous cutanée) ou orale. Nous 

avons également observé que ces effets antidépresseurs sont toujours présents dans un modèle 

de dépression induite chimiquement, par un traitement longue durée avec la corticostérone. Ces 

observations sont autant d’arguments pour la réalité de l’action antidépressive de ces peptides. 

La rapidité d’action de la Spadine est conservée par les analogues, puisque tout comme la 

Spadine, ils sont efficaces après un traitement de seulement 4 jours. Cette propriété est un atout 

majeur pour le « futur médicament » car la majorité des suicides survient dans la première 

semaine suivant la mise en place d’un traitement avec des antidépresseurs (Moller, 2003). 

 

L'hypothèse monoaminergique de la dépression a été remplacée ou complétée par d'autres 

hypothèses plus récentes, principalement l'hypothèse neurotrophique et/ou de neurogenèse. 

Cette hypothèse suggère qu'une diminution des facteurs neurotrophiques, comme le BDNF, ou 

de la neurogenèse de l'hippocampe adulte sont associés d'une manière ou d'une autre à la 

dépression (Yohn et al., 2017). Les AD classiques mettent plusieurs semaines à produire une 

activité antidépressive, un mécanisme que l'on pense médié par la neurogenèse (Santarelli et 

al., 2003) (Malberg and Schechter, 2005). Par exemple, les traitements chroniques de la maladie 

d'Alzheimer induisent une neurogenèse dans l'hippocampe (Duman et al., 2001) (Schechter et 

al., 2005), qui toutefois n’apparaît qu’après 2 à 4 semaines d'administration. La Spadine est 

capable d'augmenter l'incorporation de BrdU (marqueur des cellules en division) et l'activation 
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de CREB (facteur de transcription fortement impliqué dans la plasticité neuronale) après 

seulement 4 jours de traitement (Mazella et al., 2010). Une propriété que ses analogues ont 

conservée. Les analogues de la Spadine sont également capables d'induire, après un traitement 

de 4 jours, une augmentation de la neurogenèse dans le gyrus denté. Mais aussi de l'expression 

de PSD-95, un biomarqueur de la synaptogenèse. Ces résultats indiquent que la plupart des 

neurones néoformés sont fonctionnels.  

Ce délai de 4 jours équivaut au laps de temps nécessaire au développement de la neurogenèse 

dans l'hippocampe (Devader et al., 2015). L'augmentation rapide de l'expression du BDNF dans 

l'hippocampe après l'administration in vivo de Spadine souligne le fait que la Spadine et les 

peptides dérivés induisent une expression rapide du BDNF. Cette expression rapide du BDNF 

se distingue de l'expression lente observée avec les AD classiques. Cette phase rapide a 

également été décrite pour la Kétamine (Kavalali and Monteggia, 2015). Néanmoins, les voies 

cellulaires d'activation de la neurogenèse par la Kétamine et la Spadine sont différentes. La 

Kétamine utilise la voie mTOR (Kavalali and Monteggia, 2015) tandis que la Spadine n’utilise 

pas cette voie de signalisation mTOR (Devader et al., 2015). 

 

Au moins un tiers des survivants de l'AVC souffre de dépression, appelée dépression post-AVC 

ou Post Stroke Depression (PSD). Le développement d'une telle dépression survenant à la suite 

d’un AVC est cliniquement très important parce que la PSD est associée à une mortalité accrue, 

un ralentissement de la récupération et des déficits fonctionnels d’autant plus sévères que l’état 

dépressif s’installe. Il existe un certain nombre de facteurs de risque établis pour le 

développement d'une dépression à la suite d'une ischémie cérébrale. L'incapacité physique, la 

gravité de l'AVC et la déficience cognitive occupent une place particulièrement importante dans 

la documentation clinique (pour revue voir (Hackett and Anderson, 2005)).  

La plupart des études récentes sur la récupération post-AVC ont souligné l’importance et 

l’efficacité de l’utilisation des antidépresseurs. Cependant, les effets secondaires (nausées, 

vertiges, tendance suicidaires, …) de ces molécules sont un frein important dans la population 

à risque que sont les victimes d’AVC. Ces observations sont à l’origine de la deuxième partie 

de mon projet de doctorat : étudier les effets des analogues de la Spadine face à l’AVC et à la 

PSD. 

Les mécanismes à l’origine du développement de la PSD sont complexes et mal connus, donc 

difficiles à modéliser chez les rongeurs. Cependant aujourd’hui, il existe plusieurs modèles 

reconnus (Kronenberg et al., 2014). Ils permettent de mimer les principales caractéristiques de 
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l'AVC et ses conséquences délétères observées dans des situations cliniques réelles. La plupart 

des études précliniques utilisent un modèle de MCAO combiné à un CMS ou à un isolement 

(Kronenberg et al., 2014). Cependant pour éviter d’induire un biais induit par cet ajout de stress, 

dans cette étude, nous avons choisi d'utiliser un modèle de MCAO seule. En effet, bien que le 

CMS induise des comportements dépressifs, les facteurs de stress appliqués tels que l'eau froide 

et les chocs électriques peuvent également entraîner des dommages neuronaux qui pourraient 

altérer l’effet de l’AVC lui-même. Dans notre étude nous avons prouvé que ce modèle de 

MCAO seul était suffisant pour induire une PSD. En effet, 10 semaines après la MCAO le 

temps d’immobilité dans le test du FST était très largement augmenté chez les animaux opérés. 

Cette augmentation du temps d’immobilité rend compte de l’établissement de l’état dépressif. 

Ces 10 semaines correspondent à un délai, chez la souris, comparable à celui observé en clinique 

humaine où très souvent la dépression apparaît entre deux mois et un an après l'AVC (Francisco, 

1993). Ce modèle mime également les séquelles caractéristiques de l'AVC ischémique et de la 

PSD associée, comme les déficits moteurs et cognitifs, la perte neuronale et la neurogenèse 

altérée (Kronenberg et al., 2014). 

Notre étude démontre pour la première fois que la Mini-Spadine induit une neuroprotection 

contre l'AVC et la PSD subséquente, par rapport à la Spadine et à l'Escitalopram. Grâce au 

protocole que j’ai pu développer, nous avons montré que lors de la phase aiguë de la 

récupération post-AVC (quelques heures à quelques jours), la Mini-Spadine augmentait le taux 

de survie des souris soumises à la MCAO, prévenait la perte de poids et diminuait le volume de 

l'infarctus provoqué et que dans la phase chronique (au-delà de 7 jours), la Mini-Spadine 

augmente la neurogenèse et améliore les déficits moteurs et cognitifs induits par l'ischémie et 

empêche la dégénérescence dopaminergique retardée de la substantia nigra généralement 

observée à la suite d’une ischémie cérébrale,.  

Ces effets bénéfiques résultent probablement de son action biphasique sur le canal TREK-1. En 

effet, une approche électrophysiologique nous a montré que de faibles doses de Mini-Spadine 

induisaient une activation TREK-1. Or l’activation des canaux TREK-1 a été mise en évidence 

dans la protection cérébrale de la phase aiguë d’un AVC ((Blondeau et al., 2002a) (Blondeau 

et al., 2002b) (Heurteaux et al., 2006a) (Lauritzen et al., 2000) (Quast, 1992)). Cette protection 

aiguë est validée par la réduction du nombre de décès chez la souris et la diminution du volume 

de l'infarctus 24 heures après la MCAO. Ces résultats sont tout à fait conformes aux travaux 

antérieurs démontrant que l'activation de TREK-1 joue un rôle clé dans les mécanismes de 

neuroprotection après un AVC. Comme dans le cas d’autres ouvreurs TREK-1 (AGPI par 
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exemple), l'activation des courants TREK-1 dans les neurones par de faibles doses de Mini-

Spadine hyperpolarise probablement les membranes plasmiques au niveau des terminaisons 

synaptiques, réduisant ainsi le flux de Ca2+ et le glutamate sécrété, ce qui se traduit par une 

hyperpolarisation post-synaptique (Blondeau et al., 2002a) (Blondeau et al., 2002b) (Heurteaux 

et al., 2006a) (Lauritzen et al., 2000) (Quast, 1992). Ces processus favoriseraient le blocage par 

le Mg2+ du canal associé aux récepteurs NMDA et contrebalanceraient la dépolarisation induite 

par le glutamate. Ainsi, l'activation de TREK-1 par la Mini-Spadine pourrait entraîner les 

mêmes variations du potentiel de membrane. 

A la suite d’un AVC il y a formation d’une cicatrice gliale au niveau de la lésion neuronale. En 

conditions physiologiques, les astrocytes participent à la régulation de l'homéostasie acido-

basique par le biais de divers échangeurs et co-transporteurs. Ces dernières années, les preuves 

de leur importante implication dans la physiopathologie de l'AVC se sont accumulées 

(Nedergaard and Dirnagl, 2005). En effet, ils sont activés et leur prolifération est stimulée dans 

les régions ischémiques. Tout comme dans les neurones, TREK-1 est également largement 

exprimé dans les astrocytes en conditions physiologiques. Il contribue à leur conductance 

passive (Zhou et al., 2009). TREK-1 est régulé à la hausse dans ces cellules après la MCAO, ce 

qui est en corrélation avec l’astrogliose réactive qui se met en place dans la région lésée (Wang 

et al., 2012). Dans ces conditions, TREK-1 pourrait établir le potentiel négatif de la membrane 

de repos des astrocytes et ainsi sauver leurs fonctions homéostasiques (Zhou et al., 2009), et 

donc offrir au cerveau une protection endogène face à l’AVC.  

 

Ce travail a également démontré pour la première fois que la Mini-Spadine diminue fortement 

les altérations comportementales de type dépressif induites par la MCAO dans la phase 

chronique de l'AVC, mesurées en FST et NSF. L'une des principales caractéristiques du 

syndrome de dépression chronique après un AVC est l'altération à long terme du système 

dopaminergique mésolimbique (Kronenberg et al., 2012). Cela correspond aux lésions des 

ganglions frontaux et basaux observées chez les patients victimes d'un AVC et liées à 

l'apparition d'une PSD majeure (Morris et al., 1996) (Vataja et al., 2004). Dans cette étude, nous 

avons démontré que la Mini-Spadine atténue la dégénérescence dopaminergique de la 

substantia nigra, et prévient l'apparition d'un comportement dépressif qui survient pendant la 

phase chronique de l'AVC.  

La dose plus élevée de Mini-Spadine que nous avons utilisée dans cette étude (Article 2)  a été 

démontrée comme prévenant les symptômes dépressifs grâce à des tests de criblage des 
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antidépresseurs, tels que FST ou NSF (Article 1) (Heurteaux et al., 2006b) (Mazella et al., 

2010). Il s’agit d’un effet lié à l’inhibition de TREK-1. Des données obtenues précédemment 

(Article 1) (Heurteaux et al., 2006b) (Mazella et al., 2010) suggèrent que l'inhibition chronique 

de TREK-1 par la Mini-Spadine augmenterait le taux de décharge des neurones du noyau raphé 

dorsal, et donc, la libération de 5-HT. Cette libération pourrait contribuer à prévenir davantage 

la PSD. Il faut cependant noter qu’un traitement antidépresseur dans les premiers temps après 

un AVC peut prévenir la PSD, comme l'indique une méta-analyse d'essais randomisés (Chen et 

al., 2007). Il serait donc bénéfique d’associer les traitements AD avec les stratégies vasculaires 

dans la prise en charge des victimes d'AVC dès les premiers jours. 

Dans le cerveau des humains ou des rongeurs, la récupération fonctionnelle après un AVC peut 

être induite par la prolifération des cellules souches neurales elle-même induite par l’AVC (Jin 

et al., 2001) (Jin et al., 2006) (Murphy and Corbett, 2009). Après l'AVC, les neuroblastes 

nouvellement formés migrent dans la structure endommagée pour remplacer les neurones 

morts. Cependant, ce mécanisme potentiel d'autoréparation ne fonctionne que de manière aiguë. 

En effet, le nombre de neurones générés est faible et leur existence transitoire. La récupération 

des déficits cognitifs induits par l'AVC est considérablement entravée par la perturbation 

génétique de la neurogenèse, cela souligne l'importance des cellules neuronales non 

différenciées dans la récupération cognitive post-AVC (Sun et al., 2013). La prolifération 

cellulaire maximale dans le cerveau adulte se produit une à deux semaines après l'AVC 

(Arvidsson et al., 2002) (Jin et al., 2001). De même, dans les cultures de neurosphères, le 

recrutement des cellules souches neuronales n’est stimulé que pendant la première semaine 

post-ischémie (Zhang et al., 2004). Dans notre étude, nous avons analysé la neurogenèse à 3 et 

10 semaines, mais nous ne l’avons pas mesurée quelques jours seulement après la MCAO. Il 

s’agit probablement de la raison pour laquelle nous n’avons pas observé ce pic de neurogenèse 

normalement provoqué par l’AVC. Cependant, comme nous avons analysé la neurogenèse dans 

la phase chronique de l'AVC, de façon intéressante et par rapport au contrôle, nous avons pu 

établir que la Mini-Spadine induit une production extensive et durable de nouveaux neurones, 

jusqu’à 10 semaines après la MCAO, stimulant probablement l'autoréparation et la récupération 

neurologique. 

L’hypothèse marquante de l’implication majeure de la plasticité synaptique dans le 

développement, et donc le traitement de la PSD nous a également orientés vers l’étude des effets 

de la Mini-Spadine sur la synaptogenèse. Nous avons constaté une forte augmentation de 

l'expression de PSD-95 et de la synapsine, deux protéines clés impliquées dans le réseau 
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synaptique. Trois semaines après la MCAO, le niveau de ces deux marqueurs est beaucoup plus 

important dans le cortex ipsilatéral (un site majeur du remodelage des circuits neuraux 

(Carmichael, 2003)). Cette augmentation pourrait être un mécanisme crucial à l’origine des 

effets bénéfiques de la Mini-Spadine dans les récupérations fonctionnelle et cognitive post- 

AVC. 

D’autres résultats préliminaires ont également montré que la Spadine interagit avec le récepteur 

1 de la neurotensine (NTR1), bien connu pour être impliqué dans la neuroprotection. En effet, 

tout comme la neurotensine (NT), la Spadine à 10-6 M se lie à NTR1. La NT et ses analogues 

qui sont de puissants agonistes du NTR1, provoquent l'hypothermie (neuroprotecteur) et ont 

des effets protecteurs marqués contre les lésions cérébrales (Choi et al., 2012) (Fantegrossi et 

al., 2005) (Lee et al., 2014) (Lee et al., 2016) (Orwig et al., 2009) (Wei et al., 2013). Ainsi, la 

Mini-Spadine comme la Spadine pourrait interagir avec le NTR1 et contribuer à induire la 

protection cérébrale. 

Dans notre étude, l'Escitalopram a été choisi comme témoin positif parce qu'au cours des deux 

dernières décennies, il a été développé pour une utilisation clinique dans le traitement de la 

dépression majeure et des troubles anxieux (Burke, 2002) (Montgomery et al., 2001). Les 

études cliniques ont montré que l'Escitalopram est un AD efficace, mais que, comme la plupart 

de ses homologues, il a des effets indésirables (somnolence, problèmes digestifs, dysfonction 

sexuelle, troubles du sommeil ou du rythme cardiaque) et nécessite un laps de temps 

relativement long (2-4 semaines) avant d’être efficace. 

En plus de ses performances plus avantageuses, contrairement à l'Escitalopram, la Mini-

Spadine a l'avantage d'avoir un délai d'action rapide (4 jours) et elle est sans effets secondaires 

(Article 1). 

Les résultats obtenus dans ce travail montrent clairement que les effets de la Mini-Spadine sur 

les séquelles de l'AVC (perte de poids, rotarod et pole test, Piscine de Morris, perte de neurones 

dopaminergiques) et sur la PSD sont plus rapides (5 semaines au lieu de 10 semaines en FST), 

mais aussi plus prononcés que ceux obtenus avec l'Escitalopram. 
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Ce travail de Doctorat s’est orienté autour de deux axes. 

L’étude des analogues courts de la Spadine a révélé que ces peptides sont non seulement plus 

stables in vivo, mais aussi plus affins pour TREK-1 et plus efficace face à la dépression. Ces 

résultats premiers précliniques encourageants ne demandent qu’à être complétés. Il s’agit en 

effet d’une condition sine qua none pour pouvoir espérer amener ces petits peptides aux essais 

cliniques de phase I et II. 

Les résultats que nous avons obtenus montrent que les analogues de la Spadine sont plus 

efficaces dans l’induction de la neurogenèse hippocampique. Or des travaux précédents avaient 

montré que la Spadine ne provoquait pas de neurogenèse dans le modèle de dépression induit 

par la corticostérone. Il sera intéressant de savoir si la Mini-Spadine, qui est plus efficace, peut 

induire une neurogenèse dans ce modèle.  

 

La dépression est une pathologie complexe et multifactorielle, il est donc difficile d’en 

modéliser tous les aspects. Toutefois, de nombreux modèles animaux ont été mis au point mais 

chacun ne mime qu’un symptôme de la dépression, ce peut être le désespoir, l’anhédonie, les 

troubles de l’appétit ou du sommeil, ...  

Ces modèles ont différentes origines : génétique, chimique, chirurgicale, comportementale … 

Les souris Rouen (El Yacoubi and Vaugeois, 2007), ou encore les souris C57BL/6NTac 

(Nestler et al., 2002) (Carlezon et al., 2005) sont des exemples de modèles génétiques. Parmi 

les modèles chimiquement induits, on peut citer le traitement chronique avec de la 

corticostérone, qui entraîne le développement d’un état dépressif (le modèle que nous avons 

utilisé dans nos études) (Zhao et al., 2008). Une bulbectomie permet de créer un modèle 

chirurgical (Linge et al., 2013). Il est également possible de provoquer un phénotype dépressif 

en soumettant les animaux à un stress chronique ou traumatisant (succession de situations 

stressantes dans le modèle du CMS (Chronic Mild Stress) (Willner, 2017), séparation des 

nouveaux nés et de leur mère (Ognibene et al., 2008)). Nous n’avons utilisé dans cette étude 

que le modèle d’induction par la corticostérone, il serait donc judicieux de refaire nos tests sur 

un autre modèle, comme une lignée mutante par exemple.  

 

Mes travaux ont également démontré que les propriétés particulières de la Mini-Spadine sur le 

canal TREK-1 permettent une amélioration des déficits induits par l’AVC, non seulement 

durant la phase aiguë, mais également pendant la récupération à long terme.  
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L’origine de la PSD reste encore floue, et les hypothèses sont nombreuses. Cependant 

l’implication de la plasticité synaptique dans la récupération post-AVC est indiscutable. Mon 

travail de thèse s’est majoritairement concentré sur la récupération à long terme après un AVC. 

Il est cependant nécessaire de s’intéresser également aux effets de notre traitement dans la phase 

aiguë. Notamment en lien avec la plasticité synaptique, il serait important de mesurer l’effet du 

traitement sur des marqueurs tels que le BDNF, PSD-95 et la Synapsine dans les quelques 

heures à quelques jours suivant l’AVC. 

Les faibles doses de Mini-Spadine permettent de diminuer la taille des infarctus après 24h. Il 

serait opportun de regarder si ce traitement à faible dose pendant la première semaine après un 

AVC peut avoir des effets positifs sur le développement d’une PSD à plus long terme. 

Parallèlement étudier si le fait d'initier le traitement peptidique à forte dose sans neuroprotection 

préalable quelques semaines après l'événement ischémique pourrait toujours réduire la PSD. 

L’AVC est une pathologie aux multiples processus. Savoir à quel niveau et à quel moment 

l’activation de TREK-1 aurait les effets les plus bénéfiques. Cela constituerait des informations 

importantes pour la prise en charge des patients (délai de traitement, …). Il faudrait donc 

également s’intéresser, par exemple, aux effets du traitement sur l’inflammation (dosage de 

cytokines), un mécanisme majeur dans l’AVC. 

Durant ma thèse, je n’ai traité mes souris que 15 à 30 minutes après l’AVC. Il sera donc 

important de déterminer la fenêtre thérapeutique de la Mini-Spadine à la suite d’un AVC. 

La neurogenèse et la synaptogenèses semblent avoir un rôle crucial aussi bien dans le cas de la 

dépression que de la PSD. Pour pouvoir confirmer ce fait, il serait également judicieux de 

reproduire nos études en bloquant la neurogenèse (en utilisant du Témozolomide par exemple, 

un produit très utilisé dans les études sur la neurogenèse et dont les effets sur la santé de l’animal 

sont minimes (Castilla-Ortega et al., 2016)). 

Qu’il s’agisse de l’axe de la dépression ou celui de l’AVC, l’une des questions majeures à 

élucider est de caractériser les mécanismes clefs à l’origine des effets de la Spadine et de ses 

analogues. Pourquoi ont-ils des effets opposés sur TREK-1 selon la concentration utilisée ? 

Quels sont exactement les mécanismes moléculaires impliqués ? Une autre donnée importante 

est le fait que lors d’études précédentes, il a été montré que le traitement avec la Spadine ne 

provoque pas les mêmes effets délétères que ceux observés chez des souris TREK-1-/- (faiblesse 

face à l’épilepsie, neuroprotection altérée, …). Une de nos hypothèses est que ceci est dû à la 

présence de TREK-1 sur les neurones GABAergiques (Sandoz et al., 2011). En effet, 

l’inhibition de TREK-1 par la Spadine sur de tels neurones entraînerait une sécrétion plus 
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importante de GABA. Laquelle est connue comme ayant un effet neuroprotecteur face aux 

chocs ischémiques et épileptiques (Ginsberg, 2008). Cependant, nous n’avons aucune certitude 

à ce sujet, et cette hypothèse reste à être prouvée. 

 

Si les mécanismes moléculaires ne sont pas encore totalement élucidés, ce travail a apporté 

quelques éléments de réponse. Il reste encore beaucoup de travail pour caractériser plus 

finement les analogues de la Spadine. Toutefois, nos résultats sont autant d’arguments très 

positifs, qui s’ajoutent à ceux que l’équipe a déjà obtenus, pour proposer les analogues de la 

Spadine, très prochainement à des essais cliniques pour confirmer à la fois leurs effets 

antidépresseurs et neuroprotecteurs. 
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A- Article 3 : “Fighting against depression with TREK-1 

blockers: Past and future. A focus on spadin” 

 

Les résultats obtenus lors de mon doctorat ont également été valorisés dans une revue parue 

dans Pharmacology & Therapeutics en 2019 (if : 10.5). 

Cette revue rappelle les propriétés de la Spadine et résume les différentes stratégies utilisées 

dans le but d’améliorer sa stabilité in vivo. Elle présente le développement de la Spadine et de 

ses analogues depuis l’hypothèse de ses propriétés antidépressives, jusqu’au développement 

des analogues courts qui sont, aujourd’hui, les peptides présentant le plus d’intérêts 

pharmacologiques et pharmaceutiques quant à leur développement comme médicaments 

antidépresseurs.  

Cette revue aborde également les propriétés d’autres inhibiteurs de TREK-1, tels que la 

Fluoxétine, qui est un des antidépresseurs les plus couramment utilisés en clinique. 

Pour finir, elle insiste sur le fait que, pour l’instant, la plupart des études ont été effectuées sur 

des modèles animaux. Toutefois, elle met également en avant des études réalisées au laboratoire 

en collaboration avec une équipe italienne qui démontrent en utilisant une méthode de dosage 

spécifique que le taux circulant d’activité spadine, mesurée par les taux de PE, sont plus faibles 

chez les patients dépressifs que chez les contrôles. De façon intéressante, les traitements 

pharmacologiques avec des antidépresseurs restaurent un niveau normal de PE. La 

quantification longitudinale de la concentration sérique de PE pourrait ainsi assister les 

psychiatres dans le diagnostic et la définition de l’efficacité de la réponse aux traitements et 

donc, le cas échéant, de modifier la stratégie thérapeutique. 

Toutefois, des cohortes plus importantes devront être utilisées pour pouvoir définir avec 

certitude la Spadine comme un marqueur de dépression. 
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B- Article 4 : “Altered Trek-1 Function in Sortilin Deficient 

Mice Results in Decreased Depressive-Like Behavior” 

 

Parallèlement à mon projet qui portait principalement sur TREK-1, la Spadine et ses dérivés, 

j’ai également participé à une étude sur le rôle de la Sortiline dans la pathologie de la dépression. 

De façon évidente le laboratoire s’est intéressé à la protéine partenaire de TREK-1, la Sortiline. 

En effet, le phénotype de résistance à la dépression que manifestent les souris TREK-1-/- a 

orienté une étude sur le comportement des souris Sort1-/- (KO pour le gène de la Sortiline). Pour 

caractériser les conséquences de la suppression de la Sortiline, à l’exemple de ce qui avait été 

réalisé pour caractériser les KO TREK-1, le laboratoire a combiné des approches 

comportementales, électrophysiologiques et biochimiques aussi bien in vivo qu’in vitro.  

Ces études ont révélé que les souris Sort1-/- manifestent un comportement anxieux dont le 

développement n’est pas lié au taux de corticostérone, une résistance à la dépression dans 

plusieurs tests comportementaux. Ces KO présentent une activité accrue des neurones des 

noyaux du raphé dorsal, structure fortement impliquée dans le processus de la dépression. 

Toutes ces propriétés ont été associées à une activité de TREK-1 insuffisante, qui est la 

conséquence directe de la diminution de l’expression de ce canal à la surface cellulaire. Une 

augmentation de l'expression du BDNF due à l'activation de la voie constitutive dépendante de 

la furine, ainsi qu'une augmentation de l’activation de TrkB par le BDNF ont également pu être 

observées chez ces KO. Ces deux caractéristiques sont en accord avec le phénotype de 

résistance face à la dépression.  

Les résultats obtenus lors de cette étude démontrent que l'expression fonctionnelle de TREK-1 

est altérée en l'absence de Sortiline. Ces résultats sont une confirmation essentielle de 

l’implication de TREK-1 dans la régulation de l'humeur, et sa définition comme cible 

importante dans le traitement de la dépression. 
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C- Articles 5 et 6 : “Differential neuronal plasticity in mouse 

hippocampus associated with various periods of enriched 

environment during postnatal development” & 

“Neurogenesis-independent antidepressant-like effects of 

enriched environment is dependent on adiponectin” 

 

Comme nous l’avons mentionné plus haut, les traitements face à la dépression sont encore trop 

peu efficaces et souvent mal supportés. Si la plupart des recherches sont aujourd’hui menées 

dans le but de trouver de nouvelles molécules plus efficaces et moins dangereuses, d’autres se 

sont axées sur la thérapie comportementale. En effet, l’entourage du patient dépressif est 

également essentiel pour accroître ses chances de récupérer. Afin de modéliser cette thérapie 

comportementale chez l’animal, un modèle d'environnement enrichi (EE) a été mis au point. 

Ce dernier se caractérise par de plus importantes possibilités d'exploration, d'activité cognitive, 

d'interaction sociale et d'exercice physique. Des stimuli qui, dans le cerveau des rongeurs, 

provoquent des changements profonds aux niveaux moléculaire, anatomique et 

comportemental. Par exemple, il a été démontré que l'EE régule positivement le remodelage 

des circuits neuronaux et la consolidation de la mémoire, ou encore augmente la neurogenèse. 

Cependant, les mécanismes fins par lesquels l'environnement façonne le cerveau à différents 

stades du développement postnatal et la durée nécessaire pour induire de tels changements sont 

encore soumis à controverse. Dans nos études, les conditions EE consistaient à utiliser des 

groupes de souris plus importants, hébergés dans de grandes cages contenant de nombreux 

équipements favorisant l'activité physique notamment des jouets et du matériel de nidification.  

Dans le premier projet, les souris sevrées (4 semaines) ont été placées en EE pendant 4, 6 ou 8 

semaines et leurs caractéristiques ont été comparées à des souris témoins élevées dans un 

environnement standard. Pour étudier les effets différentiels de l'EE sur les cerveaux immatures 

et matures, nous avons également stabulé de jeunes souris adultes (8 semaines) pendant 4 

semaines en EE. Nous avons étudié l'influence de l'apparition et de la durée de la stabulationen 

EE sur la structure et la fonction des neurones de l'hippocampe. Nous avons ainsi observé que 

L'EE améliore la neurogenèse chez les jeunes souris, mais pas chez les souris adultes et 

augmente le nombre de contacts synaptiques. L’EE affecte également la potentialisation à long 

terme (LTP) et l'activité spontanée et miniature des synapses glutamatergiques.  
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Cette étude fournit donc une vue intégrative du rôle de l'EE pendant le développement postnatal 

dans divers mécanismes de plasticité de l'hippocampe, notamment la neurogenèse, la 

morphologie synaptique et les paramètres électrophysiologiques de la connectivité synaptique.  

Dans le second projet (article 6) nous avons montré que l'EE réduit efficacement l'anxiété et les 

comportements dépressifs dans un modèle murin de dépression induite par un traitement 

chronique avec la corticostérone. Les mécanismes qui sous-tendent les effets bénéfiques liés à 

l'EE demeurent largement inexplorés, cependant nos résultats indiquent que l'adiponectine, une 

protéine sécrétée par les adipocytes, est l'un des principaux facteurs impliqués. En effet, les 

souris déficientes en adiponectine (adipo-/-) ne bénéficient pas de la totalité des effets 

anxiolytiques et antidépresseurs de l'EE, comme en témoignent leurs réponses différentielles 

dans une série de tests comportementaux. Nous avons également constaté qu’à l’inverse, une 

seule injection intraveineuse d'adiponectine restaure la sensibilité des souris adipo-/- face aux 

bénéfices comportementaux induits par l'EE. En revanche, l’absence d’adiponectine n’empêche 

pas la neurogenèse hippocampique induite par l'EE. Ce qui signifie que les propriétés 

antidépressives de l'adiponectine sont probablement liées à des changements dans la 

signalisation de l'hypothalamus plutôt qu'à des mécanismes de neurogenèse de l'hippocampe. 

De plus, l'EE ne modifie pas les taux plasmatiques d'adiponectine. En revanche, il peut favoriser 

le passage de l'adiponectine du sang vers le liquide céphalorachidien.  

Ces résultats permettent de mieux comprendre les effets anxiolytiques et antidépresseurs de 

l'EE et mettent en évidence l'adiponectine comme médiateur essentiel. 
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D- Article 7 : “Area-specific development of distinct projection 

neuron subclasses is regulated by postnatal epigenetic 

modifications” 

 

Le cerveau est un organe complexe et nous sommes encore loin de comprendre la totalité des 

signaux à l’origine de son organisation en structures distinctes (hippocampe, amygdale, …). Le 

cortex, qui est une de ces structures, est impliqué dans de nombreux processus très variés tels 

que les mouvements ou la pensée « consciente ». Sa complexité est liée à son organisation 

particulière, non seulement en aires corticales (motrice, sensorielle, visuelle, …) mais 

également en couches neuronales bien distinctes (couches I à VI). Au cours du développement 

cortical, l'identité des principales classes de neurones de projection est établie par l'expression 

de déterminants moléculaires. Cependant, les mécanismes par lesquels les neurones de 

projection acquièrent leurs propriétés finales au cours des stades postnataux sont encore mal 

élucidés. Dans cette étude, nous avons montré que le nombre de neurones co-exprimant Ctip2 

et Satb2, deux marqueurs respectivement impliqués dans la différenciation précoce des 

neurones de projections sous-cérébrales et callosales, augmente progressivement après la 

naissance dans le cortex somatosensoriel. Cette co-localisation postnatale de Ctip2/Satb2 

caractérise deux sous-classes neuronales distinctes qui projettent non seulement vers le cortex 

contralatéral mais également vers le tronc cérébral. Cela suggère que si Ctip2 et Satb2 seuls 

sont des marqueurs d’identité neuronale, leur co-expression serait plutôt impliquée dans la 

modulation de leurs propriétés. Des approches de gain et perte de fonction ont ensuite révélé 

que l'adaptateur transcriptionnel Lmo4 est impliqué dans ce programme de maturation au 

travers de la modulation de mécanismes épigénétiques qu’il induit en fonction du temps et de 

la zone concernée.  

En d’autres termes, cette analyse fournit les premières preuves directes d'un programme de 

développement commun qui oriente la maturation moléculaire, et donc cellulaire, des différents 

neurones de projection. Ce qui pourrait avoir des implications importantes dans l'étude du 

développement néocortical, puisque les " homologies sérielles " (i.e. : une connectivité ou des 

codes moléculaires similaires) entre les régions néocorticales pourraient donc être dues à des 

variations d’un " schéma commun ", plutôt qu'à de multiples programmes génétiques 

indépendants et spécifiques à une région donnée. 
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