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Résumeé

Le récepteur de la sérotonine 5-HTs : une nouvelle cible pour le traitement des douleurs
neuropathiques.

En France, la prévalence des douleurs neuropathiques est estimée a 6,9% de la
population adulte. Ces douleurs ont un impact important sur la qualité de vie du patient et sont
souvent associées a des comorbidités dépressives, anxieuses, cognitives et des troubles du
sommeil. La prise en charge thérapeutique des douleurs neuropathiques demeure un défi
médical majeur, l'efficacité des traitements de référence (antidépresseurs (tricycliques et
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine-noradrénaline) et anti-épileptiques (gabapentine /
prégabaline)) étant peu satisfaisante.

Malgré le role majeur de la serotonine dans la modulation de la douleur, les inhibiteurs
sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS) sont peu efficaces alors qu’ils exposent a moins
d’effets indésirables que les antidépresseurs tricycliques. Le récepteur 5-HTg, connu pour ses
effets dans les fonctions cognitives, a récemment émergé comme un nouvel acteur de la
modulation sérotoninergique de la douleur. Outre son couplage a la protéine Gs, le récepteur
5-HTe est physiquement associé a des partenaires protéiques intracellulaires dont mTOR
(mammalian Target Of Rapamycin), également impliquée dans la douleur neuropathique et la
régulation des fonctions cognitives.

Les travaux présentés ont permis de caractériser la localisation sub-cellulaire du
récepteur 5-HTs au niveau du cil primaire de neurones présents dans les couches superficielles
de la corne dorsale de la moelle épiniere suggérant I’implication de cette structure dans la
modulation de la douleur. L’administration d’agonistes inverses du récepteur 5-HTs exerce un
effet antiallodynique et prévient les déficits cognitifs associés chez le rat SNL, alors que des
antagonistes neutres sont dépourvus d’effets, suggérant une activité constitutive du récepteur et
son implication dans I’hypersensibilité douloureuse dans ce modéle de neuropathie. De méme,
I’administration de rapamycine, un inhibiteur de mTOR, réduit I’allodynie tactile et les déficits
cognitifs associés chez les rats SNL.

Ils ont également permis de démontrer le couplage entre le récepteur 5-HTs et MTOR in
vitro et in vivo chez le rat douloureux. Ainsi, a I’aide d’un peptide interférant s’opposant a
I’interaction physique du récepteur avec mTOR, injecté par voie intrathécale, une diminution
des signes douloureux et des troubles cognitifs a été observée confirmant le role délétére de
I’interaction entre le récepteur 5-HTe spinal et mTOR en condition de douleur neuropathique.

L’ensemble de ces résultats expérimentaux permet une meilleure compréhension du
réle du récepteur 5-HTe et de son partenaire mTOR dans la douleur chronique et ouvre de
nouvelles perspectives dans sa prise en charge avec, notamment, le développement de nouveaux
agonistes inverses du récepteur 5-HTe.






Abstract

The serotonin 5 HTs receptor: a new target for the treatment of neuropathic pain.

Neuropathic pains affects 6.9% of the French adult population. They have a significant
impact on the quality of life of the patient, and often coexist with depression, anxiety, sleep
disturbances and cognitive dysfunction. Chronic neuropathic pain and these co-morbidities are
poorly controlled and represent a public health problem. First-line treatments (antidepressants
(tricyclic and serotonin-norepinephrine reuptake inhibitors) and anti-epileptic drugs
(gabapentin / pregabalin)) are unsatisfactory due to a lack of efficiency.

Despite the major role of serotonin in pain modulation, selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRIs) are poorly effective while they exhibit fewer adverse effects than tricyclic
antidepressants. The 5-HTs receptor, known for its effects on cognitive functions, has recently
emerged as a new target for serotoninergic modulation of pain. In addition to its coupling to the
Gs protein, the 5-HTs receptor is physically associated with intracellular protein partners
including mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), also involved in neuropathic pain and in
regulation of cognitive functions.

In the present work, we characterize the sub-cellular localization of the 5-HTg receptor
in primary cilium of neurons in dorsal horn spinal cord, suggesting the involvement of primary
cilia in pain modulation. The administration of 5-HTs receptor inverse agonists exerts an anti-
allodynic effect and abolishes co-morbid cognitive deficits in SNL rats, whereas neutral
antagonists are devoid of effects, suggesting a constitutive activity of the receptor involved in
pain hypersensitivity. Similarly, administration of rapamycin, an mTOR inhibitor, reduces
tactile allodynia and co-morbid cognitive deficits in SNL rats.

We also demonstrate the interaction between the 5-HTe receptor and mTOR in vitro and
in vivo in painful rats. Thus, thanks to an interfering peptide inhibiting the physical interaction
between 5-HTs receptor and mTOR (intrathecally injected), we improve mechanical and
thermal allodynia confirming the deleterious role of the spinal 5-HTe receptor-mTOR
interaction under neuropathic pain condition.

Taken together, these results contribute to a better understanding of the role of the 5-HTs
receptor and its mTOR partner in chronic pain and opens new ways in its management with, in
particular, the development of new 5-HTg receptor inverse agonists.
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Principales abréviations

4EBPL1 : eukaryotic initiation factor
4E-binding protein 1

5,7-DHT : 5,7-di-hydroxytryptamine
5-HIAA : acide 5-hydroxyindole acétique
5-HIAC : 5-hydroxyindole acétaldéhyde
5-HT : 5-hydroxytryptamine

5-HTTP : 5-hydroxytryptophane
6-OH-DA : 6-hydroxydopamine

AC : adenylate cyclase

Ach : acétylcholine

AMPCc : adénosine monophospate cyclique

APP/PS1 : amyloid precursor
protein/presenilin 1

ATC : antidépresseur tricyclique
BDNF : brain-derived neurotrophic factor
CCA : cortex cingulaire antérieure

CCI : chronic constricion injury, ligature
du nerf sciatique

CdkS5 : cyclin dependent kinase 5
CFA : adjuvant complet de Freund
Co-IP : co-immunoprécipitation
DA : dopamine

DAG : diacylglycerol

DN4 : douleur neuropathique 4

elF : facteur d’initiation de le traduction
eucaryote

ERK : extracellular signal-regulated
kinases

FAP : fibres afférentes primaires

GABA : acide y-aminobutyrique

GAP : protéine activatrices de GTPases
GFAP : protéine acide fibrillaire gliale
GFP : proteine fluorescente verte

Glu : glutamate

GRD : ganglions rachidiens dorsaux
GTP : guanosine triphosphate

i.c.v. : intracérébroventriculaire

i.p. : intrapéritonéale

i.t. : intrathécale

IASP : international association for the
study of pain

IoN-CCI : infraorbital nerve-chronic
constriction injury, modele de ligature du
nerf infra-orbitaire

IP3 : inositol triphosphate

ISRS : inhibiteur sélectif de la recapture de
la sérotonine

Jab-1 : jun binding domain protein-1
K1 : knock-in
KO : knock-out

LANSS : leeds assessment of neuropathic
symptoms and signs

LC : locus cceruleus

LTD : dépression a long terme
LTP : potentialisation a long terme
L-trp : L-tryptophane

MA : maladie d’ Alzheimer

MAO : monoamine oxydase



mLST8 : mammalian lethal with SEC13
protein 8

mMTOR : mammalian/mechanistic target of
rapamycin

MTORC : mammalian target of rapamycin
complex

NA : noradrénaline
NAC : noyau accumbens

NeuPSIG : neuropathic pain special
interest group

Nf1 : neurofibromine

NMDA : N-methyl-D-aspartate

OXA : oxaliplatine

p70S6K : ribosomal protein S6 kinase
PCP : phéncyclidine

PI3K : phosphoinositide 3-kinase

PIP2 : phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate

PKA/C : protéine kinase A/C
PLC : phospholipase C

PSNL : partial sciatic nerve ligation,
modele de ligature partielle du nerf
sciatique

PTX : paclitaxel

RCPG : récepteur couplé aux protéines G
Rheb : Ras homolog enriched in brain
RMg : noyau raphe magnus

RT-PCR : reverse transcriptase
polymerase chain reaction

RVM : région rostroventromédiane du
bulbe

S.C. : Sous cutanée

SCI : spinal cord injury, lésion
traumatique de la moelle épiniere

SEP : sclérose en plaques

SERT : transporteur de la sérotonine
SGPA : substance grise périaqueducale
SNC : systeme nerveux central

SNI : spared nerve injury, ligature de la
racine tibial et péronéal du nerf spinal

SNL : spinal nerve ligation, ligature de la
racine du nerf spinal

STZ : streptozotocine

TM : transmembranaire

TPH : tryptophane hydroxylase

TSC1/2 : tuberous sclerosis protein 1 et 2

VIH : virus de I'immunodéficience
humaine

VIN : vincristine

VMAT : transporteur vésiculaire des
monoamines
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INTRODUCTION GENERALE






Introduction générale

Les douleurs neuropathiques sont des douleurs induites par la Iésion ou par une maladie
affectant le systeme somatosensoriel (nerf, racine ou plexus nerveux) (Treede et al., 2008).
Elles touchent entre 6,8 et 10 % de la population générale (Bouhassira et al., 2008; VVan Hecke
et al., 2014) et, en raison de leur sévérité et de leur chronicité, sont souvent associees a des
troubles du sommeil, des troubles anxieux, dépressifs et/ou cognitifs (Beaupré et al., 2012; Jank
et al., 2017). Leur prise en charge thérapeutique est complexe et insatisfaisante dans la mesure
ou elles sont insensibles aux antalgiques classiques (AINS, paracétamol) et ou les traitements
de premiére intention ont une efficacité inconstante comme 1’atteste leur NNT (Number needed
to treat) élevé. En France, les traitements de 1°® intention recommandés et ayant spécifiquement
I’AMM dans cette indication sont les antidépresseurs tricycliques (NNT = 3,6), les
gabapentinoides (ligands de la sous-unité alphar-delta des canaux calciques voltage-
dépendants, NNT = 7,7-7,2), et la duloxétine (antidépresseur inhibiteur de la recapture de la
sérotonine et de la noradrénaline (IRSN), NNT=6,4) (Finnerup et al., 2015).

A cbté de leur retentissement physique, psychologique et social, les douleurs
neuropathiques ont un co(t financier et un impact sociétal importants : en 2012 en France, les
colts annuels de la douleur neuropathique étaient estimés a 10 313 €/patient (Liedgens et al.,
2016). Actuellement, 4 millions de francais souffrent de douleur neuropathique et cette
proportion s’accroit du fait de I’augmentation de la prévalence du diabeéte de type 2, pathologie
fortement pourvoyeuse de neuropathie métabolique, et en raison de I’augmentation du nombre
de cancers et de traitements par chimiothérapies anti-cancéreuses a 1’origine de neuropathies

iatrogenes. Le besoin d’innovation thérapeutique est bien réel.

Malgré de nombreux travaux consacrés aux mécanismes de controle de la douleur dés
le premier relai spinal, soulignant le rdle clé de la sérotonine (5-HT) dans la modulation de la
transmission douloureuse, il apparait que son implication est loin d’étre univoque, constat
illustré par I’efficacité limitée des antidépresseurs inhibiteurs sélectifs de la recapture de la
5-HT (ISRS) (Finnerup et al., 2015). En fait, I’existence de différents sous-types de récepteurs
sérotoninergiques, leur localisation ubiquitaire dans le SNC (pré- ou postsynaptique, en regard
ou sur les fibres afférentes primaires, les neurones de projection, les interneurones excitateurs
ou inhibiteurs spinaux), leurs différents modes d’activation et de signalisation, leur différence
de sensibilité en condition pathologique, rendent compte des effets paradoxaux voire de

I’absence d’effet de 1la 5-HT sur la transmission douloureuse.



Parmi les récepteurs 5-HT, le récepteur 5-HTs est récemment apparu comme une cible
intéressante : d’abord décrit comme jouant un role dans le développement neuronal (Duhr et
al., 2014; Jacobshagen et al., 2014; Dayer et al., 2015), c’est I’effet d’antagonistes 5-HTg sur
les processus cognitifs (Loiseau et al., 2008; Meffre et al., 2012) et I’identification de
I’interaction du récepteur 5-HTs avec mTOR (Meffre et al., 2012), une protéine intracellulaire
impliquée dans les processus neuropathiques douloureux (Geranton et al., 2009; Zhang et al.,
2013), qui ont attisé notre curiosité. La littérature scientifique rapporte quelques articles

démontrant clairement le r6le bénéfique du blocage du récepteur 5-HTeg sur la douleur :

- chez le rat, le blocage du récepteur 5-HTs, diminue la douleur inflammatoire induite par
I’injection de formol dans la patte (Castafieda-Corral et al., 2009),

- dans le modele de neuropathie traumatique douloureuse induite par ligature du(es) nerf(s)
spinal(aux) L5(L6) (modéle SNL, spinal nerve ligation) chez le rat, 1’administration
d’antagonistes du récepteur 5-HTes améliore voire supprime I’allodynie tactile (Jayarajan et al.,
2015; Pineda-Farias et al., 2017) et thermique (Devegowda et al., 2013; Hong et al., 2017) et

potentialise I’activité antalgique des gabapentinoides (Jayarajan et al., 2015).

Au-dela de ces arguments comportementaux en lien direct avec notre problématique,
d’autres travaux et le développement de nouveaux ligands du récepteur 5-HTe ont conduit a
décrire une activité constitutive du récepteur, indépendante de la sérotonine endogéne, dans des
conditions physiologiques et/ou pathologiques (Duhr et al., 2014; Deraredj Nadim et al., 2016;
Grychowska et al., 2016; Zajdel et al., 2016; Vanda et al., 2018).

De ces constats est née I’hypothése d’une activité anormale du récepteur 5-HTs et de la
voie de signalisation mTOR dépendante de ce récepteur dans I’étiopathogénie de la douleur
neuropathique. Nous avons donc entrepris dans ce travail de thése, de clarifier le role joué par
le récepteur 5-HTs spinal et de la voie de signalisation de mTOR dans un modeéle de neuropathie

traumatique douloureuse.

Le premier objectif de notre travail de these a été de déterminer si 1) le blocage du
récepteur 5-HTs par des approches pharmacologiques « classiques » basées sur 1’emploi de
ligands 5-HTs (dont certains nouvellement synthétisés), et si 2) le blocage de la voie mTOR,
réduisent les symptomes d’allodynie et les deficits cognitifs associés aux douleurs

neuropathiques;



Introduction générale

Une fois caractérisés 1’activité constitutive du récepteur et le role délétére de
I’activation de mTOR, nous avions pour deuxiéme objectif d’établir le lien de cause a effet
entre I’activation agoniste-indépendante de mTOR par le récepteur 5-HTe et 1’allodynie
observée chez le rat SNL, grace a une approche originale basée sur un peptide interférant
bloquant I’interaction physique entre le récepteur et mTOR et, de ce fait, 1’activation
pathologique de cette kinase dans le modéle de neuropathie. Afin de conforter ces résultats, des
approches moléculaires et biochimiques explorant I’activité de mTOR dans la moelle spinale

dans les différentes conditions pathologiques et pharmacologiques, ont été menées.

Enfin, dans la problématique de la résistance des douleurs neuropathiques aux ISRS
illustrée en clinique par un NNT élevé (6,8) les classant parmi les traitements aux
recommandations « non concluantes » (Finnerup et al., 2015), explorée depuis plusieurs années
par I’équipe, nous avions pour troisieme objectif de rechercher si le blocage de I’activité

constitutive du récepteur pouvait renforcer 1’efficacité des ISRS.

Aprés des rappels bibliographiques centrés sur douleurs neuropathiques, 5-HT, et
récepteur 5-HTe/voies de signalisation, nous présenterons et discuterons les principaux résultats

obtenus au cours de ce travail de these.
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Rappels bibliographiques : La douleur neuropathique

Chapitre 1. La douleur neuropathique

1. Généralités

La nociception regroupe I’ensemble des processus neuraux de codage des stimuli
nociceptifs (transduction, transmission et intégration) provoquant de la douleur ; la douleur est
une expeérience sensorielle complexe ayant un réle de protection et de défense vis-a-vis d’une
agression. Ainsi, lorsque le systeme nerveux integre une information sensorielle comme

douloureuse, une réaction va étre générée afin se soustraire I’organisme a la cause de la douleur.

L’Association Internationale pour I’Etude de la Douleur (International Association for
the Study of Pain — IASP) définit la douleur comme une « expérience sensorielle et émotionnelle
désagréable en réponse a une lésion tissulaire réelle ou potentielle ou décrite en termes de telles
Iésions ». Cette définition évoque 1’aspect multidimensionnel de la douleur, ¢’est-a-dire ses
composantes sensorielles, émotionnelles, cognitives et comportementales. Cette définition

s’applique a toutes les étiologies et durées d’évolution de la douleur.

La dimension sensori-discriminative informe 1’individu sur la nature (pression, chaud,

froid...), I’intensité, la localisation, I’étendue et la durée du stimulus.

La douleur s’accompagne invariablement d’une émotion plus ou moins désagréable
(pénible, insupportable, ...) qui renforce la motivation de 1’action qui vise a la soulager. Cette

composante constitue la dimension affective et émotionnelle de la douleur.

La dimension cognitive correspond a la signification qu’est accordée a la douleur par le
patient. Elle dépend de facteurs environnementaux, éducatifs, socio-culturels, I’histoire

personnelle du patient.

La composante comportementale s’exprime par des manifestations conscientes ou
non : des réactions de défense ou de fuite immédiate (réflexes somato-moteurs) ; des réactions
neurovégétatives (hausse/baisse de la fréquence cardiaque, de la pression artérielle) et neuro-

endocriniennes ; des manifestations verbales (cris, pleurs) et non verbales (attitudes, mimiques).



La douleur aigué est une sensation normale qui alerte le corps d’un dommage potentiel.

Elle est immeédiate, de courte durée (de quelques heures a quelques jours), et peut étre illustrée

par la douleur pergue en raison d’une blessure (coup, fracture, infection,...) ou d’une chirurgie.

Une fois la cause traitée, la douleur disparait.

La douleur peut cependant devenir chronique, lorsque la sensation douloureuse excede

trois a six mois d’évolution malgré un traitement adéquat. Sa physiopathologie est nettement

plus complexe que celle de la douleur aigué avec des atteintes du systéme nerveux central et

périphérique. Sa prévalence en Europe est de 19 % de la population adulte (Breivik et al., 2006),

ce qui en fait un probléme de santé publique majeur. Elle touche davantage les femmes que les

hommes (Fillingim, 2000) et le sujet &gé (Rustaen et al., 2005); des facteurs environnementaux

et génétiques contribuent a un risque plus élevé de douleur chronique (Mclntosh et al., 2016).

Selon les mécanismes physiopathologiques générateurs de la douleur, on distingue :

La douleur nociceptive (ou par exces de nociception) : elle est définie par I’'TASP
comme « résultant d'une lésion réelle ou potentielle des tissus non neuronaux et due a
I'activation des nocicepteurs ». Elle peut étre causée par des pathologies bénignes
entrainant une lésion tissulaire : traumatisme, chirurgie, inflammation (arthrite,
polyarthrite rhumatoide, spondylarthrite ankylosante, arthrite juvénile, ostéoarthrite),
arthrose, contusion, brilure, fracture. D’origine cancéreuse, elle est due a la libération
de substances algogenes par la tumeur, a une sensibilisation des fibres afférentes

primaires ou a la distension d’organes creux.

La douleur neuropathique : elle est définie comme résultant d’une 1ésion ou d’une
maladie affectant le systéme somato-sensoriel (Treede et al., 2008; Jensen et al., 2011).
Les douleurs neuropathiques peuvent étre classées en fonction de critéres anatomiques
et/ou étiologiques. Les étiologies sont, la aussi, variées : traumatisme, diabéte, infection

ou maladie auto-immune, tumeur cancéreuse (Compression nerveuse).

La douleur nociplastique : autrefois appelée douleur dysfonctionnelle, elle est définie
par ’IASP comme « résultant d'une nociception altérée, malgré lI'absence de signes
évidents de dommages tissulaires reels ou potentiels, provoquant l'activation de

nocicepteurs périphériques, ou provoquant des signes de maladie ou de lésion du
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systeme somato-sensoriel causant la douleur » (Aydede and Shriver, 2018). Elle sert
principalement & expliquer les phénomeénes douloureux ou aucune lésion (neuronale ou
non-neuronale) n’est identifiée, par exemple, la fibromyalgie, la céphalée de tension, le
syndrome de I’intestin irritable et la cystite interstitielle (ou syndrome de la vessie

douloureuse).

2. Etiologie et épidémiologie des douleurs neuropathiques

2.1 Les douleurs neuropathiques périphériques.

Parmi les plus fréquentes figurent les douleurs post-traumatiques (Tableau 1). Elles
résultent en général de blessures causées par des accidents de la route, du travail, par des objets
coupants et pénétrants, et des fractures. L'incidence des lésions nerveuses périphériques
traumatiques varie de 2,8 % a 5 % de la population générale (Eser et al., 2009; Davis and Curtin,
2016).

La douleur neuropathique postopératoire correspond a la persistance d’une douleur
au niveau de la chirurgie au-dela de deux mois apres celle-ci, sans autre cause identifiée et sans
lien avec une douleur préopératoire ou une complication de la chirurgie. Les actes chirurgicaux
ou la douleur neuropathique postopératoire a une incidence élevée sont la chirurgie du sein, la
chirurgie de hernie inguinale, la chirurgie thoracique, la chirurgie d’amputation, le greffon
iliaque (Fletcher et al., 2015). Son incidence est comprise entre 6 % et 68 % et varie en fonction

du type de chirurgie et de la technique chirurgicale (Haroutiunian et al., 2013).

Les douleurs du membre fantdbme, consécutives a une amputation, ont une incidence
comprise entre 45 et 85 % (Kuffler, 2018).

Les neuropathies métaboliques (diabéte de type 1 (DT1) et de type 2 (DT2), carences
nutritionnelles) sont 1’une des causes de polyneuropathie les plus fréquentes en Europe et dans
le monde (Feldman et al., 2017). La prévalence des neuropathies diabétiques est de 8 % a 54 %
pour le DT1, et de 13 % a 46 % pour le DT2 (Sommer, Geber, et al., 2018). Parmi les patients
atteints de neuropathies diabétiques, 26,4 % souffrent de douleurs neuropathiques (Van Hecke

et al., 2014). Les mécanismes responsables de douleurs neuropathiques chez ces patients ne
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sont pas encore entierement compris bien que I’effet neurotoxique de I’hyperglycémie
représente un facteur important pour leur développement (Schreiber, 2015). D’autres troubles
métaboliques peuvent étre en cause, tels que les stades avancés de 1’insuffisance rénale
(prévalence 60-70 %), les carences nutritionnelles en vitamine (Bus/i2, E) et la porphyrie
(Hammond et al., 2013; Staff and Windebank, 2014; Pham et al., 2017; Giat and Yom-Tov,
2018).

D’origine toxique, la plus fréquente est la neuropathie alcoolique induite par la
consommation excessive et chronique d’alcool. Des douleurs et des dysesthésies,
principalement dans les membres inférieurs représentent les symptémes initiaux et majeurs des
patients souffrant de neuropathies alcooliques (Chopra and Tiwari, 2012). Une des
caractéristiques principales de cette pathologie est la dégénérescence axonale des fibres
myeélinisées et non myélinisées. Différents mécanismes physiopathologiques seraient mis en
jeu avec un effet neurotoxique direct de 1’alcool et de ses métabolites et un effet indirect li¢ a
des carences nutritionnelles (Chopra and Tiwari, 2012). La prévalence des neuropathies
alcooliques est de 22 % a 66 % des patients alcooliques chroniques (Sommer, Geber, et al.,
2018). La durée de I'abus d'alcool et la quantité d'alcool consommée représentent les deux
facteurs les plus importants, les femmes étant plus touchées que les hommes par les
neuropathies alcooliques (Chopra and Tiwari, 2012).

D’autres agents dits « environnementaux » peuvent étre responsables de
polyneuropathies toxiques tels que les métaux lourds (plomb, arsenic, mercure, thallium) et les

agents toxiques industriels (Karam and Dyck, 2015) (Figure 1).

Les neuropathies iatrogénes sont le plus souvent induites par des agents anticancéreux.
C’est l'effet indésirable neurologique le plus fréquent de la thérapie anti-tumorale avec des
médicaments cytostatiques, tels que les sels de platine, les vinca-alcaloides, les taxanes, les
inhibiteurs du protéasome, ainsi que I’immunothérapie. En raison de 1'augmentation du nombre
de cancer et de I’amélioration de la survie a long terme, 1'incidence des douleurs neuropathiques
iatrogénes augmente. Elles débutent généralement avec des symptdmes de déficit sensoriel et
de douleur au cours des deux premiers mois de traitement et peuvent se stabiliser ou disparaitre
une fois le traitement interrompu (Staff et al., 2017). Les sels de platine, tels que le carboplatine
et le cisplatine, entrainent principalement des lésions des nerfs périphériques et des ganglions
rachidiens dorsaux (GRD), via I'accumulation progressive d'adduits a I'ADN et l'inhibition des

voies de sa réparation. L’ oxaliplatine peut également altérer la conduction électrique impliquant
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les canaux calciques voltage-dépendants par une séquestration des ions Ca?* par son résidu
oxalate (chélateur) et ainsi provoquer une toxicité aigué (Avan et al., 2015). L’ oxaliplatine peut
entrainer des neuropathies aigués et chroniques respectivement chez 85 % et 73 % des patients
traités (Argyriou et al., 2013). Les vinca-alcaloides et les taxanes empéchent la tubuline de
former les microtubules, inhibant ainsi la division cellulaire. En interférant avec le systéeme
microtubulaire, ils perturbent le transport axonal antérograde et rétrograde de neurofilaments,
d’organelles et d’endosomes, participant a 1’apparition de polyneuropathies (Avan et al., 2015).
Parmi les patients recevant des taxanes, une douleur neuropathique est présente chez 64 %
d’entre eux et disparait quelques mois aprés la fin du traitement chez seulement 14 % des
patients (Miltenburg and Boogerd, 2014). Ces douleurs peuvent également étre induites par

d’autres agents pharmacologiques tel que les antimicrobiens (Karam and Dyck, 2015).

Parmi les neuropathies héréditaires, la polyneuropathie amyloide familiale qui touche
5000 a 10 000 individus dans le monde (Plante-Bordeneuve, 2014), caractérisée par le dép6t
anormal de fibrilles amyloides (Shin and Robinson-Papp, 2012) est responsable de douleur
neuropathique chez 20 % des patients (Maurer et al., 2016).

La maladie de Charcot-Marie-Tooth, dont la prévalence de 1/2500 en fait une des
maladies neuromusculaires héréditaires la plus fréquente dans le monde (Emery, 1991), est
responsable de douleur neuropathique chez environ 30 % des patients (Ribiere et al., 2012).

La maladie de Fabry, ou la douleur est un des premiers symptémes (Germain, 2010), est
caractérisée par des manifestations neurologiques périphériques débutant dans 1’enfance et
dominées par des crises douloureuses aigués et des paresthésies chroniques touchant 60 % a
80 % des garcons et des filles (Hopkin et al., 2008).

Les douleurs neuropathiques liées au cancer, ou la tumeur peut léser localement (par
compression) ou a distance (métastases) le tissu nerveux. C’est le cas de la leucémie et le
my¢lome multiple, ou les douleurs peuvent étre d’origine osseuse (ostéolyse, fracture de
compression) ou dues a une compression directe nerveuse ou médullaire (Niscola et al., 2010).
Les patients atteints de mésothéliome pleural peuvent également souffrir de douleurs
neuropathiques qui peuvent étre, dans ce cas, dues a une infiltration tumorale de la paroi
thoracique, des cOtes, des racines nerveuses, et des nerfs intercostaux avec une prévalence de
40 % (MacLeod et al., 2016). La prévalence des douleurs neuropathiques varie entre 61 % et
77 % des patients souffrant de myélome multiple, et atteint presque 100 % pour les formes

avancées (Niscola et al., 2010).
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Douleurs neuropathiques périphériques
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Figure 1 : Les différentes étiologies des douleurs neuropathiques périphériques.

D’origine infectieuse les douleurs neuropathiques sont rapportées chez 40 % a 90 %
des patients et principalement décrites comme des « brdlures » (Dorfman et al., 2013). La
neuropathie touche entre 30 % et 60% des patients séropositifs au VIH, et on estime que 10,5 a
21 millions de personnes souffrent de neuropathie et sont a haut risque de souffrir de douleurs
(Dorfman et al.,, 2013). L’utilisation fréquente d’antirétroviraux neurotoxiques tend a
augmenter la prévalence des neuropathies sensitives chez ces patients, avec un facteur de risque
de 1,6 (Ellis et al., 2010).
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Une autre origine infectieuse est le zona, complication due a la réactivation du virus de
la varicelle-zona (VZV, varicella-zoster virus) plusieurs années aprés 1’infection par le virus (a
I’état dormant au niveau des corps cellulaires des fibres nerveuses périphériques et centrales)
et entrainant une douleur cutanée lancinante, de type bralure (Gruver and Guthmiller, 2018). Il
a eté recemment rapporté que 13 % des patients agés de 50 ans et plus, ayant souffert de zona,
développent des douleurs neuropathiques (Gruver and Guthmiller, 2018).

La borréliose (ou maladie de Lyme) causée par des bactéries du genre spirochéte
(Borrelia) et transmise a 1’homme par les tiques et les poux, et dont I’incidence n’a cessé
d’augmenter au cours des 15 dernieres années (Steere et al., 2016), est a I’origine de douleurs
chroniques inflammatoires (arthralgies) et neuropathiques (paresthésies, sensations de bralures)
(Zimering et al., 2014). Trois a 5 ans apres I’infection, 29 % des patients se plaignent de
symptdémes neurologiques résiduels, dont 16 % de douleur chronique et 18 % de céphalée
(Zimering et al., 2014).

2.2 Les douleurs neuropathiques centrales

Les étiologies sont aussi variées que les lésions vasculaires ou traumatiques cérébrales
(séquelle d’un accident vasculaire cérébral) ou les 1ésions ischémiques médullaires.

Les syndromes centraux de douleur neuropathique peuvent étre difficiles a reconnaitre
étant donné le délai (de plusieurs semaines a années) entre la lésion initiale du SNC et
I’apparition de symptomes (Watson and Sandroni, 2016).

Les douleurs neuropathiques peuvent étre d’origine neurodégénérative, notamment dans
la maladie de Parkinson ou ces douleurs sont présentes chez 22 % des patients (Valkovic et al.,
2015). La physiopathologie n’est, dans ce cas, pas entiérement comprise mais Serait
probablement liée a une altération du fonctionnement de I’axe cortex - ganglions de la base -
thalamus, impliqué dans la modulation de la douleur (Ha and Jankovic, 2012).

Elles peuvent également trouver leur origine dans des processus inflammatoires et auto-
immuns comme dans la sclérose en plaque (SEP). La douleur résulte ici de lésions
démyélinisantes de zones impliqués dans la perception de la douleur notamment des Iésions du
tractus spino-thalamo-cortical, conduisant a une hyperexcitabilité centrale, mais peut également
résulter de la genése de courants électriques ectopiques due a des lésions axonales dans le
cerveau et la moelle €épiniere expliquant a la fois la présence de symptomes d’hypersensibilité,

de paresthésie et de douleurs paroxystiques (Truini et al., 2013; Brola et al., 2014). La
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prévalence des douleurs neuropathiques chez les patients souffrant de SEP varie
considérablement, entre 29 % et 86 % selon les protocoles d'évaluation utilisés, la définition de
la douleur appliquée et les différents stades de progression de la SEP (O’Connor et al., 2008;

Solaro and Messmer Uccelli, 2011).

Les facteurs de risque les plus courants concernant la douleur neuropathique sont le sexe
féminin (avec une prévalence de 8 % contre 5,7 % chez I’homme), I’4ge avancé (8,9 % chez
les patients > 50 ans contre 5,6 % chez ceux < 49 ans), ainsi qu’un faible niveau d'éducation
(Colloca et al., 2017). La douleur neuropathique est en général associée a une moins bonne

santé physique et mentale (Bouhassira et al., 2008; Attal et al., 2011).

3. Les symptomes des douleurs neuropathiques

A I’instar de la grande diversité étiologique, les symptomes rencontrés dans les douleurs

neuropathiques sont trés variés (Tableau 1). On distingue :

- les déficits sensitifs, caractérisés par une baisse de la sensibilité en réponse a un stimulus
nociceptif ou non nociceptif (hypoalgie, hypoesthésie). Les conséquences sont principalement
une diminution de la perception sensorielle et un engourdissement du membre ou de la zone
atteinte. Un stimulus normalement douloureux n’est donc plus détecté et percu, il peut alors

passer inapergu et avoir des conséquences néfastes pour 1’intégrité physique du patient.

- les douleurs spontanées, continues ou intermittentes qui se manifestent par des paresthésies
(sensations non douloureuses mais désagréables tel que des fourmillements, des picotements),
des douleurs paroxystiques (décharges électriques), ou par des douleurs superficielles,

apparentées a des bralures.

- les douleurs évoquées, caractérisées par une sensation douloureuse lors de I’application d’un
stimulus non douloureux, signant une allodynie, ou par une sensation douloureuse exacerbée
en réponse a un stimulus normalement douloureux, signant alors une hyperalgie. Les stimuli
responsables de telles douleurs peuvent étre de nature thermique (chaud ou froid) ou de nature
mécanique (dynamique ou statique).
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Tableau 1 : Caractéristiques et évaluation des symptomes et signes cliniques des patients atteints de
douleur neuropathique. D’aprés Baron et al., 2010.

Caractéristique

Evaluation clinique

Réponse pathologique

Déficits sensitifs

e Hypoesthésie

Sensibilité diminuée a des stimuli
non douloureux

Effleurage de la peau (pinceau,
coton ou gaze)

Sensibilité réduite, engourdissement

e Hypoalgie

Sensibilité diminuée a des stimuli
douloureux

Piglre de la peau avec une téte
d'épingle

Détection et perception réduites,
engourdissement

Douleurs spontanées

Fourmillement (désagréable mais

Evaluation de I'intensité de 1 a 10,

* Paresthésie non douloureux) de la surface de la zone (cm?) /

« Douleur paroxystique Décharges électriques (plusieurs Evaluation de I'inten.sité de1a10, /
secondes) du nombre en fonction du temps

e Douleur superficielle Douleur continue Intensité de 1 a 10 /

Douleurs évoquées

Douleur ressentie apres un stimulus

Douleur intense (type brdlure),

e Allodynie tactile , Effleurage de la peau (pinceau, présente au niveau de la zone
d i Iéger (frottement sur la peau), coton ou gaze) affectée (zone primaire) et autour
ynamique normalement non douloureux g P .
(zone secondaire)

. . Douleur ressentie aprés un stimulus . Douleur sourde, présente au niveau

e Allodynie tactile ) ) P Toucher de la peau (extrémité d'un ) P X
. de pression statique, normalement ) de la zone innervée par les nerfs

statique filament de nylon)

non douloureux

affectés par la Iésion (zone primaire)

e Allodynie au froid

Douleur ressentie aprés un stimulus
thermique frais ou froid,
normalement non douloureux

Mise en contact de la peau avec des
objets a environ 20 °C (régle en
métal, acétone, verre d'eau)

Douleur (souvent de type brdlure),
présente au niveau de la zone
primaire et de la zone secondaire

e Allodynie au chaud

Douleur ressentie apres un stimulus
thermique tiede ou chaud,
normalement non douloureux

Mise en contact de la peau avec des
objets a environ 40°C

Douleur (type bralure), présente au
niveau de la zone primaire

e Hyperalgie
mécanique statique

Exagération de la douleur ressentie
apres un stimulus de pression
statique, normalement douloureux

Application d'une pression
mécanique sur la peau

Douleur sourde, présente au niveau
de la zone primaire

Les patients peuvent donc présenter des symptdmes sensitifs paradoxaux avec une

douleur comme symptéme dominant, combinée a une sensibilité réduite induite par la Iésion.

La connaissance des anomalies sensorielles est essentielle pour le diagnostic de la douleur

neuropathique. Les principaux défis dans le développement d'une approche globale de la

douleur neuropathique résident donc dans le diagnostic de la douleur, I'identification de son

étiologie et la connaissance de son évolution (Baron et al., 2010).
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4. Diagnostic des douleurs neuropathigues

Le diagnostic est avant tout clinique et repose sur 1’utilisation d’outils sous forme de
questionnaires associés ou non a un examen clinique.

Les questionnaires permettent ainsi de classer la douleur sur la base de descriptions
verbales faites par le patient. Cinq questionnaires, traduits en plusieurs langues, sont a I’heure
actuelle recommandés par le Groupe d’Intérét Spécial pour la Douleur Neuropathique
(NeuPSIG) de I’IASP : le Douleur Neuropathique 4 (DN4), le ID Pain, le Leeds Assessment of
Neuropathic Symptoms and Signs (LANSS), le PainDETECT et le Neuropathic Pain
Questionnaire (Mathieson et al., 2015).

Ces outils de dépistage peuvent étre utilisés par des médecins non-spécialistes de la
douleur. Leur facilité d'utilisation par les cliniciens rend ces outils de dépistage attrayants dans
la mesure ou ils permettent une acquisition immédiate, donc rapide de I’information (Baron et
al., 2010). Néanmoins, une fois la douleur neuropathique diagnostiquée, une évaluation
clinique, permettant de confirmer le diagnostic et d’orienter la décision de traitement, est
indispensable. Parmi ces 5 questionnaires, le DN4 et le NP Questionnaire semblent étre les plus
sensibles et les plus spécifiques (Mathieson et al., 2015). En utilisant le LANSS, une étude
britannique rapporte une prévalence des douleurs neuropathiques de 8,2 % sur une cohorte de
6000 individus (Torrance et al., 2006). En France, la prévalence des douleurs neuropathiques
dans la population générale est estimée a 6,9 % sur la base du questionnaire DN4 (Bouhassira
et al., 2008).

5. Co-morbidités associées aux douleurs neuropathiques

La douleur neuropathique, par sa chronicité et sa sévérité, peut détourner les ressources
attentionnelles et cognitives, devenir des lors prioritaire sur toute activité physique ou mentale
en cours. Ainsi, il n’est pas rare d’observer des troubles associés. Les pathologies psychiatriques
les plus souvent rencontrées chez les patients souffrant de douleur neuropathique sont la
dépression, avec une prévalence de 16,5 %, 1’anxiété généralisée, avec une prévalence de
12,1 %, et enfin, de fagon plus générale, les troubles de I’humeur chez 29,7 % des patients
(Radat et al., 2013). Les troubles du sommeil dés 1’apparition des symptomes douloureux sont
rapportés chez 88 % des patients souffrant de douleurs chroniques (Smith et al., 2000) et 81,3 %
de patients neuropathiques diabétiques douloureux (Dermanovic Dobrota et al., 2014). Des
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troubles cognitifs caractérises par un QI plus faible que les témoins, des déficits de la mémoire
spatiale, verbale, de la vitesse de traitement des informations et des fonctions exécutives
(adaptation du comportement en fonction des informations traitées et des objectifs) (Nadar et
al., 2016; Moriarty et al., 2017) sont également présents chez les patients douloureux
chroniques avec une prévalence de 11,4 % (Povedano et al., 2007). Un suivi de ces
comorbidités sous traitement peut donc étre réalisé a titre de critére d’efficacité secondaire dans

les essais thérapeutiques (Attal et al., 2010).
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Chapitre 2. Le systeme sérotoninergigue

1. Généralités

La sérotonine (ou 5-hydroxytryptamine, 5-HT) a été découverte il y a maintenant 70
ans en tant que substance vasoconstrictrice libérée par les plaquettes au cours du processus de
coagulation (Rapport et al., 1948). On la retrouve dans le systeme nerveux central (SNC) et a
la périphérie (90-95 %) ou elle est synthétisée en majorité par les cellules entéro-chromaffines
du tractus gastro-intestinal et stockée dans les plaquettes sanguines (Berger et al., 2009). Elle
va donc étre capable de moduler une large gamme de processus physiologiques, allant de la
fonction gastro-intestinale, 1’agrégation plaquettaire, I’immunité, a I'numeur, l'appétit, le
sommeil, I’activité sexuelle, la température du corps, les fonctions cognitives (mémoire et

apprentissage) et la douleur.

1.1 Biosynthése de la 5-HT

La synthése et le métabolisme de la 5-HT sont étroitement régulés, 99 % de celle-ci
étant stockée de facon intracellulaire (Mohammad-Zadeh et al., 2008). Elle agit comme un
neurotransmetteur, une hormone et un facteur de croissance (Gershon, 2013; Shajib and Khan,
2015). Sa biosynthese est réalisée a partir du L-tryptophane (L-trp), acide aminé essentiel dont
la source est nutritionnelle. Elle se produit en deux étapes enzymatiques ; dans la premiére, le
L-trp est hydroxylé par la tryptophane hydroxylase (TPH de type 2 dans le SNC, de type 1 a la
périphérie et dans le SNC) pour produire du 5-hydroxytryptophane (5-HTP) ; dans la seconde
étape, le 5-HTP est décarboxylé par la décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC)
donnant la 5-HT (Figure 2) (Walther & Bader 2003).

HO
o HO
THP, o AADC
OH » »
’ OH
HN NH. | |
HN NH; HN NH.
L-Tryptophane 5-Hydroxy-L-Tryptophane Sérotonine (5-HT)

Figure 2 : Synthése de la sérotonine
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Bien que les deux enzymes soient nécessaires a la synthese de la 5-HT, seule la TPH est
I'enzyme limitante. La déplétion ou I’inhibition de la TPH entraine une réduction des taux de
5-HT, qui n’est pas retrouvée avec l'inhibition de 'AADC (Mohammad-Zadeh et al., 2008).
Les 2 isoformes TPH;1 et TPH> sont exprimées dans plusieurs régions du cerveau, y compris
I’hippocampe, I’hypothalamus, I’amygdale et le cortex frontal. La forme TPH, est absente des
tissus périphériques contrairement a la TPH1 qui contrdle donc la synthése de la majeure partie
de la 5-HT en périphérie (Walther and Bader, 2003; Zill et al., 2007). L’activité enzymatique
de la TPH: est dépendante d’un cofacteur, le phosphate pyridoxal, dérivé de la vitamine B6,
dont la source est également nutritionnelle (Shabbir et al., 2013). Cibler cette enzyme est une
stratégie fréquemment utilisée dans 1’étude du systéme sérotoninergique. Son blocage par la
para-chlorophénylalanine (pCPA) (inhibiteur irréversible) est utilisé en pharmacologie
expérimentale chez le rat et la souris pour réduire les taux de 5-HT dans le SNC (Eide et al.,
1988; Pozzi et al., 1999; Koed and Linnet, 2000; Jensen et al., 2014; Yoshimura et al., 2014;
Weng et al., 2015; Patucha-Poniewiera et al., 2017). L’inhibition de cette enzyme peut
également étre réalisée par stratégie sh/siARN (McCarthy et al., 1995; Wei et al., 2010; Gautier
et al., 2017) ou par invalidation génique chez la souris (TPH2") (Fernandez and Gaspar, 2012;
Beis et al., 2015). Elle peut également servir de cible en immunohistochimie, dans la mesure
ou elle est exprimée exclusivement dans les neurones sérotoninergiques ; [’utilisation
d’anticorps dirigés contre celle-ci permet de localiser les neurones sérotoninergiques, par
exemple dans les noyaux du raphé et le mésencéphale chez le rongeur (Rahim et al., 2014;
Gasull-Camds et al., 2018; Ikoma et al., 2018; Payet et al., 2018).

Une fois synthétisée, la 5-HT est importée dans des vésicules des terminaisons
présynaptiques des neurones sérotoninergiques par le transporteur vésiculaire des monoamines
(VMAT, vesicular monoamine transporter). Ces transporteurs ne sont pas spécifiques de la
5-HT et sont également responsables du stockage d’autres monoamines telles que la dopamine
(DA), la noradrénaline (NA).

VMAT est un antiport (également appelé contre-transporteur), échangeant deux ions H*
intra-vésiculaires, contre une monoamine extra-vésiculaire (Knoth et al., 1981) grace a la
présence sur la membrane de la vésicule d’une H'/ATPase permettant un gradient
électrochimique de H* (Marshall et al., 2014). La steechiométrie globale de 1’échange
H*/monoamine est 2:1 (Knoth et al., 1981). Il existe 2 isoformes du VMAT, VMAT; et

VMAT,. L’isoforme VMAT? est exprimée de fagcon prédominante dans le tissu nerveux et dans
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les cellules neuroendocrines de l'estomac. VMAT: est exprimé dans les cellules
neuroendocrines de l'intestin gréle et dans les cellules épithéliales mammaires. Les deux
isoformes sont co-exprimées dans la médullosurrénale (Marshall et al., 2014). Elles sont
similaires en terme de spécificité de substrat, en particulier celles du transport de la 5-HT et de
la DA. VMAT: est en revanche capable de transporter la NA et I'histamine plus efficacement

(respectivement 4 et 33 fois plus) (Erickson et al., 1996).

Une fois la 5-HT stockée dans les vésicules, elle est associée a une protéine de liaison
spécifique (SBP, Serotonin Binding Protein) (Gershon et al., 1983). Lors de la stimulation du
neurone, ’influx de Ca?* entraine la libération par exocytose du complexe 5-HT-SBP dans la

fente synaptique

A la périphérie, la 5-HT est synthétisée par les cellules entéro-chromaffines. La 5-HT
libérée dans la circulation sanguine est captée par un mécanisme de transport actif dans les
plaquettes sanguines, principal lieu de stockage. Le turn-over de la 5-HT differe selon sa
localisation, sa demi-vie (T1) allant de quelques minutes dans le cerveau a plusieurs heures au

niveau intestinal et plusieurs jours au niveau plaquettaire.

1.2 Recapture et catabolisme

La 5-HT, une fois libérée dans I’espace synaptique va se fixer sur des récepteurs
présynaptiques ou postsynaptiques, afin d’exercer ses effets. Afin de réguler avec précision les
concentrations extracellulaires de 5-HT, elle peut aussi étre recaptée par son transporteur SERT,
stockée ou degradée par les monoamines oxydases (MAO) (Figure 3).

Le transporteur SERT, comme tous les transporteurs de monoamine, est une protéine a
12 hélices o transmembranaires Na*/Cl- dépendante située dans la membrane plasmique de la
cellule et exprimée dans le SNC, le tractus gastro-intestinal, les plaquettes, et au niveau du

systéeme vasculaire pulmonaire et périphérique (Rudnick, 2006).
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Effecteurs

post-synaptique

Figure 3 : Mécanisme de recapture et catabolisme de la 5-HT.

Le transporteur SERT nécessite de 1'énergie obtenue en couplant I’influx de
monoamines a celui du Na+. Grace a la Na*/ K™ ATPase dont I’expression est ubiquitaire, un
gradient électrochimique de Na+ est généré permettant le transport de la 5-HT. L’ion K* se lie
alors au transporteur et est excrété hors de la cellule, lui permettant de retourner dans sa
conformation originale. La stecechiométrie globale est un échange électro-neutre d’un rapport
1:1:1:1 de K" avec Na *, Cl" et 5-HT (Gu et al., 1997).

Il 'y a deux conséquences a l'activation du SERT: (1) la fin de la signalisation
sérotoninergique en retirant la 5-HT de I'espace synaptique, (2) la régulation de la recapture ou
le stockage de la 5-HT dans les cellules. La recapture de la 5-HT se produit dans differents
types cellulaires : les cellules entérochromaffines et les neurones (ayant la capacité de la
synthétiser) et les plaquettes qui la capturent et la stockent. Le transporteurs de dopamine

(DAT), de cations organiques (OCT), de noradrénaline (NAT) et le transporteur de monoamine
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périphérique (PMAT) ont cette méme capacité, bien qu'a une plus faible affinitée (Baganz and
Blakely, 2013).

Chez I’homme, plusieurs variants genétiques du SERT ont été identifiés. La majorité
des alleles est constituée de 14 ou 16 éléments répétitifs correspondant aux variants courts et
longs (S et L). Des variants avec des répétitions de 15, 18-20 ou 22 éléments, ou d'autres
changements de séquence, ont été deécrits mais ils sont rares. Les alléles et les distributions
génotypiques varient considérablement entre différentes populations (Lesch and Gutknecht,
2005). Une étude sur des cellules homozygotes pour le variant long (L/L) a révelé des
concentrations plus élevées d'ARNm du SERT que dans les cellules avec une ou deux copies
du variant court (L/S et S/S). Les cellules L/L présentent également des niveaux plus élevés
d'absorption de la 5-HT que les cellules S/S ou L/S (Lesch et al., 1996). De plus, chez ’homme,
une diminution de I'expression du transporteur dans le cerveau post-mortem serait associée a
I'alléle court (Lesch et al., 1996; Lesch and Gutknecht, 2005).

Le blocage de ce transporteur par les antidépresseurs ISRS (fluoxétine) est a 1’origine
de I’augmentation du taux extracellulaire de 5-HT. Aprés traitement chronique avec la
fluoxétine, il est méme observé une internalisation et une dégradation du SERT (Descarries and
Riad, 2012). L’utilisation d’une neurotoxine, la 5,7-di-hydroxytryptamine (5,7-DHT) qui
emprunte ce transporteur, est mise a profit expérimentalement pour détruire les neurones
sérotoninergiques par auto-oxydation et formation de quinones et de radicaux libres

(Baumgarten and Lachenmayer, 2004).

Comme beaucoup d'autres amines biogénes, la 5-HT est principalement métabolisée par
la monoamine oxydase (MAQO) (Molinoff and Axelrod, 1971). La MAO via la désamination
oxydative, métabolise la 5-HT conduisant a la formation de 5-hydroxyindole acétaldéhyde
(5-HIAC), lui-méme oxydé par une aldéhyde déshydrogénase en acide 5-hydroxyindole
acetique (5-HIAA), produit final qui est excrété principalement dans par voie urinaire
(Jonnakuty and Gragnoli, 2008).

La monoamine oxydase est une flavoenzyme présente sur la membrane externe des
mitochondries dont I’expression est ubiquitaire. Elle existe sous deux isoformes (MAO-A et
MAO-B), possédant chacune un cofacteur FAD (flavine adénine dinuclétoide). Ces isoformes
partagent environ 70 % d'homologie de séquence, cependant elles ont des spécificités de
substrat radicalement différentes. La MAO-A dégrade la NA, la DA et est la seule MAO capable
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de dégrader la 5-HT (Johnston, 1968). La MAO-B dégrade la phényléthylamine et la
benzylamine et est également capable de dégrader la DA, mais avec une efficacité inférieure a
celle de la MAO-A (Knoll and Magyar, 1972; Fornai et al., 1999).

La MAO peut donc servir de cible génétique pour [’étude des systémes
monoaminergiques. Les souris KO MAO-A"" ont des taux cérébraux plus élevés de 5-HT, de
DA et de NA que des souris WT (Cases et al., 1995). C’est également la cible pharmacologique
des inhibiteurs mixtes de MAO (IMAO) tel que I’iproniazide ou sélectif de la MAO-A avec le
moclobémide ou la tolaxone, et de la MAO-B avec la sélégiline et rasagiline. Ces traitements,
en inhibant la dégradation des monoamines vont permettre une augmentation des
concentrations de ces neurotransmetteurs et seront donc utilisés dans le traitement de la

dépression concernant les IMAO-A et de la maladie de Parkinson concernant les IMAO-B.

2. Implications physiologiques de la 5-HT

La sérotonine module pratiquement tous les processus comportementaux humains. Ce
phénomene peut sembler surprenant étant donné gque moins d'un neurone sur un million du SNC
est sérotoninergique et que la majorité de la 5-HT se trouve a I'extérieur du SNC. Cependant,
les neurones sérotoninergiques du tronc cérébral envoient des projections ascendantes se
terminant d'une maniére définie et organisée dans les régions corticales, limbiques, ainsi que
dans le mésencéphale et la partie postérieure du cerveau (Figure 4). Dans le SNC, la 5-HT est
presque exclusivement produite dans les neurones provenant des noyaux du raphé situés dans
la ligne médiane du tronc cérébral. Ces neurones sérotoninergiques forment le systeme efférent
le plus grand et le plus complexe du cerveau humain. Les neurones du raphé caudal innervent
la moelle épiniére, tandis que ceux du raphé rostral, du raphé dorsal et médial innervent une
grande partie du reste du SNC par des projections diffuses. Compte-tenu de ces nombreuses
projections sérotoninergiques, il n'est pas surprenant que les récepteurs et les transporteurs de
la sérotonine constituent des cibles majeures pour le développement de médicaments du SNC.
Au-dela de son role central, la 5-HT module également de nombreux processus physiologiques

résumés Figure 5.

La 5-HT participe a la modulation de la perception et de la transmission de la douleur a

plusieurs étages du systéme nerveux central et au niveau du systeme nerveux périphérique.
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Effets comportementaux:
Humeur

Perception
Mémoire
Colére Agents pharmacologiques sérotoninergiques centraux:
Agression Inhibiteur Sélectif de la Recapture de la Sérotonine (ISRS)
Pe:ur Antidépresseurs tricycliques
Repgnses aux stress Inhibiteur de la MonoAmine Oxydase (IMAO)
Appétit Autres antidépresseurs
Addiction Buspirone
Sexualité Antipsychotiques atypiques
Triptans

Antagonistes du récepteur 5-HT; (ex : ondansetron)
Fenfluramine

Ergotamine / Méthysergide

Hallucinogenes

Autres effets sur le SNC:
Contréle moteur

Régulation cérébelleuse
Sommeil /Rythmes circadiens
Tonus vasculaire cérébral
Nausées / Vomissements
Rythme respiratoire
Température corporel I ,
Régulation descendante de plusieurs systémes [

Figure 4 : Voies sérotoninergiques centrales, leurs effets et les médicaments les ciblant.
D’aprés Berger et al., 2009.

- Régule le rythme cardiaque
- Régule le nceud sinusal
- Régule le nceud atrioventriculaire
- Impliqué dans le développement
cardiaque
- Impliqué dans les valvulopathies
- Remodelage ventriculaire en cas d’ICC

- Régule le rythme respiratoire

- Possible implication dans la MSN
- Impliqué dans la pathogénese de
I'hypertension pulmonaire

- Régule la vidange gastrique

- Régule le péristaltisme intestinal

- Régule les sécrétions intestinales et
pancréatiques

- Régule le tonus du colon

- Nausées / Vomissements

- Impliqués dans le SII

- La 5-HT dérivée des plaquettes participe a
la régénération hépatique

- Douleur et nociception

- Effets complexes surl'axe HPA et la
réponse au stress

- Développement embryonnaire précoce

ICC, insuffisance cardiaque congestive; MSN, mort subite du nourrisson; SII, syndrome de I’intestin irritable

- Vasoconstriction / dilatation
- Impliqué dans I'hypertension systémique

- Relargué parles granules des plaquettes
- Facilite I'agrégation plaquettaire
- Induit une vasoconstriction locale

- Module centralement la miction
- Facilite le réflexe de garde
- Réle dans l'incontinence a l'effort

- Développement de glande mammaire
- Régule les jonctions serrées et la
{ sécrétion de lait

- Vasoconstriction utérine

- Contraction muscle lisse utérin

- Involution utérine

- Maturation des ovocytes

- Induit la sécrétion de progestérone
par les cellules de la granulosa

- Inhibition de I'éjaculation
- Impliqué dans le contréle de la flaccidité
et de ladétumescence du pénis

Figure 5 : Nombreux effets de la sérotonine hors du systeme nerveux central. D’aprés Berger

et al., 2009.
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3. Roble dela5-HT dans la modulation de la douleur neuropathigue

3.1 Les récepteurs sérotoninergiques

3.1.1.Classification des recepteurs

Comme vu précédemment, la 5-HT produit une myriade d'effets physiologiques chez
I'nomme. Ces effets sont médiés par 15 sous-types de récepteurs, répartis en 7 familles, 6
familles de récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) et 1 famille de récepteurs couplés a un
canal ionique (Hoyer et al., 1994; Berger et al., 2009). Les progres scientifiques en rapport avec
le systéme sérotoninergique ont été obtenus par identification pharmacologique des différents
récepteurs grace a I’utilisation d’outils pharmacologiques adaptés. Les premiers résultats
suggérant I’existence de sous-types de récepteurs sérotoninergiques datent de 1957 grace a des
études in vitro sur organes isolés mesurant 1’intensité de contraction de 1’iléon de Cobaye en
réponse a 1’administration de 5-HT (Ginzel, 1957), et son blocage partiel par la morphine
(nommeé récepteur de type M) ou par la dibenzyline (nommé récepteur de type D) (Gaddum and
Picarelli, 1957).

Dans les années 1970, le développement de radioligands spécifiques permettant de
marquer les récepteurs dans le tissu animal, le [°H]-LSD et la [*H]-5-HT (Peroutka et al., 1979),
ont permis la mise en évidence de deux populations distinctes de récepteurs : une présentant
une affinité forte pour la [3H]-5-HT, appelée 5-HT1, et une autre présentant une affinité forte
pour la [*H]-spiperone, nommée 5-HT>. De plus, les auteurs remarquérent que I'affinité de la
5-HT pour ces récepteurs était sensible a la présence d’un nucléotide, la guanine (Peroutka et
al., 1979), suggérant ainsi le couplage probable de ces récepteurs avec une protéine G. Sept ans
plus tard, la correspondance entre le récepteur 5-HT> et le récepteur précédemment appelé
récepteur de type D fut établie (Bradley et al., 1986). Le type M s'est alors avéré étre un nouveau
type de récepteur de la 5-HT, un récepteur canal ionique ligand-dépendant perméable aux
cations, le récepteur 5-HT3 (Derkach et al., 1989). Sur la base des affinités des agonistes /
antagonistes sélectifs, et grace a la caractérisation par homologie de séquence — qui vivait un
véritable essor a cette période -, les récepteurs de la 5-HT ont été reclassés en sept types : 5-HT1

a 5-HT7, comprenant 15 sous-types (Hoyer et al., 1994).
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Avec ce nouveau systeme de classification, la recherche sur les récepteurs
sérotoninergiques a largement prospéré au cours des 25 dernieres années, permettant de faire le
lien entre leur distribution et leurs roles physiologiques (Berger et al., 2009).

3.1.2. Transduction du signal des RCPG sérotoninergiques

a. Voies canoniques associées aux protéines G

Les RCPG sérotoninergiques sont couplés aux trois voies de signalisation canoniques
des protéines Gai, Gagi11 et Gas (Figure 6), permettant a cette famille de récepteurs de moduler

plusieurs voies de signalisation, et dont les conséquences physiologiques sont nombreuses.

7 [Ca?]

+ +
ATP  AMPc—> PKA PKC

Figure 6 : Voies de signalisation impliquées dans I’activation des RCPG.

Les récepteurs sérotoninergiques 5-HT1 et 5-HTs sont couplés & Gai. La sous-famille
5-HT1, composée des sous-types 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1e et 5-HTF, se couple a Goij
conduisant a Il'inhibition de I'adénylate cyclase et a une diminution d’AMPc intracellulaire
(Bockaertetal., 1987; Lin et al., 2002). On ne sait que peu de choses de la famille des récepteurs
5-HTs, comprenant les sous-types 5-HTsa et 5-HTsg. Seul le 5-HTsa a été identifié dans le
cortex et le cervelet humain (Pasqualetti et al., 1998). Le couplage de ce récepteur a Gai a eté
mis en évidence dans les cellules HEK (Hurley et al., 1998).
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Les récepteurs sérotoninergiques couplés a Gaga1 comprennent les sous-types de
récepteurs 5-HT> : 5-HT2a, 5-HT2s et 5-HT2c. Ces récepteurs ont traditionnellement été liés
aux voies de signalisations dépendantes de Gg, avec l'activation de la phospholipase C
entrainant la production d’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) conduisant in
fine & une augmentation des taux de Ca?* intracellulaire (Roth et al., 1984, 1998). Il existe
cependant des preuves in vitro d’un lien entre les récepteurs 5-HT> et la protéine Gai. Il a été
mis en évidence que le récepteur 5-HT2a inhibait ’accumulation d’AMPc via I’activation
possible de Gaii (Garnovskaya et al., 1995) de méme que le récepteur 5-HT2c lorsque sa densité

est élevée (Lucaites et al., 1996).

Les récepteurs 5-HT4, 5-HTe et 5-HT7 sont couplés a Gas. Le couplage entre le récepteur
5-HT4 et I'adénylate cyclase entraine une augmentation des taux d’AMPc dans I'hippocampe
chez le cobaye (Bockaert et al., 1990). Il pourrait également entrainer une augmentation du
courant calcique, au moins dans les myocytes auriculaires humains (Ouadid et al., 1992)
suggérant ainsi un mécanisme de couplage a Goga1, hypothése démontrée dans un systeme

recombinant (Ponimaskin et al., 2002).

b. Signalisation non-canonique et sélectivité fonctionnelle

En plus de la transduction classique du signal, les RCPG sont impliqués dans la
signalisation non canonique via le recrutement de la B-arrestine. Ce mécanisme est impliqué
dans la désensibilisation des RCPG (Freedman and Lefkowitz, 1996) avec une importance
clinique, en particulier concernant 1’utilisation thérapeutique et la tolérance de médicaments
(Violin et al., 2014). La désensibilisation des RCPG se fait par le recrutement d’une kinase :
GRK (G protein-coupled receptor kinase) et la phosphorylation du récepteur. Cette derniére
entraine le recrutement de la B-arrestine 1 et de la B-arrestine 2 et leur liaison au récepteur
entraine une modification stérique, prévenant son couplage avec la protéine G, phénoméne
menant ainsi a sa désensibilisation (Krupnick and Benovic, 1998). Le complexe
RCPG-B-arrestine peut alors entrainer la formation de puits recouverts de clathrine (Krupnick
etal., 1997), conduisant finalement a l'internalisation du récepteur (Ferguson et al., 1996). Cette
internalisation permet de contréler a la fois la durée de la réponse et la signalisation du
complexe récepteur-ligand. En plus de la diminution de la signalisation cellulaire, les

B-arrestines peuvent simultanément déclencher des signaux indépendants de la protéine G
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(Lefkowitz and Shenoy, 2005). 1l était admis auparavant que les complexes agoniste-récepteur
stimulaient toutes les voies de signalisation disponibles dans la méme proportion. Ces
découvertes sur la signalisation non canonique dépendante de I’arrestine, semblent introduire
une notion plus complexe.

Les phénomeénes de sélectivité fonctionnelle et de désensibilisation ont été mis en
évidence pour plusieurs récepteurs sérotoninergiques notamment le 5-HT1a, le 5-HT2amric
(Hanley and Hensler, 2002; Wacker et al., 2013; Stroth et al., 2015; Cheng et al., 2016).

L’utilisation de systéemes cellulaires recombinants pour mesurer les réponses
fonctionnelles spécifiques des récepteurs a introduit un nouveau concept en pharmacologie. La
sélectivité fonctionnelle, parfois appelée « agonisme biaisé », a été proposée pour tenir compte
des différences entre deux réponses fonctionnelles ou plus, résultant de l'activation du récepteur
par un agoniste (Urban et al., 2006). Le premier cadre conceptuel caractérisant la sélectivité
fonctionnelle a été proposé par Roth and Chuang (1987) pour expliquer le phénomene par lequel
un ou plusieurs mécanismes de transduction distincts peuvent étre activés par un seul RCPG.
Ils émirent également 1I’hypotheése que ce phénomene pourrait conduire au développement
d'agonistes sélectifs pour un effecteur particulier.

Il a donc été établi que la sélectivité fonctionnelle reflete la capacité d'un ligand a
sélectionner différentes conformations du récepteur, conduisant a une réponse fonctionnelle
spécifique (Kenakin, 2011). La sélection de différentes conformations du récepteur peut étre la
clé de la conception de nouveaux agonistes ou antagonistes sélectifs fonctionnels avec un
potentiel thérapeutique supérieur a celui des médicaments actuellement disponibles (Figure 7).
Les mécanismes moléculaires menant a cette sélectivité fonctionnelle ne sont cependant

aujourd’hui pas encore entiérement compris.
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Paradigme classique de drug-discovery ciblant les RCPG
Agoniste Antagoniste
récepteur récepteur
e pd
Voie de signalisation Voie de signalisation Voie de signalisation Voie de signalisation
protéine G B-arrestine protéine G B-arrestine
Effet Effet
Bénéfice il Bénéfice S
indésirable indésirable
Tout les effets du récepteur cible sont activés ou inhibés
Paradigme de drug-discovery « ligands biaisés »
Ligand biaisé-B-arrestine Ligand biaisé-protéine G
récepteur récepteur
pd yd
Voie de signalisation Voie de signalisation Voie de signalisation Voie de signalisation
protéine G B-arrestine protéine G B-arrestine
Effet Effet
il Bénéfice Bénéfice s
indésirable indésirable
La sélectivité fonctionnelle permet d’améliorer le potentiel thérapeutique

Figure 7 : Mécanismes d’action des ligands biaisés et leur pertinence clinique.

3.1.3.Implications des différents récepteurs sérotoninergiques dans la douleur
neuropathique

Si le réle pronociceptif de la 5-HT en périphérie est bien établi, en revanche, son action
au niveaux spinal et supraspinal semble paradoxale avec des effets pro- et antinociceptifs
(Millan, 2002; Bardin, 2011; Kayser et al., 2011; Avila-Rojas et al., 2015; Godinez-Chaparro
etal., 2016).
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Nous allons a présent nous intéresser plus en détails a I’implication des récepteurs
sérotoninergiques dans la douleur neuropathique puis nous aborderons brievement le réle et
I’organisation des voies sérotoninergiques bulbospinales. Ces voies, issues du tronc cérébral,
sont 1) descendantes et projettent sur la moelle épiniére, modulant ainsi I'information
nociceptive entrante, et 2) ascendantes et projettent sur les régions corticales et limbiques

modulant ainsi la perception de la douleur (Figure 8) (Ossipov, 2012).

Cortex ﬁ
Meésencéphale €
Tronc cérébral ﬁ
Neurones de
projection
S
) d ascendants
Voies descendantes A (@_ 0
5-HT ¢ WS GABA Gly

Fibres NA RN
4 \
afferentes ) ®
primaires
W: Récepteur metabotropique 5-HT et NA

i : Récepteur ionotropique GABA et Gly

Figure 8 : Organisation schematique de voies sérotoninergiques bulbo-spinales.
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a. Les récepteurs 5-HT1am/pEF

Dans le SNC, les récepteurs 5-HT1a et 5-HT1g ont une densité élevée aux niveaux des
noyaux du raphé, de I’hippocampe, de I’hypothalamus, du septum latéral et du cortex (Azmitia
et al., 1996; Riad et al., 2000; Mengod et al., 2015) ou ils présentent une localisation neuronale
a la fois pré- et postsynaptique. La répartition des récepteurs 5-HTip, est plus restreinte,
principalement dans le tubercule olfactif, le cortex, le raphé dorsal et le cervelet (Bonaventure
etal., 1997, 1998). Les récepteurs 5-HT1e et 5-HT1r possédent une forte homologie de séquence
(McAllister et al., 1992) et sont co-localisés dans le cerveau humain dans le cortex, le caudé-
putamen, I'hippocampe et I'amygdale (Leonhardt et al., 1989; Lowther et al., 1992; Miller and
Teitler, 1992). Les récepteurs 5-HT1am/p/F Sont également retrouvés dans la moelle spinale,
notamment dans le couches superficielles de la corne dorsale chez le rat, le chat et ’homme
(Marlier et al., 1991; Mills and Martin, 1995; Laporte et al., 1996; Castro et al., 1997) et, pour
le récepteur 5-HT 14, au niveau des neurones de projection et des interneurones GABAergiques
et enképhalinergiques (Millan, 2002). En périphérie, ces récepteurs sont présents dans les GRD
chez le rat et ’homme (Pierce et al., 1997; Liu et al., 2005; Classey et al., 2010) ainsi que sur

les fibres afférents primaires pour les récepteurs 5-HT1as (Daval et al., 1987).

Dans un contexte de douleur neuropathique, le role du récepteur 5-HT1a fait débat. Les
effets de ’administration d’agonistes 5-HT1a (le F13640, le SR57746) ont été évalués a ’aide
de différents modéles de douleur neuropathique. Dans le modéle de ligature du nerf
infraorbitaire (IloN-CCl, Infraorbital Nerve-Chronic Constriction Injury), les rats présentent
une diminution du seuil de retrait en réponse a la stimulation par un filament de von Frey
appliqué au niveau de la base des vibrisses (territoire innervé par le nerf 1és¢) témoignant d’une
hypersensibilité tactile. Chez ces animaux, I’administration aigué par voie intrapéritonéale (i.p.)
de I’agoniste 5-HT1a diminue de fagcon dose-dépendante cette hypersensibilité jusqu’a restaurer
totalement les seuils de sensibilité (Deseure et al., 2002, 2007). Cet effet a été retrouvé dans
d’autres modeles de douleur neuropathique traumatique notamment dans le modele de 1ésion
spinale par ischémie photochimique. L’administration chronique de F13640 réduit
significativement ’hypersensibilité tactile de ces animaux (Wu et al., 2003; Colpaert et al.,
2004). L’effet anti-allodynique de I’activation du récepteur 5-HT1a est également mis en
évidence dans un modele de neuropathie diabétique douloureuse induite par la streptozotocine

(STZ), et trois modeéles de douleur neuropathique chimio-induite par 1’oxaliplatine (OXA), le
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paclitaxel (PTX) et la vincristine (VIN), agents neurotoxiques. Ces différents modeles sont
caractérisés par une hypersensibilité tactile mesurée par le test de von Frey et, pour le modéle
OXA une hypersensibilité thermique au froid, mesurée par le test de la plaque froide.
L’administration i.p. aigué de F13640 et per os (p.0.) de SR57746 restaure de facon dose-
dépendante les seuils de sensibilité (Andoh et al., 2013; Satat et al., 2017). En plus de son effet
anti-allodynique, I’agoniste 5-HT1a permet également de diminuer les décharges neuronales du
nerf tibial induites par ’OXA et le PTX (Andoh et al., 2013). L’¢lectrophysiologie in vivo chez
des rats ayant subi une hémisection de la moelle épinicre, révele une diminution de I’activité
inhibitrice de la 5-HT et de 1’agoniste 5-HT1a sur I’hyperexcitabilité neuronale par la co-
administration d’un antagoniste 5-HTia (le WAY100635) (Hains et al., 2003). Cette
suppression de 1’activité anti-allodynique de la 5-HT par 1’antagoniste 5-HT1a est retrouvée

dans le modele de ligature de la racine du nerf spinal (SNL) (Avila-Rojas et al., 2015).

A TI’inverse, d’autres travaux rapportent un effet analgésique du blocage du récepteur
5-HT1a. Dans le modéle SNL, I’administration intra-RVM ou sous cutanée (s.c.) d’un
antagoniste 5-HT1a (le WAY100635) diminue les symptémes douloureux. Son administration
intrathécale (i.t.) n’a en revanche pas d’effet suggérant le role crucial du récepteur au niveau
des contrdles descendants de la douleur (RVM) mais pas au niveau de la zone relai
FAP/neurones de second ordre de la corne dorsale spinale dans 1’effet anti-allodynique de
I’antagoniste (Wei and Pertovaara, 2006). Une autre étude évaluant I’effet du tramadol dans le
modele de ligature du nerf sciatique (CClI, chronic constriction injury) chez le rat a mis en
évidence un effet anti-allodynique de la co-administration d’une dose inactive de tramadol et
de I’antagoniste 5-HT1a tandis que la co-administration d’un agoniste 5-HT1a (la 8-OH-DPAT)
inhibe les effets d’une dose active de tramadol (Berrocoso et al., 2007). La combinaison de
I’antagoniste avec la clomipramine (ATC), a révélé un effet anti-allodynique potentialisateur
dans les modeles de douleur neuropathique traumatique CCI, et diabétique STZ (Ardid et al.,
2001). Ces résultats montrent 1’intérét thérapeutique du blocage du récepteur 5-HT1a

Les autres sous-types de récepteurs 5-HT: sont moins étudiés dans les modéles de
neuropathie douloureuse. Les récepteurs 5-HT1p et 5-HT1s sont proches en termes de structure,
de localisation (Bonaventure et al., 1997, 1998). Ainsi, les effets des triptans, agonistes
5-HT1gnp, indiques dans le traitement aigu de la crise migraineuse, ont été evalués dans
différents modéles de douleur neuropathique. Dans le modéle loN-CCI, I’administration S.C. OU

p.o. de deux triptans, le sumatriptan et zolmitriptan, diminue le comportement douloureux
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(Kayser et al., 2002). La co-administration avec un antagoniste 5-HT1g/1p (le GR127935) inhibe
cet effet anti-allodynique ainsi que celui de 1’administration i.t. de 5-HT dans le modéle SNL
(Kayser et al., 2002; Avila-Rojas et al., 2015). Cependant, les deux triptans sont inefficaces
dans les modeles CCI et SNI, quelles que soient leurs voies d’administrations (Systémique ou
spinale) suggérant I’implication de mécanismes antalgiques modeéle-dépendants (Kayser et al.,
2002; Nikai et al., 2008).

L’effet antalgique du sumatriptan a été confirmé en clinique chez des patients souffrant

de névralgie trigéminale (Kanai, Saito, et al., 2006; Kanai, Suzuki, et al., 2006).

b. Les récepteurs 5-HT2am/c

L’expression des récepteurs 5-HT> est retrouvée dans tout le SNC notamment dans le
cortex, ’hippocampe, 1’amygdale, le cervelet et le tronc cérébral (Molineaux et al., 1989;
Mengod et al., 1996, 2015; Willins et al., 1997; Cornea-Hebert et al., 1999; Kupers et al., 2009).
Les récepteurs 5-HTaamic ont été identifiés dans la moelle épiniere par techniques
d’autoradiographie (Pazos et al., 1985; Marlier et al., 1991; Pranzatelli et al., 1992), d’immuno-
histochimie (Ridet et al., 1994; Maeshima et al., 1998; Cornea-Hebert et al., 1999; Doly,
Madeira, et al., 2004) et par hybridation in situ (Molineaux et al., 1989; Helton et al., 1994;
Pompeiano et al., 1994; Fonseca et al., 2001). En ce qui concerne I'hybridation in situ, ces
récepteurs ont été trouvés dans la moelle épiniere de rat, de singe et de I'nomme mais seuls les
5-HT2aB sont observés chez le chat (Helton et al., 1994). Chez le rat, une forte densité des
récepteurs 5-HToac a été observée au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniére
(Pranzatelli et al., 1992; Pompeiano et al., 1994) notamment dans les couche V et VII,
concernant le 5-HT>c (Molineaux et al., 1989).

En périphérie, ces 3 récepteurs sont présents dans les GRD chez le rat et ’homme
(Pierce et al., 1997; Maeshima et al., 1998; Okamoto et al., 2002; Nicholson et al., 2003; Liu
et al., 2005; Van Steenwinckel et al., 2009; Lin et al., 2011; Urtikova et al., 2012; Cervantes-
Durén et al., 2016).

Plusieurs études ont pu mettre en évidence le réle antalgique de I’activation des
récepteurs 5-HT> dans la douleur neuropathique. L’administration systémique ou spinale
d’agonistes 5-HT2a (a-méthyl-5-HT et TCB-2), réduit I’hypersensibilité tactile et thermique
dans les modéles SNL, CCI, diabétique (STZ), SCI (spinal cord injury, hémisection de la
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moelle épiniére) (Sasaki et al., 2003; Liu et al., 2010; Pichon et al., 2010; Sanchez-Brualla et
al., 2017). Ces mémes effets sont retrouvés avec I’administration i.t. d’un agoniste 5-HT2g (le
BW723C86) dans le modele CCI (Urtikova et al., 2012) et 1’administration i.t. d’agonistes
5-HTac (le MK212, le RO 60-0175 et le WAY-161503, la m-chlorophénylpiperazine (mCPP))
dans les modeles SNL, IoN-CClI et celui induit par section nerveuse (Sanchez et al., 1995;
Obata et al., 2004, 2007; Nakai et al., 2010).

Les effets anti-allodyniques de ces agonistes sont bloqués par la co-administration de
leurs antagonistes respectifs, la kétanserine pour le 5-HT2a, le RS127445 pour le 5-HT2g, et le
RS102221 pour le 5-HTc (Sasaki et al., 2003; Obata et al., 2004; Nakai et al., 2010; Urtikova
etal., 2012).

L’ensemble de ces résultats révele un effet thérapeutique de I’activation des récepteurs
5-HT2amic dans la douleur neuropathique. A contrario un nombre non négligeable d’études
indique un effet pronociceptif de leur activation. L’administration spinale ou systémique
d’antagoniste 5-HT2a (MDL11939, kétanserine, sarpogrélate) diminue les comportements
douloureux dans des modeéles de douleur neuropathique toxique (induits par la VIN et par la
2’3’didéoxycytidine (ddC)), métabolique (modele STZ) et traumatique (modele CCI) (Nitanda
etal., 2005; Thibault et al., 2008; VVan Steenwinckel et al., 2008; Mixcoatl-Zecuatl and Jolivalt,
2011). L’effet antalgique des antagonistes 5-HT2a a été confirmé par administration chronique
p.0. de sarpogrélate dans un modéle de hernie discale lombaire a 1’origine d’une douleur
neuropathique chez le rat (Hashizume et al., 2007; Kato et al., 2015) ainsi qu’en clinique chez
des patients souffrant de cette pathologie (Kanayama et al., 2005). Ce méme effet antalgique a
pu étre retrouvé avec des antagonistes 5-HT2g (le RS-127445 et le LY-266097) administrés par
voie i.t. dans le modele SNL (Pineda-Farias et al., 2015).

De facon intéressante, il a été rapporté une up-regulation des récepteurs 5-HT2a/s/c dans
les couches superficielles de corne dorsale de la moelle épiniere et les GRD dans les modeles
toxiques VIN et ddC, dans le modele de hernie discale pour le récepteur 5-HT2a, dans le modele
SNL pour les récepteurs 5-HT2a/2s et dans les modeles OXA, SCI et loN-CCI pour le récepteur
5-HTc (Kato et al., 2008; Nakae et al., 2008; Thibault et al., 2008; Van Steenwinckel et al.,
2009; Aira et al., 2012; Ren et al., 2013; Baptista-De-Souza et al., 2014; Pineda-Farias et al.,
2015).
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c. Les récepteurs 5-HTzaB

Le récepteur 5-HTs est le seul récepteur ionotrope de la famille des récepteurs
sérotoninergiques. 1l est constitué de cing unités transmembranaires formant un canal sélectif
des cations. Son activation conduit a un influx de Na* et Ca* et un efflux K* permettant in fine
d’accroitre 1’excitation neuronale (Walstab et al., 2010). D'abord clonée en 1991, la sous-unité
5-HT3a s'est avéree former des homopentameéres fonctionnels (Maricq et al., 1991). Par la suite,
la sous-unité 5-HT3g a été identifiée et bien qu'elle soit incapable de former des récepteurs
5-HT3 fonctionnels, la combinaison des unités 5-HTsza et 5-HT3g forme des canaux avec des
propriétés tres similaires a celles de certains récepteurs 5-HT3 (Davies et al., 1999). De plus, au
cours des dernieres années, trois autres sous-unités 5-HTsc, 5-HTsp et 5-HTze ont été
identifiées. Comme avec les sous-unites 5-HTsg, aucune de celles-ci ne forme
d'’homopentameéres fonctionnels, mais elles affectent les propriétés biophysiques et les réponses
pharmacologiques lorsquelles sont co-exprimées avec la sous-unité du récepteur 5-HTsa
(Walstab et al., 2010).

Des études utilisant des ligands radiomarqués ont montré que dans le SNC, le récepteur
5-HT3 est fortement concentré dans le complexe vagal dorsal, y compris le noyau du tractus
solitaire, I’area postrema et le noyau moteur dorsal du nerf vagal. Ces zones sont impliquées
dans le réflexe de vomissement et leur blocage est a 1’origine des effets anti-émétiques des
antagonistes des récepteurs 5-HTs, les setrons, indiqués dans le traitement des
nausées/vomissements post-opératoires, chimio et radio-induits. Les récepteurs 5-HTs sont
également situés dans les régions striatales et limbiques du cerveau humain notamment
I'nippocampe et I'amygdale, ainsi que dans le noyau accumbens (Abi-Dargham et al., 1993).
Au niveau spinal, des études d’immunohistochimie ont permis de localiser ce récepteur dans
les couches les plus superficielles de la corne dorsale chez le rat et I’homme (Radja et al., 1991;
Laporte et al., 1992, 1995, 1996) ainsi que sur des neurones spinaux, certains étant
enképhalinergiques (Tsuchiya et al., 1999) et d’autres GABAergiques (Morales et al., 1998).
En périphérie, il est retrouvé dans les GRD de rat (Pierce et al., 1996; Morales et al., 2001).

Le récepteur 5-HTz semble étre impliqué dans la facilitation de la douleur
neuropathique. L’administration spinale (i.t.) ou systémique (s.c.) d’antagonistes 5-HT3
(I’ondansétron, le tropisétron et le palonosétron) diminue les symptomes douloureux dans les

modeles SCI et SNL chez le rat et la souris (Oatway et al., 2004; Chen et al., 2009; Dogrul et
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al., 2009; Chang et al., 2013; Greenwood-Van Meerveld et al., 2014; Nasirinezhad et al., 2016).
De plus la co-administration i.t. d’ondansétron avec de la morphine i.p. augmente 1’effet
antalgique de cette derniere dans le modéle SNL (Kimura et al., 2014). En clinique, les
antagonistes 5-HT3 ont révélé leur efficacité chez les patients souffrant de fibromyalgie (Farber
et al., 2000; Haus et al., 2000; Vergne-Salle et al., 2011) ainsi que chez de patients souffrant
de douleur neuropathique d’étiologies variées (McCleane et al., 2003).

Le r6le pronociceptif de ce récepteur est néanmoins sujet a controverse, car d’autres
travaux aboutissent a des conclusions opposées. Dans les modeles SCI et SNL, I’administration
i.t. d’agonistes 5-HTs, le 2-Me-5HT et le mCPBG, réduit le comportement douloureux
(Horiuchi et al., 2003; Hayashida et al., 2012). De plus 1’administration i.t. d’un antagoniste
5-HT3, le MDL722222, a des animaux sains, induit la méme hypersensibilité que celle retrouvée
chez les animaux SCI (Horiuchi et al., 2003). La co-administration i.t. d’ondansétron avec 2
IMAO-A par vois s.c., le moclobémide et le 2-DMPI, inhibe les effets antalgiques de ces
derniers dans le modéle CCI chez la souris (Villarinho et al., 2013). De plus, une étude
électrophysiologique a montré que, chez le rat présentant une hémisection de la moelle épiniére,
I’administration spinale de 5-HT comme celle de I’agoniste (2-Me-5HT) diminue
I’hyperexcitabilité¢ neuronale induite par la Iésion et que cette diminution de I’excitabilité est

inhibée par la co-administration d’un antagoniste, le MDL72222 (Hains et al., 2003).

d. Le récepteur 5-HT4

Couplé positivement a 1’adénylate cyclase, ce récepteur a un effet excitateur sur les
neurones (Barnes and Sharp, 1999). Aucune différence pharmacologique significative entre les
variants du récepteur 5-HT4 n'a été rapportée bien que des variations dans I'efficacité avec
laquelle ces variants se couplent a leur systeme de transduction aient été observés in vitro
(Bockaert et al., 2008). Le récepteur 5-HT4 est retrouve dans le cortex, le bulbe olfactif,
I’hippocampe, le tronc cérébral (Vilaré et al., 1996; Suwa et al., 2014), la moelle épiniere
(Suwa et al., 2014; Pineda-Farias et al., 2017) et dans les GRD (Cardenas et al., 1997; Wu et
al., 2001; Nicholson et al., 2003).

Les études portant sur I’implication du récepteur 5-HT4 sont assez peu nombreuses.

Certaines ont pu mette en évidence le role bénéfique de I’activation du récepteur 5-HT4 sur la
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douleur neuropathique. L’injection i.t. de I’agoniste ML.10302, réduit de fagon dose-dépendante
le comportement douloureux dans le modele 1oN-CCI (Nakai et al., 2014). De plus, la
microinjection de 1’antagoniste GR113808, au niveau du cortex ventrolatéral orbital supprime
I’effet anti-allodynique de la 5-HT dans le modele SNI (Xu et al., 2013). De la méme facon,
I’administration i.t. du SDZ 205-557 (antagoniste), supprime 1’effet anti-allodynique de la
stimulation électrique de la moelle épiniere dans le modele de ligature partielle du nerf sciatique
(PSNL, Partial Sciatic Nerve Injury) (Song et al., 2011).

Par contre, une étude a mis en évidence un effet anti-allodynique dose-dépendant du
blocage des récepteurs 5-HT4 spinaux par injection i.t. de GR113808 dans le modele SNL
(Pineda-Farias et al., 2017).

e. Les récepteurs 5-HTs

Les récepteurs 5-HTs sont probablement les moins bien connus de tous les récepteurs
sérotoninergiques. lls sont couplés a la protéine Gai conduisant a I'inhibition de lI'adénylate
cyclase et a une diminution d’AMPc intracellulaire (Francken, 1998). Son activation est donc
inhibitrice sur les neurones. Le récepteur 5-HTsa est présent au niveau du cerveau murin et
humain (Erlander et al., 1993; Pasqualetti et al., 1998), des GRD (Liu et al., 2005; Mufioz-Islas
et al., 2014) et au niveau des couches superficielles | et Il de la corne dorsale spinale (il est
également présent de fagcon beaucoup plus dispersée au niveau des couches Il et 1V) (Doly,
Fischer, et al., 2004). Le récepteur 5-HTsg est également présent chez la souris (Matthes et al.,
1993) mais n’est a priori pas exprimé dans les tissus humains en raison de la présence d'un
codon stop dans le géne du récepteur 5-HTsg humain, empéchant 1’expression d’une protéine
fonctionnelle, résultat de 1’évolution et de la divergence entre les rongeurs et les primates (Rees

et al., 1994; Grailhe et al., 2001).

Tout comme le récepteur 5-HT4, les recherches menées sur le récepteur 5-HTs dans la
douleur neuropathique sont peu nombreuses, les outils pharmacologiques ne permettant pas de
caractériser pleinement son role. Néanmoins, la microinjection d’un antagoniste 5-HTsa, le
SB699551, au niveau du cortex ventrolatéral orbital supprime 1’effet antiallodynique de la 5-
HT dans le modele SNI (Xu et al., 2013). De plus, co-administré par voie i.t., il réduit 1’effet
anti-allodynique de la 5-HT dans le modele SNL (Avila-Rojas et al., 2015) mettant ainsi en

évidence le réle antalgique de son activation dans la douleur neuropathique.
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f. Le récepteur 5-HT7

Le récepteur 5-HT7 a été cloné indépendamment en 1993 par des chercheurs de trois
laboratoires, respectivement chez la souris, le rat et ’homme (Bard et al., 1993; Lovenberg et
al., 1993; Plassat et al., 1993). Il est largement exprimé dans le SNC incluant le thalamus,
I'nypothalamus, I'hippocampe, le cortex préfrontal et I'amygdale ou il est exprimé dans les
neurones et les cellules gliales (Hedlund and Sutcliffe, 2004; Thomas and Hagan, 2004; Russo
et al., 2005) mais également dans la moelle épiniére notamment dans les couches superficielles
de la corne dorsale et localisé de fagon pré- et postsynaptique (Meuser et al., 2002; Doly et al.,
2005; Dogrul and Seyrek, 2006). L’ARNm du récepteur 5-HT7 est présent dans les GRD de rat
et humains (Pierce et al., 1996, 1997), et la présence ganglionnaire du récepteur a été confirmée
par marquage immunohistochimique (Meuser et al., 2002). Ce récepteur est couplé a Gas,
entrainant une augmentation de I’AMPc via ’activation de I’adénylate cyclase (Bard et al.,

1993), ce qui suggére une influence facilitatrice sur 1’activité neuronale.

Concernant la douleur neuropathique, il semblerait que 1’activation du récepteur 5-HT7
soit bénéfique. L’administration systémique et spinale d’agonistes 5-HT7 (le AS-19, le
E-57431, le MSD-5a et le E-55888) réduit le comportement douloureux dans les modéles
PSNL, SNI, CClI, IoN-CCl et STZ (Brenchat et al., 2010, 2012; Ulugol et al., 2012; Viguier et
al., 2012; Nakai et al., 2014). La micro-injection intra-SGPA d’AS-19 permet également de
réduire 1’hypersensibilité dans le modéle CCI (S.-F. Li et al., 2014). L’effet antalgique de
I’administration i.p. et intra-RVM de 1’agoniste AS-19 est inhibé par la co-administration de
I’antagoniste SB258719 (Brenchat et al., 2010; Ulugol et al., 2012; S.-F. Li et al., 2014). De la
méme fagon, cet antagoniste bloque les effets antalgiques de I’administration i.t. de néfopam et
de tianeptine chez le rat SNL (Dam et al., 2014; Lin et al., 2015). Ces données, impliquant le
récepteur 5-HT7 dans I’effet analgésique de molécules a mécanisme d’action central (nefopam,
tianeptine), confirment le role inhibiteur de ce récepteur sur la transmission de I’information
douloureuse.

De fagon intéressante 1’hypersensibilité des rats PSNL est exacerbée par
I’administration systémique de SB258719 (Brenchat et al., 2010), mais n’est pas retrouvée
lorsque 1’antagoniste est administré par voie i.t. dans les mode¢les SNL et IoN-CCI (Dogrul et
al., 2009; Nakai et al., 2014) suggérant un role pro-nociceptif du blocage des récepteurs 5-HT~

périphériques mais pas des récepteurs spinaux en contexte de douleur neuropathique.
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A contrario une étude a mis en évidence une diminution du comportement douloureux
chez le rat SNL suite a I’administration spinale et systémique de SB269970, un antagoniste
5-HT7 (Amaya-Castellanos et al., 2011).

L’ensemble de ces données illustre la complexité du systéme sérotoninergique dans le
controle de la douleur neuropathique, complexité liée a 1’existence de multiples récepteurs de
la 5-HT associés a différentes modalités de signalisation, exprimés a la fois en périphérie et
dans le SNC, en position pré- et post-synaptique, sur des neurones facilitant ou inhibant la

transmission de I’information douloureuse.

Cette action dichotomique des différents ligands des récepteurs sérotoninergiques,
souligne a la fois la complexité des mécanismes neurobiologiques de la douleur mais également
le probable manque de caractérisation pharmacologique de ces outils. Certains de ces ligands
ont peut-étre été considérés a tort comme des agonistes ou antagonistes alors qu’il pourrait

s’agir d’agonistes inverses ou d’agonistes/antagonistes biaisés.

3.2 Voies sérotoninergiques bulbo-spinales

Les premiéres preuves de mécanismes modulateurs de la douleur proviennent des
observations de Beecher, médecin qui servit dans I'armée américaine pendant la Seconde
Guerre mondiale. Il remarqua une atténuation significative de la douleur ressentie par les soldats
dans des situations de combat (Beecher, 1946). 1l observa également que pas moins des trois
quarts des soldats grievement blessés déclaraient ne pas souffrir de douleur (ou seulement de
douleur modérée) et ne voulaient pas de médicaments antalgiques, permettant ainsi de conclure

que les «fortes émotions» pouvaient moduler la douleur (Beecher, 1946).

Cette modulation de I’information douloureuses implique un systéme de contrdle
descendant de la douleur mettant en jeu le CPF, le thalamus, I'amygdale, le CCA, le cortex
insulaire projetant sur la substance grise périaqueducale (SGPA) du mésencéphale.

La région rostroventromédiane du bulbe (RVM) recoit des afférences en provenance
de la SGPA, du thalamus et du complexe parabrachial. Les neurones sérotoninergiques du
noyau raphe magnus (RMg) et des noyaux paragigantocellulaire et gigantocellulaire de laRVM

projettent sur les couches I, 11 et V de la moelle spinale ou les fibres afférentes primaires font
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un premier relai avec les neurones de second ordre (ou neurones de projection) (Ossipov, 2012;
Viguier et al., 2013). Cet axe SGPA-RVM-corne dorsale de la moelle épiniére met en jeu non
seulement la 5-HT mais aussi d’autres neurotransmetteurs dont la NA et les opioides endogénes
(Figure 9).
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Figure 9 : Représentation des voies descendantes sérotoninergiques. SGPA : substance grise
périaqueducale, RVM : région rostroventromédiane du bulbe, 5-HT : sérotonine. D’aprés Ossipov,
2012.
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La SGPA est la premiére région du cerveau dont le role a été décrit dans I’inhibition de
la douleur. La microinjection d'opioides ou la stimulation électrique de cette région chez
I'animal et chez I’homme révéle un puissant effet antinociceptif (Tsou and Jang, 1964;
Reynolds, 1969; Hosobuchi et al., 1977; Richardson and Akil, 1977). La SGPA recoit des
afférences descendantes provenant de sites corticaux et de I'amygdale (Helmstetter et al., 1998;
Gauriau and Bernard, 2002), et ascendantes provenant des cornes dorsales de la moelle épiniere
par l'intermédiaire du noyau parabrachial (Gauriau and Bernard, 2002). Des études d'imagerie
par PET-Scan et IRMf chez des volontaires sains ont montré que le CCA induit probablement
I'analgésie placebo via I’activation de la SGPA (Petrovic et al., 2002; Eippert et al., 2009). Elle
module principalement les contrdles descendants de la douleur par ses connexions réciproques
avec laRVM (Fields et al., 2005). La stimulation des neurones de la SGPA, par micro-injection
de glutamate, entraine d’ailleurs ’excitation des neurones de la RVM et est associée a
I’inhibition des réflexes nociceptifs chez le rat (Behbehani and Fields, 1979). La RVM est
particulierement riche en 5-HT puisque la moitié de la 5-HT cérébrale y est contenue (Kwiat
and Basbaum, 1992).

A coté des projections sérotoninergiques bulbospinales, d’autres projections, a priori
non sérotoninergiques issues de la RVM et participant aux contrdles descendants facilitateurs
et inhibiteurs de la transmission nociceptive au niveau spinal ont été decrites. La RVM exerce
des effets bidirectionnels sur la modulation de la douleur, inhibant et facilitant la douleur. Des
¢tudes menées par 1’équipe de Fields, ont permis d’identifier une population de neurones de la
RVM dont I’activité augmente juste avant la réponse réflexe suite a une stimulation nociceptive
(cellules ON) et une autre dont I’activité diminue (cellules OFF) (Heinricher et al., 1989;
Morgan and Heinricher, 1992). L'activité d'autres cellules dites "neutres" ne corréle pas avec
les stimuli nociceptifs. Ces 2 populations de neurones, ON et OFF, envoient des projections
dans la corne dorsale de la moelle épiniére, indiquant leur possible influence modulatrice sur
les signaux nociceptifs entrants (Vanegas et al., 1984; Fields et al., 1995) (Figure 10). Un des
mécanismes d’action de I’effet analgésique des opioides passe justement par ce systeéme en
inhibant les cellules ON menant a une activation des cellules OFF (Heinricher et al., 2009),
notamment aprées leur administration systémique ou intra-SGPA (Cheng et al., 1986), indiquant
I’expression des récepteurs p-opioides dans ces cellules (Heinricher et al., 1992). L'existence
de ces cellules ON et OFF au niveau des projections descendantes de la moelle épiniére met en
évidence une modulation positive et négative de la douleur par le systeme SGPA-RVM,
I’activation des cellules OFF étant associée a un effet antinociceptif, alors que I’activation des

cellules ON a une facilitation de la nociception (Salas et al., 2016).
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Il semble d’ailleurs probable qu'un déséquilibre entre les systemes de modulation

inhibiteur et facilitateur de la douleur soit a l'origine d’états pathologiques douloureux

(Heinricher et al., 2009; Denk et al., 2014). Plusieurs études réalisées sur des modéles animaux

de douleur neuropathique corroborent ce point de vue. Une augmentation de ’activité des

cellules ON de la RVM est retrouvée dans ces modeles, et le blocage pharmacologique,

neurochimique ou physique de la facilitation descendante de la douleur provenant de la RVM

supprime I’hypersensibilité (Burgess et al., 2002; Gardell et al., 2003; Bee and Dickenson,
2007, 2008; Zhang et al., 2009).
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Figure 10 : Représentation schématique de I’organisation des cellules ON et OFF de la RVM.
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De nombreuses observations issues d’études in vivo et in vitro sont en faveur d’un effet
inhibiteur de la 5-HT sur la transmission douloureuse. Ainsi, la stimulation électrique directe
de la RVM induit a la fois la libération de 5-HT au niveau spinal et des effets anti-nociceptifs
résultant de la mise en jeu des voies bulbospinales (inhibition des neurones nociceptifs
médullaires) (Rivot et al., 1982; Cui et al., 1999; Hentall et al., 2006). La Iésion sélective des
neurones serotoninergiques par I’administration intra-RVM de 5,7-DHT (Wei et al., 1999) ou
I'absence de ces neurones provoquée par knock-out conditionnel du facteur de transcription
Lmx1b, gene codant la 5-HT dans le SNC (Zhao et al., 2007) exacerbent la douleur, confirmant
le réle des neurones sérotoninergiques de la RVM dans le contréle inhibiteur de la douleur.

Plusieurs neuropeptides (substance P, somatostatine, enképhalines) ainsi que des
neurotransmetteurs inhibiteurs (GABA) et excitateurs (glutamate) sont co-localisés dans
différentes sous-populations de neurones sérotoninergiques bulbaires projetant sur la moelle
épiniere (Minson et al., 1991; Stornetta and Guyenet, 1999; Finnegan, 2004; Nakamura et al.,
2004). Ainsi, la co-libération d'un neuropeptide ou d’un neurotransmetteur pourrait entrainer
une modulation de I'effet de la 5-HT contribuant a I'amélioration ou a la réduction de son action
antinociceptive.

Par suppression sélective de I'expression de TPH. dans la RVM, en utilisant une
approche sh-ARN (Tph-2-shRNA), une déplétion de la 5-HT endogene au niveau des somas
neuronaux de la RVM et des terminaisons de leurs projections dans la moelle épiniére est
observée. Cette diminution des taux de 5-HT atténuant la neurotransmission sérotoninergique
réduit significativement I’hypersensibilité dans les modéles de douleur neuropathique SNL et
CCl chez le rat (Wei et al., 2010; Gautier et al., 2017). La déplétion spinale de 5-HT, obtenue
par administration i.t. de 5,7-DHT permet également de diminuer le comportement douloureux
des rats SNL (Rahman et al., 2006). L’approche Tph-2-shRNA est intéressante dans la mesure
ou, contrairement a la 5,7-DHT, elle n’implique pas la perte de neurones sérotoninergiques, et
donc I'élimination non seulement de la 5-HT mais aussi d'autres molécules neuroactives
produites et libérées par ces neurones.

De plus, I’inhibition des afférences descendantes par 1ésion du faisceau dorso-latéral
permet de diminuer significativement le comportement douloureux des rats SNL (Wang et al.,
2013). La stimulation des neurones sérotoninergiques de la RVM par technigue
d’optogénétique chez des souris transgéniques (TPH2-ChR2), entraine une hypersensibilité
tactile et thermique intensité-dépendante (Cai et al., 2014). Ces résultats mettent en évidence le

réle facilitateur des voies sérotoninergiques descendantes issues de la RVM.
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Dans le modele de douleur neuropathique SNL, une diminution de concentrations de
5-HT dans les cornes dorsales de la moelle épiniére ainsi que dans le thalamus a pu étre observee
(Goettl et al., 2002; Liu et al., 2010; Dam et al., 2014). Dans un autre modéle de douleur
associée a la maladie de Parkinson, induit par administration dans la pars compacta de la
substance noire, de 6-OH-DA, une diminution des taux de 5-HT ainsi qu’une réduction du
nombre de neurones sérotoninergiques dans la RVM et dans la moelle spinale ont été mis en
évidence (Wang et al., 2017). Ainsi, la douleur neuropathique pourrait résulter d’un
déséquilibre conduisant a une activité accrue du systéeme sérotoninergique facilitateur et a une

perte ou une activité réduite du systeme sérotoninergique inhibiteur.
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Chapitre 3. Le récepteur 5-HTe et la voie de signalisation mTOR

1. Structure du récepteur

Le récepteur 5-HTs fut identifié et séquencé par trois équipes différentes en 1993
(Monsma et al., 1993; Plassat et al., 1993; Ruat et al., 1993). Ce récepteur - membre la de
famille des RCPG - est une protéine composée de sept domaines transmembranaires (TM), trois
boucles intracellulaires (i) et trois boucles extracellulaires (e) (Kohen et al., 1996). Chez
I’homme, il est constitué de 440 acides aminés et est codé par le géne htr6 situé sur le
chromosome 1 (Monsma et al., 1993; Ruat et al., 1993), tandis que chez le rat et la souris, il
compte respectivement 438 et 440 acides amineés et son géne est situé le chromosome 5 pour le

rat et sur le chromosome 4 pour la souris (Figure 11) (Woolley et al., 2004).
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Figure 11 : Représentation schématique de la séquence d'acides aminés du récepteur 5-HTs de rat. Les
acides aminés en noir correspondent a la séquence Leu®-Val*'® permettant la détection du récepteur
5-HTs par technique d’IHC. D’apres Ruat et al., 1993.

Au niveau de sa structure, le récepteur 5-HTs de rat presente des homologies de
séquence avec d’autres récepteurs sérotoninergiques couples a la protéine Gs, notamment la
présence d’un résidu aspartate en position 106 (Asp%) indispensable (avec d’autres résidus, cf

ci-dessous) a la liaison de la 5-HT sur le récepteur (Ruat et al., 1993) ainsi qu’une boucle
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intracellulaire i3 courte, et un domaine C-terminal (ter) de grande taille. Au niveau N-ter, un
résidu asparagine en position 9 (Asp®) est impliqué dans la glycosylation du récepteur, et deux
résidus cystéines en positions 99 et 180 (Cys® et Cys!®%) sont vraisesmblablement impliqués
dans la formation d’un pont disulfure entre les boucles extracellulaires e2 et e3 (Ruat et al.,
1993).

Le site de liaison de la 5-HT sur le récepteur 5-HTs se situe au niveau d’une poche
formée par les domaines TM IlI, V et VI. Une étude realisée par mutagenese dirigée sur le
récepteur a permis d’identifier des résidus cruciaux pour la liaison du ligand. Ainsi la mutation
du résidu Asp'® réduit drastiquement (de 3600 fois) la stimulation de 1’adénylate cyclase
induite par la fixation de 5-HT sur le récepteur ; la mutation du résidu Trp% réduit I’affinité de

ligands pour le récepteur, tandis que la double mutation Ala?®" et Asn?®

augmente leur
efficacite et leur affinité. Il semblerait donc que ces quatre acides aminés soient particuliérement
importants pour la liaison de la 5-HT sur le récepteur 5-HTs (Boess et al., 1998). Ces différents
acides aminés sont d’ailleurs conservés chez 1’homme. Ainsi, une étude de modélisation
graphique du récepteur 5-HTs humain a permis de confirmer le réle des domaines TM 111, V et

VI dans la fixation de la 5-HT sur le récepteur 5-HTe (Figure 12) (Pullagurla et al., 2004).

Figure 12 : Représentation graphique 3D du récepteur 5-HTs et de la liaison de la 5-HT. D’apres
Pullagurla et al., 2004.
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Des différences inter-especes ont été observées dans les profils pharmacologiques des
ligands 5-HTe, notamment entre le rat et la souris (Hirst et al., 2003). En effet, une série
d'antagonistes a montré des affinités différentes entre les récepteurs de rat et de souris pouvant
étre expliquées par des changements dans quatre acides aminés critiques appartenant a la poche
de liaison du récepteur (un sur la boucle €2, un sur le domaine TM V, et deux sur le domaine
TM VI). Ces différences, ainsi que la plus faible densité du récepteur 5-HTe dans le SNC de
souris (notion sur laquelle nous reviendrons dans la partie suivante), doivent étre prises en

compte lors de I'analyse des résultats obtenus a partir de modeles murins.

Chez ’homme, un polymorphisme a été mis en évidence sur le géne htré (C?'T)
donnant lieu a la variation d’une seule paire de bases du génome (SNP, single nucleotide
polymorphism) entrainant la modification synonyme d’un acide aminé. Bien que de nombreuses
études aient tenté de faire le lien entre ce polymorphisme et la susceptibilité a développer des
pathologies neurodégénératives ou psychiatriques comme la maladie d’ Alzheimer (Tsai et al.,
1999; Thome et al., 2001), la maladie de Parkinson (Messina et al., 2002) ou la schizophrénie
(Tsai et al., 1999; Kishi et al., 2012) et les troubles de I’humeur (Fukuo et al., 2010), aucun
consensus n’a pu étre dégagé de par 1’hétérogénéité et le caractere population-dépendant des
résultats. Aucun lien clair n’a donc été établi entre ce polymorphisme et la survenue de maladies

neurodégénératives ou psychiatriques (Woolley et al., 2004).

2. Localisation

Différents travaux ont été menés pour localiser le récepteur 5-HTs chez le rat, la souris
et ’homme. 11 se trouve principalement dans le SNC, notamment dans le striatum, I’amygdale,
le noyau accumbens (NACc), I’hippocampe, le cortex et le tubercule olfactif, avec une

localisation principalement post-synaptique (Hannon and Hoyer, 2008).

2.1 Localisation supraspinale

A I’aide de la technique d’hybridation in situ, 1’étude de la répartition de I’ARNm codant
pour le récepteur 5-HTs chez le rat a révélé une expression majoritaire dans le striatum, le NAc
et, de fagon moins importante, dans le cortex et I’hippocampe (Ward et al., 1995). L utilisation

d’un ligand radiomarqué (le [%°I]SB258585) a également permis d’observer un niveau
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d’expression important du récepteur 5-HTs dans les noyaux caudé-putamen, le NAc et, dans
une moindre mesure, le cortex et I’hippocampe chez le rat (East et al., 2002; Roberts et al.,
2002). La technique d’immunohistochimie utilisant des anticorps polyclonaux dirigés contre la
séquence Leu*-Val*'® du domaine C-ter du récepteur (Figure 11) a permis de confirmer sa
présence dans le cortex, le NAc, le noyau caudé-putamen, I’hippocampe et les tubercules
olfactifs (Figure 13) (Gérard et al., 1997).

Cortex frontal
Noyaux accumbens

Tubercules olfactifs

Putamen caudé

Hippocampe

Corne ventrale

Figure 13 : Immuno-radiogrammes de coupes coronales de cerveau et de moelle épiniére de rat exposées
a des anticorps dirigés contre la séquence Leu®®-Val*'® du domaine C-ter du récepteur 5-HTs D’aprés
Ruat et al., 1993.

A T’aide des outils précédents, la localisation du récepteur 5-HTe chez ’homme a été
établie avec une expression importante dans le cortex préfrontal, I’hippocampe et également
dans les noyaux caudé-putamen et le NAc. De plus, un co-marquage par technique
d’immunohistochimie sur le striatum a révélé une co-localisation du récepteur avec la

parvalbumine (PV) et une absence de co-localisation avec la protéine acide fibrillaire gliale
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(GFAP) indiquant ainsi la présence du récepteur 5-HTe dans les neurones et son absence dans
les astrocytes. Cependant, dans le cortex préfrontal, le récepteur est co-localisé avec NeuN
(antigene neuronal nucléaire) et la GFAP révélant ici sa présence a la fois neuronale et
astrocytaire. Enfin, dans I’hippocampe, il est présent de maniére prédominante dans les
neurones. 1l semblerait donc que le récepteur 5-HTe soit exprimé dans différents types

cellulaires en fonction de la zone du cerveau étudiée (Marazziti et al., 2012, 2013).

Chez la souris, la densite de récepteurs 5-HTs quantifiée par I’intensité de marquage au
[1%°11SB258585, et le niveau d’ARNm codant pour le récepteur dans le cerveau, est moins
importante que chez I’homme et le rat (Hirst et al., 2003). La distribution du récepteur chez la
souris est se situe principalement aux niveaux du noyau caudé-putamen, du Nac et des
tubercules olfactifs et, de fagcon plus modérée dans le cortex, I’hippocampe et I’amygdale,
présentant ainsi une certaine cohérence avec ce qui a précédemment été mis en évidence chez
le rat et I’homme. La génération de souris knock-in exprimant le récepteur 5-HTe fusionné a
une étiquette GFP (green fluorescent protein) (souris KI-5-HTe-GFP) a permis de confirmer la
présence du récepteur dans le striatum et I’aire CA3 de 1’hippocampe (Deraredj Nadim et al.,
2016). Le niveau d’expression général du récepteur 5-HTs est moins important chez la souris

que chez I’homme et le rat (Svenningsson et al., 2007).

Ainsi, I’ensemble de ces approches met en évidence une expression préférentielle du
récepteur 5-HTs dans les régions fortement impliquées dans les processus cognitifs (striatum,
cortex préfrontal, hippocampe), dans le contrble sérotoninergique de la fonction motrice

(régions extrapyramidales) et de I’humeur (systéme limbique).

Comme vu précédemment chez ’homme, ce récepteur est exprimé dans les neurones
du striatum et de I’hippocampe et dans les neurones et les astrocytes du cortex préfrontal mais,
sur quel(s) type(s) de neurones?

Chez le rat, le récepteur 5-HTs semble étre exprimeé dans les neurones pyramidaux de
I’hippocampe et du cortex (Hamon et al., 1999; Woolley et al., 2004). L’étude de sa distribution
par double hybridation in situ n’a pas révélé d’ARNmM le codant dans les neurones
sérotoninergiques, dopaminergiques ou cholinergiques (Gérard et al., 1996). Sa présence est en
revanche confirmée dans les neurones GABAergiques (du striatum) et glutamatergiques (de
I’hippocampe et du cortex), suggérant un role du récepteur 5-HTe dans la regulation de la

signalisation inhibitrice et excitatrice dans le cerveau (Helboe et al., 2015).
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Concernant sa localisation sub-cellulaire, ’analyse en microscopie électronique révele
la présence du récepteur 5-HTs préférentiellement au niveau dendritique, au niveau du cil
primaire et faiblement sur les corps cellulaires (Hamon et al., 1999). Les cils primaires sont des
organites a base de microtubules formés a partir d'un ancrage centriolaire, appelé corps basal,
et s'étendant depuis la surface apicale de la plupart des cellules de mammiféres y compris les
neurones, a un moment de leur cycle vie et impliquée dans la communication extra-synaptique.
Une caractéristique intéressante du cil est sa capacité & modifier sa morphologie en réponse aux
conditions environnementales. Son élongation pour améliorer sa capacité de détection du signal
ou, inversement, sa résorption pour diminuer sa réactivité aux signaux, révelant un mécanisme
intuitif d'adaptation aux signaux sensoriels (Malicki and Johnson, 2017). Alors que la
membrane ciliaire est contigué a la membrane plasmique, elle posséde un ensemble unique de
protéines permettant de répondre a ces signaux. Le cytoplasme des cils est isolé du reste de la
cellule par une zone de transition a la base, qui agit comme un pore sélectif (Figure 14) (Reiter
et al., 2012; Malicki and Johnson, 2017).
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Figure 14 : (A) Représentation schématique de l'ultrastructure du cil primaire. Pour des raisons de clarté,
I'axonéme ciliaire est représenté par deux doublets de microtubules (les tubules A et B en gris) mais il
en possede 9, qui, au niveau du centriole forment des triplets (constituées de tubules A, B et C) indiqués
par des ovales gris foncé. La zone de transition est caractérisée par des liens en forme de Y (rose) qui
interviennent dans les interactions avec la membrane ciliaire. Les fibres de transition (gris clair)
s'étendent a partir des appendices distaux du centriole. La barriére de perméabilité appelée « porte
ciliaire » est indiquée en rose. (B) Micrographie électronique a transmission d’un cil, montrant neuf
doublets de microtubules et des liens en Y (fleches). (C) Micrographie électronique a balayage de cils
primaires embryonnaires (fléches) sur des cellules épendymaires du ventricule latéral de souris. D’aprés
Malicki and Johnson, 2017.

54



Rappels bibliographiques : Le récepteur 5-HTs et la voie de signalisation mTOR

La membrane du cil primaire concentre plusieurs RCPG et canaux ioniques modulant
différentes voies de signalisation (Goetz and Anderson, 2010). Une caractéristique commune
des RCPG occupant la membrane du cil primaire est la présence d’une séquence consensus de
5 acides aminés dans la 3°™ boucle i3 (appelée « CTS ») que seul, parmi tous les récepteurs de
la sérotonine, le récepteur 5-HTs posséde. La déléetion de cette séquence CTS, ou I’échange de
la boucle i3 contre une boucle i3 provenant d’un RCPG non localisé dans le cil primaire, réduit
de fagon importante sans ’abolir, le trafic du récepteur 5-HTe dans les cils primaires (Brodsky
etal., 2017).

Le réle fonctionnel du récepteur 5-HTs au sein des cils primaires a pu étre abordé gréace
a des outils pharmacologiques ou moléculaires. Ainsi, les antagonistes 5-HTe réduisent de
maniere concentration-dépendante et temps-dépendante la longueur des cils primaires des
neurones sans modifier la taille des dendrites alors que, dans la méme étude, les ligands
agonistes 5-HTs n’ont pas d’effet (Brodsky et al., 2017). Dans la poursuite de ces travaux, la
méme equipe (Lesiak et al., 2018) a récemment montré que le recouvrement de I’expression du
récepteur 5-HTs a des niveaux physiologiques chez des souris KO pour le récepteur 5-HTs est
suffisant a augmenter la longueur des cils primaires et les ramifications dendritiques des
neurones pour lesquels le récepteur 5-HTs est localisé exclusivement dans le cil primaire. Ce
serait 1’activité constitutive (notion sur laquelle nous reviendrons) du récepteur 5-HTs qui Sous-
tendrait ces effets (Lesiak et al., 2018). Par contre la surexpression intense du récepteur 5-HTs
est associée a une localisation extra-ciliaire et a des malformations ciliaires (Lesiak et al., 2018).
L’allongement du cil primaire des neurones de 1I’hippocampe et le role du récepteur 5-HTg dans
cette élongation ont été rapportés dans un modéle murin de maladie d’Alzheimer (MA), la
souris APP/PS1(Amyloid Precursor Protein/PreSenilin 1) (Hu et al., 2017) confirmant ainsi les
données de la littérature sur ’implication du récepteur 5-HTe du cil primaire dans cette
pathologie neurodégénérative. Il semblerait également que les cils primaires jouent un réle dans
la réponse inflammatoire des neurones de 1’hippocampe. Ainsi, la neuro-inflammation induite
par I’administration intracérébroventriculaire (i.c.v.) de lipopolysaccharides entraine une
diminution de la longueur du cil primaire des neurones pyramidaux de 1’hippocampe et, une
stratégie SIARN ciblant Kif2a (Kinesin-2 family protein A), protéine nécessaire a la
structuration et a la fonction du cil primaire, diminue 1’expression de médiateurs pro-
inflammatoires (Baek et al., 2017). De par son role dans I’inflammation neuronale, 1’étude du
cil primaire pourrait étre envisagée dans la douleur neuropathique ou il existe une composante

neuro-inflammatoire (Sommer, Leinders, et al., 2018).
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2.2 Localisation spinale

La localisation spinale du récepteur 5-HTe n’est pas aussi renseignée que sa localisation
supra-spinale. Sa présence dans la moelle épiniere de rat a pu étre mise en évidence par
technique de RT-PCR ciblant les ARNm codant pour le récepteur 5-HTes (Gérard et al., 1996;
Tian et al., 2016) et par approche immunohistochimique (Gérard et al., 1997). Cette derniére a
révelé la présence du récepteur au niveau de toutes les couches de la substance grise spinale
avec un marquage plus dense dans les couches superficielles de la corne dorsale (couches | et
I1) et de la lamina IX (Figure 13). Plus récemment, a ’aide de souris KI-5-HTs-GFP le
récepteur 5-HTs a été détecté sur des interneurones excitateurs situés dans une zone s’étendant
de la couche Ili & IV externe, spécialisée dans le traitement et I’intégration de I’information
mécanique apportée par les mécanorécepteurs de bas seuils (« Low-Threshold
Mechanoreceptor-Recipient Zone » LTMR-RZ) (Abraira et al., 2017).

Sa localisation spinale chez le rat a pu étre confirmée par technique de Western-blot
(Pineda-Farias et al., 2017), la ou les techniques d’hybridation in situ (Ward et al., 1995) et de
RT-PCR (Hirst et al., 2003) ont failli.

Il n’y a, a ce jour, aucune donnée disponible quant a la distribution sub-cellulaire du

récepteur 5-HTe dans la moelle épiniere.

2.3 Localisation périphérique

A P’instar de la localisation spinale du récepteur 5-HTs, sa localisation périphérique fait
débat. Plusieurs études ont mis en évidence par technique de RT-PCR la présence de ce
récepteur dans les fibres afférents primaires notamment au niveau des GRD de rat (Gérard et
al., 1996; Liu et al., 2005; Tian et al., 2016) tandis que d’autres, ne 1’ont pas détecter a la fois
par RT-PCR (Pierce et al., 1996; Wu et al., 2001; Hirst et al., 2003) et par hybridation in situ
(Nicholson et al., 2003). L’analyse de I’ARNm codant pour le récepteur 5-HTs dans des
cultures de neurones sensitifs de rat n’a également pas permis de le détecter, révélant a nouveau

son absence dans les GRD (Chen et al., 1998).

Chez I’humain, la présence dans les GRD de ce récepteur n’a pas été évaluée mais
I’absence de détection des ARNm codant le récepteur 5-HTs a permis d’exclure sa localisation
dans les tissus périphériques suivants: ceeur, foie, poumon, muscle squelettique, rein, pancréas,

rate, intestin gréle, placenta, testicule, estomac, prostate et uterus (Hirst et al., 2003).
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La discordance des données concernant la localisation du récepteur 5-HTs dans la
moelle spinale et les GRD a motivé son étude en western-blot et immunohistochimie dans la

moelle spinale lombaire de rats et de souris KI-5-HTe -GFP.

3. Voies de signalisation associées au récepteur 5-HTs

Outre son couplage « classique » avec la protéine Gs et la voie de signalisation
canonique qui en découle, différentes études ont mis en évidence le couplage du récepteur
5-HTe avec d’autres voies de signalisation (Figure 15). Parmi celles-ci nous présenterons en
détail la voie de I’adénylate cyclase, celle de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin ou
mechanistic Target Of Rapamycin), et de Cdk5 (Cyclin dependent kinase 5) dont la mise en

jeu dans le contexte de neuropathie douloureuse a fait 1’objet de ce travail de these.
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Figure 15 : Représentation des voies de signalisation couplées au récepteur 5-HTs. D’aprés Dayer et al.,
2015.
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3.1 La voie de I’adénylate cyclase

Couplé a la protéine Gs, le récepteur 5-HTs entraine la formation d’AMPc lorsqu’il est
activé par la 5-HT endogéne ou par des ligands agonistes ou encore, lorsqu’il est animé d’une
activité constitutive. Ces observations ont été réalisées a 1’aide de systémes cellulaires
recombinants COS-7, JEG-3 et HEK-293 (Ruat et al., 1993; Kohen et al., 2001; Purohit et al.,
2003; Codony et al., 2010), ou de systemes natifs, telles que des cultures de neurones primaires
striataux (Schoeffter and Waeber, 1994; Sebben et al., 1994).

L’activation de la protéine Gs par le récepteur entraine la fixation de GTP & la place du
GDP sur la sous-unité o et induit la production d’AMPc¢ via I’activation de 1’adénylate cyclase.
Une étude de Baker et al., (1998) a permis de mettre en évidence, par la co-expression du
récepteur 5-HTsg avec différentes isoformes de 1’adénylate cyclase (AC1, AC5 et AC8) dans des
cultures de cellules HEK-293, que le récepteur 5-HTs stimule le sous-type 5 de I’adénylate

cyclase.

Classiquement, il existe quatre régions potentielles sur les RCPG pouvant interagir avec
la protéine G : les boucles i1, i2 et i3 et le domaine C-ter du récepteur (Kang et al., 2005).
Concernant le récepteur 5-HTs, une forte interaction avec la protéine Gs par I’intermédiaire de
la boucle i3 du récepteur a pu étre mesurée tandis qu’aucune association n’était détectable avec
la boucle i2 et le domaine C-ter. Ces résultats ont été obtenus par génération de plusieurs
mutations, notamment celle du résidu 265 (K?®°A), qui inhibe complétement la production
d’AMPc (Kang et al., 2005). En bloquant I’interaction entre la boucle i3 du récepteur 5-HTg et
la protéine Gs, a I’aide d’un composé chimique (le KKJ00016), la production d’AMPc induite
par la 5-HT a été abolie, confirmant le r6le majeur de la boucle i3 dans le couplage du récepteur
a la protéine Gs (Choi et al., 2007).

L’importance de cette boucle i3 dans la signalisation des RCPG a également été
observée pour les récepteurs adrénergiques o (Kjelsberg et al., 1992) et sérotoninergiques
5-HT2an2ci7 (Herrick-Davis et al., 1997; Obosi et al., 1997; Egan et al., 1998).

Une triple mutation des résidus 69, 70 et 72 (F®L/T°1/D"2A) du domaine TM 11, inhibe
la production d’AMPc suite a la stimulation par la 5-HT donc empéche I’activation de la
protéine Gs (Zhang et al., 2006) suggerant leur implication dans les changements

conformationnels du récepteur, responsables de 1’activation de la protéine Gs.
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Différentes approches protéomiques combinant la purification par affinité des protéines
interagissant avec les récepteurs et leur identification par spectrométrie de masse, a permis
d’identifier au moins 28 protéines partenaires du récepteur dont mTOR et Cdk5 (Figure 15)
(Meffre et al., 2012; Duhr et al., 2014) constituant les maillons d’autres voies de signalisation

sous la dépendance du récepteur 5-HTe.

3.2 La voie mTOR

3.2.1.Mise en évidence du couplage récepteur 5-HTs-mTOR

Ces travaux, principalement menés par 1’équipe du Dr P. Marin de I’IGF de Montpellier,
ont permis de caractériser ’interactome du récepteur 5-HTs et 1’impact fonctionnel des
protéines identifiees (Meffre et al., 2012; Marin et al., 2013; Duhr et al., 2014; Jacobshagen et
al., 2014).

Les protéines interagissant avec le recepteur 5-HTg ont été identifiées en utilisant deux

stratégies protéomiques complémentaires (Meffre et al., 2012) :

- des expériences de co-immunoprécipitation (co-1P) utilisant le récepteur 5-HTs avec
un tag HA (hémagglutinine) exprimé dans des cellules HEK-293. La fonctionnalité de
ce récepteur chimérique a éteé vérifiée par la capacité de la 5-HT et d’agonistes 5-HTs a

stimuler la production d’AMPc ;

- des expériences de « pull-down » utilisant une forme recombinante du récepteur 5-HTsg
possédant a son extrémité C-ter une protéine de fusion, la GST (glutathion-S-

transférase).

L’analyse des protéines purifiées par ces deux méthodes, en spectrométrie de masse, a
permis de définir des partenaires potentiels, notamment plusieurs protéines de la voie mTOR
comme mTOR elle-méme et Raptor qui, avec GPL (aussi connue sous le nom mLST8),
constituent le complexe mMTOR1 (mTORC1) sensible a la rapamycine (Swiech et al., 2008;
Wang and Proud, 2011; Laplante and Sabatini, 2012). En revanche, aucune protéine spécifique
du complexe mTOR2 (mTORC2) n'a été identifiée, suggérant I’interaction sélective du
récepteur 5-HTs avec mMTORCL. Le récepteur 5-HTs recrute egalement Ttil et Tel2, protéines

indispensables a 1’assemblage et a la stabilité du complexe mTORC1 (Kaizuka et al., 2010),
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ainsi que les protéines G Rheb (Ras homolog enriched in brain), et PI3K (Phospho- Inositide-
3 Kinase) qui active directement mTOR (Swiech et al., 2008; Zhou and Huang, 2010). La co-IP
specifique de mTOR et du récepteur 5-HTs a également été mise en évidence dans le cerveau
de souris révélant la formation du complexe protéique in vivo (Meffre et al., 2012).
L interaction physique du récepteur 5-HTe avec mTOR se fait avec son extrémité C-ter mais

pas exclusivement (Meffre et al., 2012).

L activation du récepteur 5-HTs stimule la voie mTOR non seulement in vitro mais aussi
in Vivo ; chez la souris, I’administration systémique d’un agoniste 5-HTe Se traduit par une
augmentation de la phosphorylation du résidu Ser?**® de mTOR dans le cortex préfrontal , ainsi
qu’un de ses substrats p-S6(Ser?4%244) (Meffre et al., 2012). 1l est intéressant de noter que S6
peut étre phosphorylé par mTOR sur plusieurs résidus : p-S6(Ser?35/2%) et p-S6(Ser?4¥/244)
(Klingebiel et al., 2017). L’¢tude de ces résidus phosphorylés va permettre d’apprécier I’activité
fonctionnelle de mTOR. Cependant, seule la phosphorylation p-S6(Ser?49244) est spécifique de
I’activit¢ mTOR, le site p-S6(Ser?*%2%) étant aussi ciblé par d’autres cascades de signalisation
notamment ERK (extracellular signal-regulated kinases), kinases appartenant a la famille des

MAP (mitogen-activated protein kinases) (Meyuhas, 2015).

L’activation du récepteur 5-HTe par la 5-HT, au-dela d’augmenter la phosphorylation
de la voie mTOR, augmente parallélement celle de Akt (autrement connue sous le nom de
protéine kinase B) au niveau su résidu Ser*’3, L’activation de la voie mTOR est dépendante de
la voie de signalisation PI3K/Akt. Ainsi, la phosphorylation de mTOR (Ser?*), de S6
(Ser?*9244y et de Akt (Ser‘’®) est fortement réduite dans les cellules prétraitées avec des
inhibiteurs de PI3K (wortmannin et LY294002). Une fois Akt activée, cette kinase va
phosphoryler la tubérine (TSC2) (Manning et al., 2002) qui, avec I’harmatine (TSC1)
constituent le complexe tubéreux (TSC1/2) (Hoogeveen-Westerveld et al., 2012). Ce complexe
est une protéine GAP (GTPase-activating proteins) pour Rheb, c’est-a-dire qu’elle stimule
I’activité GTPase de Rheb, acteur majeur en amont de mTORCL1 (Garami et al., 2003). Lorsque
TSC2 est phosphorylée par Akt, I’activité GAP du complexe est inhibée, entrainant alors une
augmentation des taux de Rheb-GTP qui, a leur tour, stimuleront mTOR (Figure 15) (Garami
et al., 2003).

En aval de mTOR, la protéine kinase ribosomique p70S6K et la protéine fixatrice du
facteur d'initiation de la traduction eucaryote 4E (elF4E) appelée 4E-BP1 sont les substrats les
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mieux caractérisés de mTORC1 dont les rbles vont étre de réguler la traduction. La
phosphorylation de 4E-BP1 permet de libérer le facteur elF4E qui va pouvoir se lier & elF4G et
ainsi former, avec elF4A ayant une activité ARN hélicase, le complexe. Le facteur elFAE
reconnait la coiffe 5’-cap (7-méthylguanosine 5-triphosphate) et la protéine de liaison poly(A)
(PABP) se lie a la queue poly(A) des ARNm de sorte que le complexe elF4F permette une
structure circulaire de I'ARNm. La phosphorylation de p70S6K par mTOR entraine
I'association de elF3 avec elF4G (Harris et al., 2006). Ce processus est important pour recruter
la sous-unité ribosomique 40S par le complexe ARNm-elF4F. Par conséquent, mTOR régule
la traduction a la fois aux étapes d'initiation et d'élongation (Fonseca et al., 2014) (Figure 16).
Le controle de la traduction médiée par mTOR est bien étudié dans I'aspect du développement
neuronal et des maladies neuronales mais son rdle physiologique dans les fonctions neuronales

n’est pas encore clairement établi (Takei and Nawa, 2014).
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Figure 16 : Régulation de la traduction par le complexe mMTORCL. D’apres Fonseca et al., 2014.
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3.2.2.Ro0les physiopathologiques de la voie mTOR

La protéine mTOR est une sérine/thréonine kinase qui, comme 1’indique son nom, est
la cible de la rapamycine, macrolide anti-fongique, synthétisé par la bactérie Streptomyces
hygroscopicus et isolé initialement par une équipe canadienne dans un échantillon de sol
provenant de I’Ile de Paques (Vezina et al., 1975). Cette molécule attira rapidement 1’attention
de par ses propriétés anti-prolifératives et immunosuppressives (inhibition de la prolifération
des cellules T) (Dumont et al., 1990) qui lui valent son indication thérapeutique (Sirolimus
Rapamune®) dans la prévention du rejet d’organes chez les patients adultes présentant un

risque immunologique faible a modéré recevant une transplantation rénale (Moes et al., 2015).

La voie mTOR integre plusieurs signaux intracellulaires et extracellulaires. Les facteurs
de croissance (IGF-1, IGF-2) et les acides aminés sont les stimuli extracellulaires les mieux
caractérisés qui activent mTOR. Le statut energétique cellulaire, I'oxygéne/hypoxie et les
facteurs de stress régulent également son activité. Dans le SNC, les neurotransmetteurs et les
hormones viennent également moduler I’activité de mTOR (Hay and Sonenberg, 2004; Takei
and Nawa, 2014). De par le role crucial de mTOR dans la prolifération et la migration cellulaire
elle est considérée comme essentielle pour le développement d’un organisme. En effet, des
souris mutantes dont les 6 derniers résidus du domaine C-ter de mTOR ont été délétés, ne sont
pas viables en raison de I’altération de la prolifération des cellules embryonnaires (Murakami
et al., 2004).

Les paragraphes suivant ne se veulent pas exhaustifs mais donnent un bref apergu de la
diversité des implications physiopathologiques de la voie mTOR dans le SNC.

La voie mTOR joue un role essentiel dans le développement neuronal incluant la
neurogenese, la migration neuronale, 1’élongation de 1’axone, la formation et la maturation des
dendrites (Takei and Nawa, 2014). Par stratégie de KO conditionnel, le role des complexes
MTOR a été analysé dans le cerveau. L'élimination de la fonction de mTORCL1 dans le cerveau
a été obtenue en croisant des souris floxées pour la protéine Raptor et des souris Nestin-Cre
(marqueurs des progeniteurs neuronaux) (Cloetta et al., 2013). Bien que les souris Raptor-KO
soient mortes peu de temps apreés la naissance, elles ont montré une microcephalie liée a la

réduction de la taille et du nombre des cellules.
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Avec la méme stratégie, la délétion conditionnelle de Rictor dans le cerveau permettant
de bloquer la fonction de mTORC2, conduit & une diminution importante de la masse du
cerveau associée a une atteinte de la taille et de la morphologie des neurones pyramidaux de

I’hippocampe et des cellules de Purkinje du cervelet (Thomanetz et al., 2013).

Les mécanismes précis de la régulation de la taille et de la morphologie des cellules par
MTORC1 et mTORC2 ne sont toujours pas clairement identifiés. Par contre, au vu des effets
de la voie mTOR sur le développement neuronal, toute dérégulation de la signalisation mTOR

est susceptible de s’accompagner de troubles du développement neuronal.

Parmi eux, le plus connu, et directement lié a une altération de mTOR, est la sclérose
tubéreuse. Les patients atteints présentent des mutations (faux-sens, non-sens, insertion,
délétion) du gene codant TSC1 ou TSC2 (Takei and Nawa, 2014). Rappelons que le complexe
TSC1/TSC2 est une protéine GAP pour Rheb, il inhibe donc mTORCI1. La mutation d’une des
protéines de ce complexe entraine sa perte de fonction et donc I’activation constitutive de
mTORCI. C’est ainsi que chez les patients atteints, une hyperphosphorylation de p70S6K, de
S6 et de 4E-BP1 a pu étre observée par approche immunohistochimique (Prabowo et al., 2013;
Tsai et al., 2014).

La voie mTOR est également impliquée dans le syndrome de I’X fragile. Ce syndrome
est provoqué par 1’augmentation de la répétition du codon CGG situé¢ dans la région 5’-UTR
(région 5’ non traduite) en amont du gene FMR1 conduisant a son extinction (Verkerk et al.,
1991). Chez ces patients, une augmentation de la phosphorylation mTOR et de ses substrats
p70S6K, S6 ainsi que Akt, régulateur de la voie mMTOR, est observée dans les lymphocytes et
le tissu cérébral (Hoeffer et al., 2012). Cette pathologie est modélisée chez la souris par
invalidation génique de FMR1. Ainsi chez la souris Fmr1-KO I’hyperphosphorylation de S6 est
inhibée par 1’administration de rapamycine mais le traitement n’a malheureusement pas de

conséquences phénotypiques comportementales (Sare et al., 2017).

Une autre pathologie neuro-développementale impliquant la voie mTOR est le
syndrome de Rett, syndrome causé par mutations du géne MECP> (methyl-CpG binding-
protein 2) entrainant un gain ou une perte de fonction. La protéine MeCP: est le principal
membre de la famille des protéines de liaison a I’ADN méthylé et dont le rdle va étre d’inhiber

la transcription des cibles en aval (Chen et al., 2014). Ainsi, dans des cellules souches
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embryonnaires humaines modélisant le syndrome de Rett par mutation de MeCP2, une
diminution de la transcription, une réduction des taux d'ARN total et une altération de la
traduction sont observées. Ces changements semblent étre liés a la voie Akt/mTOR car une
diminution des niveaux phosphorylation de Akt et de S6 a été mise en évidence dans les cellules
mutées (Li et al., 2013). De facon similaire, dans un modele murin du syndrome de Rett obtenu
par invalidation genique de MECP, la phosphorylation de S6 chez les souris Mecp2-KO est
largement diminuée par rapport au animaux sauvages, et ce, sur ses 4 résidus p-S6(Ser?40/244y
(spécifique de la voie mTOR) et p-S6(Ser?®2%) (mTOR et ERK). La voie mTOR semble donc

étre regulée a la baisse chez les souris Mecp2-KO (Ricciardi et al., 2011).

Les quelques pathologies neuro-développementales citées ci-dessus ne sont pas les
seules dans lesquelles la voie mTOR est impliquée, elles ont néanmoins des caractéristiques
communes, notamment des anomalies de la migration, du positionnement et de la morphologie
des neurones entrainant différents symptomes incluant déficience intellectuelle, autisme et

épilepsie.

Au-dela des fonctions clairement établies de mTOR dans le développement neuronal, il
semblerait qu’elle soit également impliquée dans la formation des synapses et la plasticité
synaptique. Comme vu précédemment, I’activation de la voie mTOR entraine de profondes
modifications des processus de neurogénése dont la formation des dendrites. La délétion de
PTEN (Phosphatase and TENsin Homolog), géne codant une protéine phosphatase, dont
I’action va s’opposer a la PI3K, va permettre une hausse de la signalisation de la voie mTOR
et, in fine, une augmentation de 1’arborisation dendritique des neurones du cortex (Nikolaeva et
al., 2017). De plus, une augmentation de I’activité du complexe mTORCI] via I’invalidation
génique de TSC1 chez la souris (Feliciano et al., 2011), ou la sur-expression corticale de Rheb

(Sokolov et al., 2018), entrainent une forte augmentation de cette arborisation.

La plasticité synaptique, illustrée par la potentialisation a long terme (LTP, « long term
potentiation ») et la dépression a long terme (LTD, « long term depression »), est indispensable
a la fonction et a la survie des neurones. Ces phénomeénes nécessitent I’expression de nouvelles
protéines synthetisées a la fois au niveau du corps cellulaire et des dendrites (Licausi and
Hartman, 2018). La signalisation glutamatergique médiée par les récepteurs metabotropes
mGIuR et ionotropes NMDA entraine une activation de la voie mTOR suggérant son

implication dans la plasticité synaptique (Hou, 2004). D’ailleurs, dans un modéle murin de
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sclérose tubéreuse (par KO conditionnel Cre- Lox de TSC1), une augmentation de 1’activité des
synapses (LTP) liée & une dérégulation de la voie mTOR, ont été rapportées (Licausi and
Hartman, 2018). De plus, ’¢pilepsie touchant 80% des patients atteints de sclérose tubéreuse,
serait due a une perturbation de la plasticité synaptique induite par une dérégulation de la voie
mMTOR avec, pour conséquence, une hyper-connectivité des circuits neuronaux (Schubert-Bast
et al., 2018).

LTP et LTD sont a la base des processus de I’apprentissage et de la mémorisation et de
nombreuses données de la littérature rapportent les effets bénéfiques d’inhibiteurs de mTOR
(notamment la rapamycine), dans différents modéles animaux de déficits cognitifs induits ou

associés a des maladies neurodégénératives.

Dans un modele murin de maladie de Parkinson (MP), induit par administration intra-
striatale de 6-hydroxydopamine (6-OHDA), I’administration de rapamycine et de PF-4708671,
un inhibiteur de p70S6K, restaure les troubles cognitifs présents chez ces souris tout en

réduisant leurs comportements anxieux (Masini et al., 2018).

La neurotoxicité induite par la mélamine (300 mg/kg/j, p.o., durant 4 semaines) chez le
rat est associée a des troubles de la mémoire ainsi qu’a une altération de la plasticité synaptique
hippocampique, (LTP et LTD évaluée en électrophysiologie in vivo sur des neurones
pyramidaux). Chez ces rats, I’administration chronique de rapamycine réduit significativement

les troubles cognitifs et améliore la plasticité synaptique (Fu et al., 2017).

Dans un mode¢le d’athérosclérose induite par invalidation génique de LDLR, récepteur
responsable de la dégradation du LDL (« low density lipoprotein », lipoprotéine de basse
densité), la souris LDLR 7, les troubles cognitifs associés ont été significativement réduits par

I’administration chronique de rapamycine (Jahrling et al., 2018).

Dans un modéle de chirurgie traumatique chez la souris tentant de reproduire les
dysfonctions cognitives post-opératoires pouvant survenir chez le patient agé (Sigaut et al.,
2015), I’administration de rapamycine a permis de rétablir les performances cognitives (Lu et
al., 2016).
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Dans un modéle de traumatisme cranien murin réalisé par impact cortical,
I’augmentation de I’activité de la voie P13k/Akt/mTORZ2 est supprimée et les troubles cognitifs
améliorés par I’administration aigué de rapamycine, mettant & nouveau en évidence le réle pro-
cognitif du blocage de la voie mTOR (Nikolaeva et al., 2016). De méme, une augmentation
génétique de ’activité de cette voie chez la souris transgénique Tsc2*, amplifie les troubles

cognitifs induit par lésion cérébrale (Rozas et al., 2015).

Les altérations cognitives associées a la sclérose tubéreuse ont également été étudiées
chez des souris Tsc2-hGFAP. L’administration pré et post-natale chronique de rapamycine
restaure les altérations morphologiques présentes au niveau du cortex et de I’hippocampe et
améliore I’apprentissage et la mémoire de ces souris Tsc2-hGFAP (Way et al., 2012). Chez le
rats Tsc2*", un déficit de mémoire sociale est présent. L’administration chronique

d’everolimus, restaure entiérement les performances cognitives sociales chez ces animaux

(Schneider et al., 2017).

Plusieurs études ont également étudié le réle de mTOR dans les troubles cognitifs liés a
la maladie d’Alzheimer (MA). La MA est une pathologie neurodégénérative irréversible qui
touche en premier la région hippocampique puis qui s’étend au cortex temporal externe, au
gyrus cingulaire postérieur, au cortex temporo-pariétal ; les premiers symptémes de la maladie
sont les troubles de la mémoire épisodique portant sur les souvenirs les plus récents puis
évoluent progressivement vers un déclin cognitif (Claeysen et al., 2015). La rapamycine
diminue les phénomenes physiopathologiques responsables de la maladie d’Alzheimer,
notamment 1’accumulation du peptide A et de la protéine tau, et restaure la fonction cognitive
(Caccamo et al., 2010; Majumder et al., 2012).

L'allele de I'apolipoprotéine E ApoE4 est le principal géne de prédisposition a la MA. 1l
code pour une classe d’apolipoprotéine indispensable au catabolisme des lipides. Chez les
porteurs de cet alléle, des troubles vasculaires et metaboliques cérébraux peuvent survenir avant
I’apparition des premiers symptoémes de la MA. Chez des souris transgéniques exprimant cet
alléle sous la dépendance de la GFAP, une altération de la barriére hémato-encéphalique, du
débit sanguin cérébral et du métabolisme du glucose ont observés en neuro-imagerie.
L’administration chronique de rapamycine corrige ces altérations et améliore les troubles
cognitifs associés (Lin et al., 2017).

Chez des souris TG2576 modélisant la MA par mutation du gene APP conduisant a une

accumulation anormale du peptide amyloide AP, la suppression d’une copie du géne mTOR par
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technique de croisement (MTOR™ x Tg2576*, Cre*") s’accompagne d’une amélioration des
performances cognitives, ainsi que d’une diminution des taux de peptide Ap, de protéine tau et
de cytokines, mettant ainsi en évidence le réle de la voie mTOR dans les troubles cognitifs liés

a la MA ainsi que dans ses mécanismes étiopathogéniques (Caccamo et al., 2018).

3.3 La voie Cdk5

Dans la méme démarche d’identification de I’interactome du récepteur 5-HTs, I’équipe
de P. Marin a mis en évidence 1’association du récepteur avec la cyclin-dependent kinase 5,
(Cdkb5). Cette association, confirmée in vitro a I’aide d’une lignée cellulaire de neuroblastome
(NG108-15) exprimant le récepteur 5-HTe fusionné a un tag HA (Duhr et al., 2014), se produit
en 1’absence d’agoniste et n’est pas renforcée par la stimulation du récepteur par son agoniste,
mettant en évidence I’aspect dynamique de ’interaction 5-HTe-Cdk5, dépendante de 1’état
conformationnel du récepteur (Dayer et al., 2015). Gréce a la technique de transfert d’énergie
bioluminescente par résonnance (BRET), il a été montré que le traitement des cellules avec le
SB258585, antagoniste du récepteur 5-HTp, inhibait fortement 1’interaction de Cdk5 avec le

récepteur.

Le récepteur 5-HTp active Cdk5 indépendamment de la présence d’agoniste, a la fois
dans une lignée cellulaire de neuroblastome et dans des neurones embryonnaires primaires
exprimant le récepteur natif (Duhr et al., 2014). Pour que le récepteur active la signalisation de
Cdk5, sa phosphorylation au niveau du résidu Ser®° par la Cdk5 est nécessaire. Le traitement
par la roscovitine, un inhibiteur (non sélectif) de Cdk5, réduit fortement cette phosphorylation.
En accord avec sa capacité a perturber I’interaction 5-HTe-Cdk5, le SB258585 réduit également

la phosphorylation du résidu Ser®>°

Ces observations suggérent une modulation réciproque de 1’activité du récepteur 5-HTs
et Cdk5 médiée par l'association des deux protéines partenaires et révélent un nouveau
mécanisme sous-tendant I’activation agoniste-indépendante du récepteur, qui dépend alors de
la phosphorylation du récepteur par une protéine kinase associee (Duhr et al., 2014,
Jacobshagen et al., 2014; Seo and Tsai, 2014). La notion d’activité ligand-indépendante du

récepteur est développée dans le chapitre suivant.
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Cdk5 est une sérine/thréonine kinase activee par les protéines p35 et son isoforme p39
ou leurs fragments protéolytiques p25 et p29 (Shah and Lahiri, 2014). Malgre sa distribution
ubiquitaire, son activité est principalement détectée dans le systéme nerveux (Tsai et al., 1993).
Concernant ses réles physiopathologiques, elle est surtout connue pour son implication dans les
processus et les fonctions post-mitotiques des neurones du systéme nerveux notamment la
transmission et la plasticité synaptique et la migration neuronale via la phosphorylation des
protéines nécessaires a I'organisation du cytosquelette, I'endocytose et I'apoptose (Dhariwala
and Rajadhyaksha, 2008; Lalioti et al., 2010). Ces 2 protéines, p35 et p39, en plus de controler
I’activité de Cdk5, régulent également sa localisation subcellulaire : nucléaire, cytoplasmique

ou membranaire (Asada et al., 2008, 2012; Hagmann et al., 2015).

3.4 Autres voies de signalisation associées au récepteur 5-HTg (Fyn, Jab)

En plus des différents protéines vues ci-dessus, le récepteur 5-HTg interagit avec Fyn,
une protéine membre de la famille Src a activité tyrosine kinase (Figure 15) (Yun et al., 2007).
L’association du récepteur 5-HTs et Fyn a été confirmé par co-IP (GST pull-down) et co-
localisation par immunohistochimie in vitro a I’aide deux lignées cellulaires et in vivo dans le
cerveau de rat adulte. Cette interaction a lieu grace au domaine C-ter du récepteur 5-HTs et au
domaine SH3 de Fyn, ce dernier étant impliqué dans les interactions de type protéine-protéine

(avec une séquence consensus riche en proline de type PXXP) (Resh, 1998).

La surexpression de Fyn dans un systeme d’expression hétérologue, augmente
I’adressage membranaire et ’activité du récepteur 5-HTs, alors qu’une activation du récepteur
entraine I’autophosphorylation de Fyn au niveau du résidu Tyr*%, augmentant ainsi son activité
kinase. Cette activation de Fyn dépendante du récepteur 5-HTs stimule I’activité de la voie
ERK1/2 (Yun et al., 2007; Riccioni et al., 2011). Cependant, Fyn n’est pas le seul acteur de la
signalisation du récepteur 5-HTe a activer la voie ERK1/2. Le récepteur interagit avec la
protéine MAP1b (microtubule associated protein 1b) (Figure 15) via son domaine C-ter. Cette
derniére joue un réle crucial dans le trafic du récepteur notamment en augmentant son
expression membranaire et diminuant son internalisation. Cette interaction 5-HTs-MAP1b
augmente la production d’AMPc et I’activation de la voie ERK1/2 (Kim et al., 2014). Par les
mémes techniques, Yun et al., (2010) ont mis en évidence le couplage du récepteur 5-HTg avec
une autre proteine, Jab-1 (jun binding domain protein-1) (Figure 15) notamment grace a la

boucle i3 ainsi que le domaine C-ter du récepteur. Il existe une action reciproque entre ces
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protéines. L’expression de Jab-1 régule non seulement ’activité du récepteur mais également
son adressage a la membrane, alors que I’activation du récepteur induit la translocation de Jab-1
dans le noyau, son association avec le facteur de transcription c-Jun et une augmentation de la
phosphorylation de ce dernier. La voie 5-HTe-Jab-1 permettrait donc de réguler I’activité

transcriptionnelle de c-Jun.

Dans le modéle SNL, une augmentation de la phosphorylation de Fyn sur son résidu

Tyr420

est retrouvée au niveau de la moelle spinale dorsale et I’injection i.t. de la protéine Fyn
entraine une hypersensibilité tactile similaire a celle des rats SNL (Song Li et al., 2017). De
plus, l’expression d’un mutant de Fyn lui permettant d’étre constitutivement active
[Fyn(Y?°8F)] dans la moelle épiniére de souris saine, entraine une hypersensibilité thermique et

tactile persistante (Y. N. Liu et al., 2014).

L’étude du couplage 5-HTe-Fyn dans la douleur neuropathique pourrait donc étre une
piste de recherche intéressante.

4. ROles physiologiques et pathologiques du récepteur 5-HTs

Le récepteur 5-HTs module la libération de plusieurs neurotransmetteurs incluant
I'acétylcholine (Ach), le glutamate (Glu), la DA, 1'acide y-aminobutyrique (GABA), et la NA
(Dawson, 2011). 1l est impliqué (comme mTOR) dans diverses fonctions cérébrales supérieures
telles que la mémoire et la cognition (Meneses, 2014) et est mis en cause dans certaines
pathologies telles que I'anxiété, la dépression (Wesotowska, 2010), 1’addiction, les troubles
cognitifs (Lalut et al., 2017), I'obésité (Heal et al., 2011) et la douleur.
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4.1 Fonctions physiologiques

4.1.1. Modulation de la neurotransmission

a. Neurotransmission cholinergique

Les premiéres données caractérisant 1’implication du récepteur 5-HTe dans la
modulation cholinergique sont issues d’observations comportementales. L’administration orale
d’un antagoniste 5-HTs, le Ro 04-6790, chez le rat, entraine un syndrome comportemental
consistant en I'étirement, le baillement et la mastication de 1’animal (Sleight et al., 1998;
Bentley et al., 1999). Ce comportement est atténué par un pré-traitement avec des antagonistes
muscariniques non-sélectifs, la scopolamine et I'atropine, suggérant une augmentation de la
transmission cholinergique a I’origine des effets de I’antagoniste. Par technique de microdialyse
in vivo une augmentation importante de la concentration extracellulaire d’Ach au niveau du
CPF suite a ’administration d’un antagoniste 5-HTg est observée (Riemer et al., 2003). Les
études menées avec d’autres antagonistes 5-HTe (le SB271046, le SB399885 et le SB742457)
corroborent les résultats précédents : I’administration systémique (p.o. ou s.c.) des antagonistes
entraine une augmentation significative de la concentration extracellulaire d’Ach dans
I’hippocampe et le cortex préfrontal médian de rat (Chuang et al., 2006; Hirst et al., 2006;
Zhang et al., 2007) suggérant un role inhibiteur du récepteur 5-HTe sur la transmission
cholinergique.

La libération d’Ach au niveau du cortex préfrontal induite par les antagonistes 5-HTs
est associée a une amélioration des performances cognitives (Riemer et al., 2003) dans des
paradigmes expérimentaux dans lesquels la neurotransmission cholinergique est altérée. Nous
aborderons plus en détails par la suite le rdle du récepteur 5-HTg dans la régulation des fonctions
cognitives.

Comme vu précédemment, le récepteur n’est pas localisé directement sur les neurones
cholinergiques mais sur les neurones GABAergiques et glutamatergiques (Gérard et al., 1996;
Woolley et al., 2004; Helboe et al., 2015) et module de facon tonigue ces systemes. Ainsi son
blocage réduit la libération de GABA et par conséquent désinhibe la neurotransmission

cholinergique.
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b. Neurotransmission GABAergique

La localisation des récepteurs 5-HTe sur les neurones GABAergiques et leur co-
localisation avec la glutamate décarboxylase (GAD, enzyme de synthése du GABA) ont été
démontrées (Gérard et al., 1997; Woolley et al., 2004). A I’aide de deux agonistes du récepteur
5-HTe (le WAY181187 et le WAY208466), Schechter et al., (2008) a mis en évidence qu’une
activation du récepteur induit une augmentation des concentrations extracellulaires de GABA
dans le cortex frontal, le striatum, I’hippocampe et I’amygdale de rat. Les mémes effets ont été
obtenus apres une administration chronique (14 jours) suggérant 1’absence de désensibilisation
du récepteur. L’enregistrement électrophysiologique sur tranches d’hippocampe de rat a montré
que l’activation du récepteur 5-HTe augmente les courants inhibiteurs post-synaptiques et
diminue la LTP (West et al., 2009).

c. Neurotransmission glutamatergique

Par technique de microdialyse, I’administration systémique d’antagonistes 5-HTs (le
SB271046, le SB742457 et le Lu AE58054) a révélé une augmentation des concentrations
extracellulaires de Glu dans le cortex frontal (Dawson et al., 2000; Chuang et al., 2006; Mork
et al., 2017) et I’hippocampe (Dawson et al., 2001) suggérant I’existence d’une inhibition
tonique, exercée par le récepteur, sur le systéeme glutamatergique. Il serait aussi probable que
cette augmentation de Glu induite par les antagonistes 5-HTs soit lié au couplage du récepteur
avec la protéine G inhibitrice Gqi, mis en évidence par H. Y. Wang et al., (2016).

L’activation du récepteur 5-HTg par différents agonistes (le ST1936, le WAY 181187
et le WAY208466), permet d’ailleurs de diminuer la libération de Glu induite par le NaNs et le
KCI ou la 4-amynopyridine sur des coupes et des synaptosomes d’hippocampe ex vivo et de
réduire les courants excitateurs postsynaptiques sur des coupes de striatum (Schechter et al.,
2008; Tassone et al., 2011; H. Y. Wang et al., 2016) confirmant I’effet inhibiteur du récepteur

sur la transmission glutamatergique.

d. Neurotransmission monoaminergique

Les systemes monoaminergiques sont au centre de nombreuses recherches en
neuropsychiatrie. Certains antidépresseurs, les plus anciens (I’amoxapine, I’amitriptyline et la
miansérine) et de nombreux antipsychotiques atypiques comme, par exemple, la clozapine et

I’olanzapine présentent une affinité pour le récepteur 5-HTe (Roth et al., 1994).
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L’administration d’antagonistes 5-HTs n’a, dans un premier temps pas révélé de
modifications des concentrations extracellulaires de 5-HT, de DA et de NA dans le cortex, le
striatum, 1’hippocampe et le NAc (Dawson et al., 2000, 2001). Cependant, quelques années
plus tard de nouveaux travaux ont mis en évidence une augmentation des concentrations
extracellulaires de DA dans I’hippocampe, de DA et NA dans le cortex préfrontal suite a
I’administration d’antagonistes 5-HTs (Lacroix et al., 2004; Li et al., 2007; Mork et al., 2017).
En accord avec ces observations, une diminution des taux de DA et de 5-HT est observée dans
le cortex frontal suite a I’administration d’un agoniste 5-HTg (Schechter et al., 2008; Herrik et
al., 2016). Ces effets sur la libération de 5-HT et de DA sont inhibés par la co-administration
d’un antagoniste du récepteur GABAA (la bicuculline) suggérant que le récepteur 5-HTg exerce
un contréle inhibiteur indirect (empruntant le systtme GABAergique) sur la neurotransmission.

Le récepteur 5-HTs joue un role central dans la modulation de la neurotransmission
cholinergique, glutamatergique, sérotoninergique et catécholaminergique (Figure 17). Sa
présence sur les neurones GABAergiques d’une part, les effets pharmacologiques des ligands
agonistes et antagonistes du récepteur et de stratégies modulant son expression d’autre part,
confortent son role central dans le contrdle direct et indirect de neurotransmetteurs jouant un

role clé dans les fonctions supérieures du systeme nerveux.
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Figure 17 : Modulation de la neurotransmission induite par les ligands du récepteur 5-HTe.
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4.1.2.R0le du récepteur 5-HTe dans la cognition

Le récepteur 5-HTe est I'un des récepteurs sérotoninergiques ayant le plus retenu
I'attention quant a son implication dans les processus cognitifs. Les premiéres donnees évaluant
le role du récepteur dans la cognition ont été¢ obtenues par ’utilisation d’un oligonucléotide
antisens (inhibant I’expression du récepteur) administré par voie i.c.v. et par approche
pharmacologique avec I’administration systémique aigué ou chronique d’antagonistes 5-HTs
(le Ro 04-6790, le SB271046, le SB357134 et le SB399885) révélant une amélioration des
performances cognitives chez des rats sains soumis au test de la piscine de Morris (Woolley et
al., 2001), au test de reconnaissance du nouvel objet (NOR), ou au test de transfert de tache
attentionnel (Stean et al., 2002; Hatcher et al., 2005; Marcos et al., 2010; Quiedeville et al.,
2015). Aucun effet indésirable central 1i¢ au traitement chronique n’a été observé soulignant la

spécificité des effets pharmacodynamiques des antagonistes 5-HTs.

En accord avec ’effet pro-cognitif du blocage du récepteur 5-HTs, 1’administration
aigué d’agonistes 5-HTs (WAY 181187, EMD386088) chez 1’animal sain, induit des troubles
de lamémaoire a court terme et a long terme (Loiseau et al., 2008; Meneses et al., 2008; Amodeo
et al., 2018). Ces troubles sont d’ailleurs corrigés par I’injection d’antagonistes 5-HTs (Loiseau
et al., 2008).

4.1.3.R0le du récepteur 5-HTe dans le développement neuronal

Outre les fonctions neuro-modulatrices du récepteur 5-HTs, il tient un réle important
dans la genése et I’organisation des circuits cérébraux au cours du développement (Dayer et al.,
2015). La 5-HT est présente des le début de la formation embryonnaire de 1’encéphale et une
variété de récepteurs sérotoninergiques est exprimée dynamiquement dans le cortex en
formation (Vitalis et al., 2013).

La migration des neurones a été étudiée dans des tranches corticales d’embryons murins
transgéniques GAD65-GFP. Ainsi, I’application de 5-HT entraine une diminution de la vitesse
de migration des interneurones GABAergiques et 1’analyse de 1’expression des récepteurs
5-HTe et 5-HT3 par RT-PCR dans ce tissu, est positive. De plus, I’administration d’un agoniste
5-HTs diminue fortement la vitesse de migration de ces neurones, mimant ainsi les effets

observés avec la 5-HT. Ces effets migratoires semblent étre spécifiques de 1’activation du
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récepteur 5-HTs dans la mesure ou 1’application d’un agoniste 5-HT3 n’a pas d’effet. Enfin, la
co-administration de 5-HT avec un antagoniste 5-HTs prévient la diminution de la migration
induite par la 5-HT, confirmant le role spécifique du récepteur 5-HTs dans la migration des

interneurones (Riccio et al., 2009).

Des observations similaires ont été faites dans un modele murin présentant une délétion
génétique du transporteur de la 5-HT (SERT), et donc une augmentation des concentrations
extracellulaires de 5-HT dans le cortex des embryons. Chez des animaux sains, 1’administration
d’un agoniste 5-HTs diminue également la migration de ces neurones d’une fagon similaire a
celle des animaux KO SERT (Riccio et al., 2011). Il a également été démontré que la
manipulation génétique du récepteur 5-HTs par électroporation in utero d’un shRNA ciblant le
géne Htr6, induit une altération du positionnement et de la vitesse de migration des neurones
pyramidaux dans le cortex (Jacobshagen et al., 2014). Une autre ¢tude s’est intéressée aux
altérations neuro-développementales d’embryons murin induites par 1’inhibition de
I’expression de la monoamine oxydase A (MAO-A) par technique de siRNA. Parallélement au
développement d’altérations neuronales, une augmentation de la concentration embryonnaire
en 5-HT est observée. L’inhibition pharmacologique du récepteur 5-HTe (antagoniste) ou de
son expression (siRNA) diminue le phénotype pathologique du développement neuronal des
embryons mettant en évidence le réle clé du récepteur dans les altérations induites par un exces
de 5-HT au cours du développement cérébral embryonnaire (C. C. Wang et al., 2014). De plus,
des résultats in vitro ont révélé que I’expression du récepteur 5-HTs dans des cultures de
neuroblastome (NG108-15) induit la croissance de neurites et la différenciation des cellules
neuronales et cela de maniére autonome, indépendante de la fixation d’un agoniste suggérant
I’implication d’une activité constitutive du récepteur dans cet effet. Dans des cultures primaires
de neurones issus de striatum et d’hippocampe, la délétion du récepteur par SiRNA ou son
inhibition pharmacologique, entrainent une diminution de la longueur des neurites dans ces
deux structures (Duhr et al., 2014).
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4.1.4.Récepteurs 5-HTe et contrdle de la prise alimentaire et de la satiété

Les premieres observations ont été faites chez des souris mutantes genérées par knock-
in remplacant le géne htr6 par un triple mutant (F®L/T°1/D"?A) dont I’affinité pour la 5-HT
est réduite de moitié et dont 1’activation de la protéine Gs dépendante du ligand, est perdue.
Lorsque ces souris transgeniques sont soumises a un régime riche en lipides, un ralentissement
important de la croissance pondérale et une diminution modeste de la prise alimentaire sont
observées comparativement a des souris sauvages (Frassetto et al., 2008) suggérant une
implication du récepteur 5-HTe et de la voie Gs associée, dans le contrdle de la prise alimentaire
et du stockage des lipides. De la méme maniére, I’administration i.c.v. d’un oligonucléotide
antisens ou d’un antagoniste ciblant le récepteur 5-HTs réduit a la fois la quantité de nourriture
consommeée, la masse corporelle (Woolley et al., 2001) ou la consommation de glucose (Higgs
et al., 2016).

La régulation de la prise alimentaire par le récepteur 5-HTs pourrait la-encore
s’expliquer par I’effet modulateur du récepteur sur la neurotransmission GABAergique. Les
neurones GABAergiques ont wun effet inhibiteur sur [l'activité des neurones
proopiomélanocortine (POMC) dans le noyau arqué de I’hypothalamus. Ces neurones POMC
sont connus pour moduler I’appétit en 1’inhibant lorsqu’ils sont activés. Il semblerait que les
antagonistes du récepteurs 5-HTs bloquent I'activation des neurones GABAergiques, entrainant
une désinhibition des neurones POMC favorisant alors la libération du peptide anorexigéne a-
MSH (a-melanocyte stimulating hormone) par ces derniers et diminuant la prise alimentaire
(Voigt & Fink, 2015) (Sargent and Henderson, 2011)

4.2 Roles physiopathologiques du récepteur 5-HTs

Du fait de sa mise en jeu dans la régulation de nombreuses fonctions physiologiques, il
est aisé de prévoir I’implication du récepteur 5-HTs dans de nombreuses pathologies. Le
développement de ligands du récepteur représente d’ailleurs une stratégie thérapeutique
intéressante dans la prise en charge de ces troubles du SNC (Yun and Rhim, 2011; Karila et al.,
2015).
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4.2.1.Récepteurs 5-HTs et troubles cognitifs

L’effet pro-cognitif du blocage du récepteur 5-HTs a été étudié dans différents modeles
animaux de déficits cognitifs. Dans trois modeles de déficit cognitif impactant soit i) la
neurotransmission sérotoninergique par diminution de I’apport nutritionnel en tryptophane, soit
i) la neurotransmission cholinergique par administration d’un antagoniste muscarinique (la
scopolamine), iii) soit la neurotransmission glutamatergique, par administration d’antagonistes
du récepteur NMDA (phencyclidine (PCP), dizocilpine), le traitement par différents
antagonistes 5-HTs, administrés par voie systémique, améliore voire supprime les troubles

cognitifs.

De nombreuses données, résumées dans le Tableau 2, confirment les effets bénéfiques
des antagonistes du récepteur 5-HTs sur des paradigmes évaluant la mémoire de travail, la
mémoire de reconnaissance sociale ou la mémoire a long terme : (Woolley et al., 2003; Foley
etal., 2004; Perez-Garcia and Meneses, 2005; Lieben et al., 2005; Pitsikas et al., 2008; Loiseau
et al., 2008; Marcos, Chuang, et al., 2008; Arnt et al., 2010; Idris et al., 2010; Gravius et al.,
2011; Da Silva Costa-Aze et al., 2012; Meffre et al., 2012; Woods et al., 2012; de Bruin, van
Drimmelen, et al., 2013; Zajdel et al., 2016; lvachtchenko et al., 2016).
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Tableau 2 : Effets pro-cognitifs des antagonistes 5-HTe dans plusieurs modéles de déficits.

Altération de la Induction du déficit | Antagonistes Dose .
- L Voie Tests comportementaux Références
neurotransmission cognitif 5-HTg . it .
d'administration
R0046790 10 mg/kg, i.p. NOR Woolley et al., 2003
R04368554 | 3 et 10 mg/kg, i.p. | NOR Lieben et al., 2005
SB399885 10 mg/kg, p.o. Test d'apprentissage | perez-Garcia and
SB357134 3 et 10 mg/kg, p.o. | conditionné Meneses, 2005
_ _ Scopolamine SB258585 30 mg/kg, i:p. Test de la piscin_e de Morri§ Gravius et al., 2011
Cholinergique (0,17 43 mglkg, i.p. ou 2,5 mg/kg, i.p. Test de reconna!ssance soc!ale Loiseau et al., 2008
s.c) Test de reconnaissance sociale
. . Foley_ et al, 2004
SB271046 ?p 10 et 20 mg/kg, | Test d'évitement passif Ela g(u)li/; Costa-Aze et
Igrs]:jigzn:]eé%onse émotionnelle Woods et al, 2012
- AVN-dg2 | 0:05 € 05 ma/ka, | rogt avitement passif prechichenko et al.
Aigue 1.p.
(1,5 a5 mglkg, | SB742457
ip) Composé 23]0,3et1mglkg, i.p. | NOR Zajdel et al., 2016
et 25
PCP Sub- LUAE58054 |5 et 10 mg/kg, p.o. | NOR Amtetal., 2010
chronique 0,63 ; 25 et 5[NOR Idris et al, 2010
(2 mg/kg, i.p., 7j) SBr42457 mg/kg, s.c. Test de la boite de Skinner de Bruin etal., 2013
Neonatal ) ] )
Glutamatergique (10 mg/kg, i.p., | SB258585 2,5 mg/kg, i.p. Test de reconnaissance sociale | Meffre etal., 2012
3i)
SB399885 10 mg/kg, p.o. Test d'apprentissage | Perez-Garcia and
SB357134 3 et 10 mg/kg, p.o. | conditionne Meneses, 2005
- AVN-492 | 005 € 0.5 MOKG, | oot yevitement passif prochichenko et al.
Dizocilpine 1.p.
(0,120,2 mg/kg, i.p.) Test de la piscine de Morris Marcos et al., 2008
SB271046 10 mg/kg, i.p. Igrs];iggn:]eé%onse émotionnelle etal. 2012
R004-6790 | 3 et 10 mg/kg, i.p. | NOR Pitsikas et al., 2008
Sérotoninergique Tryptophane R04368554 |3 et 10 mg/kg, i.p. | NOR Lieben et al., 2005

nourriture (-)

L’amélioration des performances cognitives induit par un antagoniste 5-HTs dans les

modéles de deficit cognitif impliquant la neurotransmission cholinergique (administration de

scopolamine) et glutamatergique (administration de dizocilpine) est liée des modifications

dynamiques, augmentation ou diminution, des niveaux d’expression du récepteur 5-HTs dans

des structures cérébrales impliquées dans la mémoire (striatum, NAc, amygdale, hippocampe
et cortex) (Meneses et al., 2007).

Dans un modele de sénescence, le rat 4gé, ou est observée une altération de la cognition,

I’administration p.0. aigué et/ou chronique d’antagonistes 5-HTs (SB399885, SB742457,

SB271046) améliore les performances cognitives allant jusqu’a restaurer (pour le traitement

chronique) les seuils de performances cognitives a des niveaux similaires a ceux de jeunes rats
(Foley et al., 2004; Hirst et al., 2006; Callaghan et al., 2012). Le r6le du récepteur 5-HTs a
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également été etudié dans un autre modele de deficit cognitif induit par injection i.c.v. de STZ,
modéle associant une altération du métabolisme énergétique cérébral, une diminution du flux
sanguin et une altération du systéme cholinergique. Chez ces rats, I’administration chronique
d’une antagoniste 5-HTe prévient ’apparition des troubles cognitifs (Bokare et al., 2018;
Hashemi-Firouzi et al., 2018).

Une réduction significative de la densité en récepteurs 5-HTs et des taux de 5-HT est
trouvée dans les zones corticales du cerveau des patients atteints de la Maladie d’Alzheimer
(Lorke et al., 2006; Marcos, Garcia-Alloza, et al., 2008). Comme le blocage du récepteur induit
une libération d'Ach, il est possible que la réduction de sa densité soit un mécanisme
compensatoire pour restaurer les niveaux d'Ach dans un systéme cholinergique détérioré (Yun
and Rhim, 2011). Comme abordé précédemment, les antagonistes du récepteur 5-HTg se sont
révelés efficaces dans le traitement des déficits cognitifs induits par différentes approches.
L’efficacité de ces molécules a également été évaluée dans différents modeéles précliniques de
MA. Dans un modele induit par perfusion cérébrale (implantation de mini-pompe osmotique)
de peptide amyloide APi-42, I’administration chronique d’un antagoniste 5-HTs prévient
I’apparition des troubles cognitifs et prévient I’augmentation de taux cérébraux de GABA et la
diminution des taux de 5-HT (Yun et al., 2015). Ces résultats suggerent une régulation du
systeme sérotoninergique par le récepteur 5-HTg via le systeme GABAergique, notamment un
effet désinhibant de 1’antagoniste 5-HTs.

Dans le modéle murin transgénique APP/PS1, la restauration des performances
cognitives par 1I’administration chronique d’un antagoniste 5-HTs est confirmée (Hu et al.,
2017). L’électrophysiologie sur tranches d’hippocampe de rat et la microdialyse in vivo ont
montré que le blocage du récepteur 5-HTe par un antagoniste potentialise les effets du
donepézil, un inhibiteur de I'acétylcholinestérase (IACE), sur les oscillations neuronales et la
concentration extracellulaire en Ach (Herrik et al., 2016).

Ainsi, plusieurs antagonistes sont en phase Il de développement clinique dans le
traitement symptomatique de la MA, seuls, ou en association avec le donépézil ou un
antagoniste du récepteur NMDA, la mémantine (Codony et al., 2011). Cependant, malgré des
données précliniques prometteuses et une eétude de phase 11 avec l'idalopirdine (Lu AE58054)
encourageante, 3 essais randomisés de phase Il contrdlés contre placebo n'ont pas démontré

d'effet positif sur la cognition lorsqu'ils sont utilisés comme traitement adjuvant des IACE (Atri
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etal., 2018). Plusieurs essais de phase Il avec un autre antagoniste sélectif des récepteurs 5-HTs,
I'intepirdine (SB742457), ont donné des résultats contradictoires en ce qui concerne
I’amélioration des performances cognitives chez les patients atteints de forme légére a modérée
de la MA. Enfin, un autre antagoniste, le SUVN-502, est en cours d'étude dans un essai de phase

I1a, en association avec le donépézil ou la mémantine (Khoury et al., 2018).

Les échecs répétés des composés antagonistes des récepteurs 5-HTs ne peuvent pas étre
expliqués par des biais méthodologiques des études cliniques mais probablement par des
propriétés pharmacocinétiques espéce-dépendantes deja illustrées avec le SB271046 ayant une
plus faible pénétration de la barriére hémato-méningée chez I’homme que chez le rat, liée aux
protéines d’efflux P-gp pour lesquelles le SB271046 était un bon substrat chez 1’homme
(Bromidge et al., 1999). Le composé SUVN-502 présenterait un profil pharmacocinétique,

toxicologique et de sécurité favorable lorsque administré une fois par jour (Nirogi et al., 2009).

4.2.2.Récepteurs 5-HTs et troubles schizophréniques

La schizophrénie est un trouble psychotique chronique qui se caractérise par une perte
de contact avec la réalité. Sa semiologie comprend un syndrome positif (idées délirantes,
hallucinations, discours et comportement désorganisés), un syndrome négatif, caractérisé par
le retrait social, ’apathie, I’anhédonie et la diminution de prise d’initiative, un syndrome de
désorganisation affectant les émotions, les comportements et les cognitions (cours de la pensée,
systeme logique, langage) (Kahn et al., 2015). Sa physiopathologie, assez complexe, repose
principalement sur les théories d’excés ou de déficit en neurotransmetteurs (DA, 5-HT, Glu)

(Patel et al., 2014).

Cette pathologie est traitée par les antipsychotiques de deuxiéme génération ou
« atypiques », comme I’olanzapine, la rispéridone, la clozapine en monothérapie pour la plupart
des patients et certains en polythérapie (Farina et al., 2015). Ces agents pharmacologiques
ciblant les récepteurs sérotoninergiques (5-HT2), dopaminergiques (D2), muscariniques et
histaminiques, possedent également une affinité pour le récepteur 5-HTe (Roth et al., 1994). I
semblerait donc que les propriétés pro-cognitives de certains de ces antipsychotiques puissent
étre, au moins en partie, dues au blocage central des récepteurs 5-HTs (Hirano et al., 2011). Ces

éléments ont motiveé 1’étude préclinique d’antagonistes 5-HTg dans la schizophrénie.
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Chez I’animal, 1'isolement social post-sevrage produit des altérations morphologiques,
neurochimiques et comportementales ressemblant & certaines caractéristiques de la
schizophrénie a savoir, une diminution de la prolifération cellulaire dans le gyrus denté, une
augmentation des niveaux de TNFa et de I’expression de Cdc42 dans I’hippocampe et une
altération des performances cognitives. L’administration aigué d’un antagoniste 5-HTs chez ces
animaux restaure les performances cognitives ; I’administration chronique rétablit, en plus, les

niveaux de prolifération cellulaire dans le gyrus denté (Meffre et al., 2012; Shortall et al., 2018).

Le modele expérimental obtenu par 1’administration répétée de PCP, induit des
altérations neurochimiques et métaboliques dans le cortex préfrontal (réduction de I'expression
de la GADG67 ; réduction de la protéine parvalbumine (protéine de liaison du calcium) dans les
interneurones GABAergiques) a l'origine des déficits cognitifs (Nakazawa et al., 2012) et
permet de mettre en évidence les effets pro-cognitifs de stratégies bloquant le récepteur 5-HTs
(cf Tableau 2).

Une étude clinique évaluant I’effet adjuvant d’un antagoniste 5-HTe (I’AVN-211) chez
des patients schizophréniques stabilisés par un traitement antipsychotique, a mis en évidence
une augmentation de I’effet antipsychotique et pro-cognitif de la co-administration de

I’antipsychotique avec 1’antagoniste 5-HTes (Morozova et al., 2014).

1l existe de nombreux arguments en faveur du role délétere de [’activité du récepteur
5-HTs sur les fonctions cognitives. L efficacité des antagonistes du récepteur 5-HTe sur les
troubles de la mémoire et de [’apprentissage est clairement établie dans différents modeles de
troubles cognitifs dont ceux associés a la schizophrénie. Compte-tenu de la prévalence élevéee
(8,5 % a 14,3 %) des comorbidités cognitives associées aux douleurs chroniques (Povedano
et al., 2007), il semble intéressant d’évaluer l'impact de ligands 5-HTe sur celles-ci dans un

modele de neuropathie traumatique douloureuse.

4.2.3.Récepteurs 5-HTs et anxiété et dépression

Chez I’animal sain, plusieurs ¢tudes ont pu mettre en évidence les propriétés
antidépressives et anxiolytiques d’agonistes 5-HTs (injectés par voie systémique ou dans
I’hippocampe) a I’aide de tests évaluant un comportement de désespoir (test de suspension par

la queue, test de la nage forcee), ou anxieux (test du labyrinthe en croix surélevé (elevated plus
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maze, EPM), test de Vogel, test d’enfouissement défensif conditionné, test d’hyponéophagie)
(Svenningsson et al., 2007; Carr et al., 2011; Nikiforuk et al., 2011; Jastrzgbska-Wigsek et al.,
2015, 2016; Liu et al., 2015). La phosphorylation de DARPP32 (dopamine and cAMP regulated
phosphoprotein 32) et de la sous-unité GluR1 du récepteur AMPA, ainsi qu’une augmentation
de ’ARNm codant pour le facteur de transcription c-Fos dans le cortex et le striatum sont
observés apres administration soit de I’agoniste 5-HTg soit de la fluoxétine. L’administration
d’un antagoniste 5-HTs inhibe les effets biochimiques et comportementaux de la fluoxétine et
de I’agoniste 5-HTs suggérant 1I’implication du récepteur 5-HTe dans les effets de I’ISRS
(Svenningsson et al., 2007). A contrario, I’administration systémique ou directe dans
I’hippocampe d’antagonistes 5-HTe chez des rats sains présente également des propriétés
antidépressives et anxiolytiques (Wesotowska and Nikiforuk, 2007; Wesotowska et al., 2007;
Liu et al., 2015; Zajdel et al., 2016) et potentialise I’activité des ISRS (Asaoka et al., 2015)

soulignant, la encore, la complexité des effets médiés par le systéme sérotoninergique.

Dans un modéle de dépression induite par la 6-OHDA chez le rat, I’administration d’un
agoniste 5-HTs (WAY208466) dans I’hippocampe dorsal améliore les symptdmes « depressive-
like » évalués par les tests de la nage forcée et de la consommation de sucrose
(mesurant I’anhédonie) (Liu et al., 2015). Dans le modéle de dépression induite par 1’injection
répétée de kétamine (bloquant les récepteurs NMDA des interneurones GABAergiques
diminuant ainsi le tonus dopaminergique dans la voie méso-corticale (Stahl, 2007)), I’agoniste
5-HTe, le E-6837, tout comme 1’antagoniste SB271046, améliorent les réponses « depressive-
like » (Suarez-Santiago et al., 2017). Antagonistes et agonistes 5-HTs augmentent les taux de
DA et de NA dans le cortex préfrontal et le systeme limbique, augmentation corrélée a une
diminution du phénotype dépressif (Jastrzebska-Wiesek et al., 2016; Y. M. Zhang et al., 2016).

Il est paradoxal que les agonistes et antagonistes présentent des effets antidépresseurs
similaires. Outre les modeéles de depression différents utilises dans ces études, cette apparente
contradiction pourrait étre due aux propriétés pharmacologiques des agonistes (agoniste partiel,
agoniste inverse) et antagonistes (antagoniste neutre, antagoniste biaisé) et a leur capacité de
moduler différentes voies de signalisation intracellulaires. Nous reviendrons sur les propriétés

pharmacologiques des ligands du récepteur 5-HTe.
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A c6té du renforcement des voies monoaminergiques DA et NA, des effets
neurotrophiques mediés par le BDNF ont été rapportés pour les agonistes 5-HTs. Dans des
modeles animaux de dépression, de nombreux travaux montrent une diminution de la
neurogenése hippocampique et de ’ARMm codant pour le BDNF dans 1’hippocampe
(Kronenberg et al., 2009; Feng et al., 2012; Yutsudo et al., 2013; Q. S. Wang et al., 2014; Jiang
et al., 2015; Po et al., 2015; K. Zhang et al., 2016); d’autres montrent que les traitements
antidépresseurs permettent d’augmenter 1’expression de I’ARNm codant pour le récepteur du
BDNF (récepteur TrkB) et pour le BDNF ou d’augmenter I’expression de la protéine
correspondante dans 1’hippocampe, le gyrus denté ou le cortex frontal (Yohn et al., 2017). De
méme, Iactivation aigué et sub-chronique (4 jours) du récepteur 5-HTe augmente
significativement le niveau des ARNm codant pour le BDNF dans I’hippocampe (de Foubert et
al., 2007, 2013). Ces résultats suggérent que I’activation du récepteur 5-HTe par la 5-HT
endogéne (suite a 1’administration d’un antidépresseur) ou par un agoniste 5-HTs, conduit a
I’augmentation d’AMPc qui activerait une protéine kinase A qui, aprés migration dans le noyau,
phosphorylerait le facteur de transcription CREB permettant ainsi d’activer la transcription du
géne du BDNEF. L’effet bénéfique sur la dépression résulterait donc de 1’augmentation de la

neurogenese.

4.2.4.Récepteurs 5-HTs et obésité

Depuis la découverte de la résistance a 1’obésité de souris chez lesquelles le récepteur
5-HTe a été invalidé, quelques études sur I’effet de ligands 5-HTs sur 1’obésité ont été menées.
Dans deux mod¢les animaux d’obésité induits par un régime riche en lipides ou un régime
hypercalorique, le traitement chronique avec un antagoniste 5-HTe réduit la prise alimentaire et
la croissance pondérale et s’accompagne d’une diminution de la quantité de graisse péritonéale
et des taux plasmatiques de triglycérides, de cholestérol et de glucose (Dudek et al., 2015;
Kotanska et al., 2018).

4.2.5.Récepteurs 5-HTe et addiction

L’addiction est un processus par lequel un comportement humain permet d’accéder au
plaisir immédiat tout en réduisant une sensation de malaise interne. Il s’accompagne d’une
impossibilité a contrdler ce comportement en dépit de la connaissance de ses consequences

négatives. L’addiction implique des altérations des processus neuronaux intervenant dans le
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phénomene de récompense via les circuits neuronaux convergeant dans le striatum dorsal et
ventral (Hyman et al., 2006), en particulier, le NAc du striatum ventral (Stuber et al., 2011). Le
NAc est principalement composé de neurone GABAergiques qui se projettent a travers deux
voies distinctes, la voie directe (nigrostriée) et indirecte (voie striato-pallidale) des neurones
moyens épineux (dMSN et iMSN, direct/indirect Medium Spiny Neuron) (Surmeier et al.,
2007). La présence du récepteur 5-HTs est abondante dans le striatum, ou il est exprimé dans
ces 2 voies (Hirst et al., 2003; Tassone et al., 2011).

Plusieurs études ont mis en évidence que I’activité du récepteur 5-HTs module le
phénoméne d’addiction. L’auto-administration i.v. d’un agoniste (ST 1936) chez le rat crée un
renforcement signifiant une propriété addictive de cette activation (Valentini et al., 2013)

associée a une augmentation de DA dans le NAc (Valentini et al., 2011).

L’administration systémique d’antagonistes (le SB271046, le Ro046790 et le CMP 42)
diminue I’augmentation de la concentration de DA induite par le ST1936 et la cocaine dans le
NAc (Valentini et al., 2011, 2013), réduit I’auto-administration i.v. de cocaine et de nicotine
chez lerat (Fijat et al., 2010; de Bruin, McCreary, et al., 2013; Valentini et al., 2013) et diminue
de fagon dose-dépendante la recherche de cocaine, de nicotine et d’éthanol, chez des rats ayant
des antécédents d’auto-administration (Fijat et al., 2010; Van Gaalen et al., 2010; de Bruin,
McCreary, et al., 2013).

Cependant, dans 2 études évaluant la surexpression du récepteur dans le NAc, une
diminution de la préférence de place induite par la cocaine et une diminution de son auto-
administration ont été observées (Ferguson et al., 2008; Brodsky et al., 2016). Il semblerait
d’ailleurs que le caractere addictif de la cocaine soit lié a la présence du récepteur dans les
iIMSN dans la mesure ou sa surexpression (a 1’aide d’un vecteur HSV exprimant le récepteur
sous le promoteur de la dynorphine pour cibler les iIMSN et de la pro-enkephaline pour les
dMSN) est responsable de la réduction de 1’auto-administration de cocaine (Brodsky et al.,
2016).

L’ensemble de ces résultats suggere la pertinence thérapeutique de cibler le récepteur

5-HTs dans le traitement des addictions.
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5. Implication du récepteur 5-HT¢ et des voies de signalisation associées

dans la douleur neuropathique

5.1 Récepteur 5-HT¢ et douleurs neuropathiques

La présence des récepteurs 5-HTe dans la moelle spinale et le cerveau dans des
structures impliquées dans la transmission et 1’intégration (moelle spinale dorsale), les
composantes émotionnelles et cognitives de la douleur (amygdale, cortex préfrontal), leur
capacité de réguler des systemes de signalisation cellulaire (nTOR, Cdk5) en absence de leur
ligand agoniste et la démonstration que certains ligands puissent avoir une activité négative sur
ce récepteur, suscitent un intérét particulier vis-a-vis de leur réle dans la modulation de la

transmission douloureuse.

Les premiers travaux rapportant les effets de ligands 5-HTse sur la douleur datent de 2007
(Finn et al., 2007). 11 s’agit d’une étude réalisée a 1’aide d’un modele de douleur inflammatoire
semi-chronique, induite par I’injection d’une solution de formol dans la patte postérieure du rat.
La douleur ainsi induite évolue en deux phases distinctes qui permettent chacune d’apprécier
les effets périphériques et/ou centraux des agents pharmacologiques testés. Dans cette étude,
I’antagoniste 5-HTe (le S271046) administré par voie systémique diminue I’intensité de la
deuxiéme phase du test uniqguement, signant un effet central et excluant un effet périphérique,
conformément aux connaissances sur la localisation centrale des récepteurs 5-HTs. Deux années
plus tard, I’équipe de Granados-Soto (Castafieda-Corral et al., 2009) proposa un effet
périphérique de I’antagoniste : ’administration de SB258585 dans la patte postérieure du rat
réduit la 2™ phase du comportement douloureux induit par le formol. De plus, les effets
pronociceptifs du formol ont pu étre reproduits par I’administration intraplantaire d’un agoniste
5-HTe, et supprimés par 1’antagoniste 5-HTs injecté dans la patte (Godinez-Chaparro et al.,
2011). Ces données suggerent donc la présence de récepteurs 5-HTe périphériques. La méme
équipe proposa que les récepteurs 5-HTs localisés en regard des fibres 5-HT bulbospinales
descendantes (i.e. sur les terminaisons centrales des FAP ou sur les neurones de projection ou
sur les interneurones excitateurs) ou présynaptiques (sur les fibres 5-HT bulbospinales issues
de la RVM), participent au développement et au maintien de I’allodynie secondaire et de
I’hyperalgie induite par 1’injection de formol (Godinez-Chaparro et al., 2012). Alors que le

récepteur 5-HTpe a été mis en évidence dans la corne dorsale de la moelle spinale (Gérard et al.,
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1997; Pineda-Farias et al., 2017), et en particulier sur des interneurones excitateurs (Abraira et
al., 2017) sa présence dans les FAP/GRD n’a pas été confirmée et aucune étude n’a encore

montré sa présence au niveau pré-synaptique.

La douleur neuropathique, qu’elle soit modélisée par la ligature d’un nerf périphérique
(SNL, CCI), par I’administration d’agents neurotoxiques (anti-cancéreux (OXA), ou anti-
rétroviral (didéoxycytidine)), ou infectieux (virus du Zona) chez le rat ou la souris est peu, voire
pas sensible aux antalgiques renforcant les systemes de contrdles sérotoninergiques,
observation en accord avec les criteres GRADE (« Grading of Recommendations Assessment,
Development, and Evaluation ») classant les ISRS parmi les traitements aux recommandations
non concluantes (Finnerup et al., 2015).

Cette apparente résistance aux effets antalgiques de la 5-HT d’une part (déja explorée
par des travaux antérieurs dans le laboratoire suggérant une atteinte fonctionnelle du récepteur
5-HT2a spinal) et le role délétére du récepteur 5-HTs dans certaines pathologies du SNC d’autre
part, justifient notre intérét pour le récepteur 5-HTs dans la douleur neuropathique.

C’est sur le modele de neuropathie traumatique SNL chez le rat que 1’activité anti-
allodynique vis-a-vis de stimulations tactiles et thermiques (froides) d’un antagoniste 5-HTs,
un arylsulfonamide a été révélée (Devegowda et al., 2013) puis confirmée (Hong et al., 2017).
L’administration des antagonistes SB742457 et SB258585 améliore 1’hypersensibilité tactile
dans les modeles PSNL (Jayarajan et al., 2015) et SNL (Pineda-Farias et al., 2017), sans
modification de I’expression du récepteur 5-HTs spinal dans cette condition pathologique
(Pineda-Farias et al., 2017). De plus, une potentialisation des effets analgésiques de la
gabapentine et de la prégabaline, anti-épileptiques utilisés en 1 intention dans la prise en
charge des douleurs neuropathiques, a été observee lorsqu’ils sont co-administrés avec le
SB742457 (Jayarajan et al., 2015).

L’homogénéité dans I’efficacité analgésique des différents antagonistes 5-HTe dans des
modeles animaux de douleur inflammatoire et de douleur neuropathique, 1’existence d’une
efficacité par voie orale, systémique et spinale, les propriétés potentialisatrices de certains
d’entre eux, conduisent a rechercher des éléments de la littérature en faveur du role joué par les

voies de signalisation dépendantes du récepteur 5-HTg (i.e. mTOR et Cdk5) dans la douleur.
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5.2 Voie mTOR et douleurs neuropathigues

De nombreuses études suggérent I’implication de la voie mTOR (et de ses effecteurs en
aval) dans la modulation de la douleur neuropathique quelle que soit son étiologie. L'expression
et l'activité de la voie mTOR ont été détectées dans des régions clefs de la transmission

douloureuse mais ne concordant pas toujours avec la localisation du récepteur 5-HTe.

Chez le rat et la souris, mTOR a été trouvée dans des cellules non neuronales entourant
les axones périphériques dans le derme (Jiménez-Diaz et al., 2008; Obara et al., 2011).
L’utilisation des marqueurs spécifiques a révélé que les fibres mTOR-positives sont
majoritairement des fibres A myélinisées et, pour moins de 5%, des fibres C peptidergiques,

co-exprimant le CGRP.

Dans ces fibres, sont présentes les formes phosphorylées de mTOR, p-mTOR(Ser?448)
et de ses cibles , 4E-BP1, S6K et S6 (Jiménez-Diaz et al., 2008) indiquant I’implication de la
voie mMTOR dans la régulation de la synthese protéique contribuant ainsi a son réle dans la
nociception. De la méme maniére, 1’activation de la voie mTOR a été détectée dans les GRD
de rat (Geranton et al., 2009; Obara et al., 2011). L'administration intrathécale (i.t.) de
rapamycine réduit la phosphorylation des cibles en aval de mTOR a la fois dans les fibres
périphériques (Jiménez-Diaz et al., 2008) et dans les neurones de projection spinaux ou p-
MTOR, p-S6 et p-4E-BP1 sont fortement exprimeées au niveau des couches I et I11 (Geranton et
al., 2009).

Une augmentation de 1’activité de la voie mTOR a été retrouvée dans différents modeles
expérimentaux de douleur neuropathique traumatique. Chez le rat SNL, une augmentation du
niveau de p-mTOR a été mis en évidence dans les neurones sensoriels au niveau des GRD des
nerfs 1ésés (Melemedjian et al., 2011) ainsi que dans la moelle épiniére (Liu et al., 2017). Au
niveau de la RVM, la forme phosphorylée de mTOR est principalement retrouvée dans les
neurones de projection sérotoninergiques (mis en évidence par injection d’un marqueur
rétrograde dans la corne dorsale de la moelle épiniére) et une augmentation cette
phosphorylation est présente dans les modéle SNI (Wang et al., 2015). Dans le modéle de lésion
de la moelle épiniére SCI, une augmentation de la phosphorylation de mTOR, 4E-BP1 et
p70S6K est observée au niveau des couches superficielles de la corne spinale dorsale (Wang et

al., 2016). Une activation accrue de la voie mTOR dans la moelle épiniére a également été

86



Rappels bibliographiques : Le récepteur 5-HTs et la voie de signalisation mTOR

trouvée dans le modéle CClI chez la souris (Zhang et al., 2013) et le rat (Cui et al., 2014; Guo
etal., 2017), activation sensible a I'administration i.t. de rapamycine entrainant une diminution
du niveau de phosphorylation de p-mTOR, p-S6 et p-4E-BP1 (Zhang et al., 2013). 1l semblerait
que le niveau d’expression de mTOR soit augmenté dans les neurones de la moelle spinale en
contact avec le liquide céphalo-rachidien (Li et al., 2015). Dans les modeles de douleur
neuropathique chimio-induits par administration aigué d’oxaliplatine (OXA) et chronique de
bortezomib (BTZ) et le modele diabétique induit par la STZ, les rats présentent une
augmentation de la signalisation mTOR dans les GRD (He et al., 2016; Duan, Li, et al., 2018;
Duan, Su, et al., 2018).

Ces données issues de modeles de douleur neuropathique d’étiologies différentes
indiquent une augmentation de l'activité de la voie mTOR dans les GRD/FAP et la moelle
spinale dorsale, suggérant une implication de cette voie dans la douleur neuropathique
indépendamment de 1’activité du récepteur 5-HTg a la périphérie (FAP/GRD), et impliquant ou

non le récepteur 5-HTs au niveau central.

Des données électrophysiologiques, cohérentes avec ces observations biochimiques,
confirment le role de la voie de signalisation mTOR dans la modulation de la douleur
neuropathique (Jiménez-Diaz et al., 2008; Asante et al., 2010). L’enregistrement extracellulaire
unitaire in vivo de neurones de la moelle épiniére de rats SNL montre les effets inhibiteurs du
temsirolimus, un rapalogue, sur les réponses neuronales induites par des stimuli mécaniques de
la patte de rats SNL (Asante et al., 2010). En absence de 1ésion nerveuse, le temsirolimus n’a
pas d’effet sur les réponses neuronales, suggérant que I’activation de la voie mTOR au niveau
spinal est un mécanisme physiopathologique de la douleur chronique et que son implication

dans la sensibilisation centrale contribue probablement a la persistance de la douleur.

Les effets analgésiques de la rapamycine et du temsirolimus, ont été évalués a I’aide de
tests comportementaux réalisés dans plusieurs modéles expérimentaux de douleur
neuropathique d’origine traumatique, cancéreuse, métabolique, immunitaire et iatrogene.

L’administration locale intra-plantaire ou i.t. de rapamycine diminue 1I’hypersensibilité
mécanique chez le rat SNI (Jiménez-Diaz et al., 2008; Geranton et al., 2009). Dans ce méme
modeéle, une augmentation de la phosphorylation de la voie mTOR est présente dans les
neurones de projection de la RVM et I’administration intra-RVM de rapamycine, réduit les

I’hypersensibilité mécanique et thermique (Wang et al., 2015). De méme, chez la souris SNI,
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I'injection intra-plantaire ou systémique (i.p.) de temsirolimus réduit I'allodynie mécanique.
L’injection systémique et D’effet thérapeutique sont accompagnés d’une diminution la
phosphorylation des cibles de mTOR (S6 et 4E-BP1) au niveau de la moelle épiniére et des
GRD (Obara et al., 2011). De plus, en accord avec un réle possible de mTORC2 dans la
plasticité synaptique centrale, I'inhibiteur mixte de mMTORC1 et mTORC 2, Torin 1, est plus
efficace que la rapamycine dans ce modele expérimental, qu’il soit administré de fagon aigué

ou répétee (Obara et al., 2011).

L’administration chronique de metformine (inhibiteur de mTOR via I’activation de
I’AMPK) réduit 1’allodynie mécanique chez la souris SNI (Melemedjian et al., 2011).
L’application intra-ganglionnaire (Guo et al., 2015) ou i.t. de rapamycine et de temsirolimus
améliorent le comportement douloureux de rats SNL (Asante et al., 2010; Feng et al., 2014;
Kondo et al., 2018). Dans les modéles SCI et CCI, ’administration i.t., i.C.V. OuU Systémique de
rapamycine réduit le comportement douloureux chez le rat (Orhan et al., 2010; Cui et al., 2014;
Lv et al., 2015; X. Wang et al., 2016) et la souris (Zhang et al., 2013; Marinelli et al., 2014; Li
et al., 2015) ; son injection dans le cortex insulaire a également révélé un effet anti-allodynique
dans le modele SNI (Kwon et al., 2017).

Dans les modéles chimio-induits OXA et BTZ, I’injection i.p. de rapamycine diminue

I’hypersensibilité mécanique et thermique (Duan, Li, et al., 2018; Duan, Su, et al., 2018).

Les cancers et métastases osseuses sont pourvoyeuses de douleurs présentant une
composante inflammatoire et neuropathique. La prévalence des douleurs neuropathiques chez
ces patients est estimée a 95% (Kerba et al., 2010). Ces douleurs peuvent étre modélisées par
injection intra-tibiale de cellules issues d’une lignée cancéreuse (carcinosarcome Walker256)
chez le rat (Jiang et al., 2016) et de cellules de cancer prostatique (AT-3.1 PCC) chez la souris
(Shih et al., 2012). Dans ces 2 modeéles, une hyperphosphorylation de la voie mTOR est
observée dans la moelle spinale dorsale ainsi que dans les GRD pour le modéle murin.
L’administration i.t. de rapamycine inhibe 1I’hyperphosphorylation de la voie mTOR et réduit
les symptomes douloureux mécaniques et thermiques. Dans un autre modéle murin induit par
injection intra-tibiale de cellules de carcinome mammaire (4T1), ’administration systémique
chronique de rapamycine réduit I’hypersensibilité tactile et thermique (Abdelaziz et al., 2014)

confirmant ainsi I’intérét thérapeutique du blocage de la voie mTOR dans ce type de douleur.
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Dans un modele de démyélinisation chronique, I'encéphalomyeélite auto-immune
expérimentale (EAE) chez la souris (Lisi et al., 2012; Hou et al., 2017), reproduisant certains
symptomes de la SEP, la rapamycine améliore les symptdmes douloureux et les signes cliniques
et histologiques de la maladie. Cette amélioration est caractérisée par une remyeélinisation du
corps calleux des souris EAE (Lisi et al., 2012) et une diminution de I’infiltration de cellules
immunitaires dans la moelle épiniere (Hou et al., 2017). Le réle myélinisant de la rapamycine
a également pu étre observé in vitro sur des cultures de cellules issues de GRD provenant d’une
souche de souris transgénique C22 présentant une neuropathie liée a une altération de la

synthese de myéline (Rangaraju et al., 2010).

Dans le modele de neuropathie diabétique STZ-induit, I’administration i.t. chronique de
rapamycine permet de réduire 1’hyperphosphorylation de S6K au niveau des GRD et le

comportement douloureux des rats (He et al., 2016).

Ces nombreux résultats mettent en évidence le réle de mTOR et de ses cibles en
conditions neuropathiques dans le systeme nerveux périphérique et central. Dans la mesure ou
le récepteur 5-HTs interagit avec mTOR, il nous a paru intéressant d’étudier la mise en jeu de
cette voie de signalisation sous la dépendance du récepteur 5-HTs, afin de mieux comprendre
la physiopathologie des douleurs neuropathiques et peut-étre identifier de nouvelles cibles

pharmacologiques pour leur traitement.

5.3 Cdk5 et douleurs neuropathiques

Par technique de Western blot et d’immunohistochimie, la présence de CdkS5 et de son
activateur p35 a été mis en évidence dans les GRD (Terada et al., 1998), le nerf sciatique
(Terada et al., 1998), et la corne dorsale de la moelle épiniere de rat (Yang et al., 2007; Utreras
etal., 2012; K. Li et al., 2014; Xiaojie Liu et al., 2014). L’association in vivo de Cdk5 et p35 a
été confirmée dans les GRD et le nerf sciatique par co-1P (Terada et al., 1998) et dans la moelle
spinale dorsale par immuno-co-localisation (H. H. Zhang et al., 2012). L’activité kinase de
Cdk5 a été retrouvee dans les GRD (Terada et al., 1998). Ces résultats suggérent un role

physiologique de Cdk5 dans le systéme nerveux périphérique et central.
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Cdk5 est apparu progressivement comme un régulateur potentiel de multiples voies de
signalisation de la douleur (Pareek and Kulkarni, 2006; Pareek, 2013). Une étude évaluant
I’activité et le niveau d’expression de Cdk5 et de p35 chez le rat loN-CCl le niveau d’expression
de p35 et I’activité de Cdk5 augmentent fortement au niveau des couches superficielles du sous-

noyau caudal du pont (Li et al., 2010).

Les effets de I’inhibition de CdkS5 ont été évalués dans différents modeles de douleur
neuropathique grace a la roscovitine, un inhibiteur non sélectif de Cdk5 (Bach et al., 2005;
Demange et al., 2013).

Dans un modeéle d’injection intra-fémorale de cellules d’ostéosarcome (NTC-2472) chez
la souris, ou neuro-traumatique par compression chronique de GRD ou CCI chez le rat,
I’administration i.t. de roscovitine permet de diminuer I’hypersensibilité tactile et thermique (R.
Zhang et al., 2012; K. Li et al., 2014; Lei Yang et al., 2014). Chez des animaux CClI,
I’expression de CdkS5 liée a la phosphorylation de CREB est augmentée dans la moelle spinale
dorsale via un mécanisme d’origine épigénétique caractérisé pat I’augmentation de I’acétylation

par I’histone H4 du promoteur responsable de la transcription de Cdk5 (K. Li et al., 2014).

Dans le mesure ou ces modeles résultent de lésions traumatiques nerveuses
périphériques, une étude s’est intéressée au role de la roscovitine dans la croissance neuronale
apres section du nerf sciatique chez le rat. L'analyse ex vivo de GRD a montré que la roscovitine
favorisait la repousse des neurites des neurones. De méme, in vivo, chez des rats l1ésés ayant
recu un traitement local de roscovitine, une augmentation du nombre d’axones néo-myélinisés

est observée au niveau de la section nerveuse (Law et al., 2016).
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6. Activité constitutive du récepteur 5-HTe

6.1 Notions pharmacologiques

Un récepteur posséde une activité constitutive lorsqu’il est capable de produire une
réponse biologique en I’absence de la liaison de son ligand. De nombreux RCPG possédent
cette capacité (Cotecchia, 2007; Pydi et al., 2014; Zhang et al., 2014; Sato et al., 2016). Ce
phénomeéne peut étre expliqué par un modele a deux états du récepteur, un état actif, noté R*,
et un état inactif, noté R ; lorsque le récepteur est doué d’une activité constitutive alors la
conformation active R* existe en absence de ligand. Dans ce modele, un ligand agoniste
inverse favorise la configuration R du récepteur en bloquant son activité constitutive, effet se

traduisant par une activité négative (Figure 18).

Agoniste Antagoniste Agoniste  Agoniste
inverse neutre partiel entier

(n’affecte pas
l Péquilibre) l j

Equilibre
—
—————————————————-

Conformation Conformation
inactive active

Figure 18 : Schéma représentatif du modéle a deux états R/R* du récepteur.

Le degré d'activité constitutive d’un récepteur dépend de la facilité avec laquelle il
atteint sa conformations R* en I'absence de ligand, et de la propension du R* a lier ses protéines

effectrices (Bond and ljzerman, 2006).
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Dans ce modele, un ligand ne modifiant pas la conformation R* et R, donc dépourvu
d’activité intrinseque (efficacité nulle) mais bloquant la liaison de 1’agoniste sur le récepteur
par compétition, est un antagoniste neutre (Figure 19) (Kenakin, 2004; Bond and ljzerman,
2006). Les antagonistes neutres inhibent les effets induits par la fixation du ligand sans affecter
la signalisation basale, donc I’activité constitutive, alors que les agoniste inverses la diminuent
(Perez, 2005) (Figure 19).

Activité
4 _ _ intrinseque :

100 Agoniste entier

&

S 50 Agoniste partiel positive

2

S 0 Antagoniste neutre ------ nulle

N

o -
-50 Agoniste inverse I negative

Log[dose]

Figure 19 : Effets dose/réponse de différents types de ligands. D’aprés Sato et al., 2016

Il est intéressant de noter que de nombreux antagonistes ciblant les systemes de
neurotransmission peuvent avoir des propriétés agonistes inverses (Kenakin, 2004). C’est
notamment le cas des traitements anti-obésité avec le rimonabant (SR141716) et le taranabant
(MK-0364), agonistes inverses des récepteurs cannabinoides CB1 (Fong and Heymsfield,
2009) ; c’est aussi le cas, de certaines benzodiazépines (RO15-4513, RO19-4603, FG-7142)
qui, de facon paradoxale, vont avoir des propriétés anxiogenes et convulsivantes (Shanbhogue
et al., 1990; June et al., 1994; Cook et al., 2005). Le récepteur opioidergique p pouvant étre
constitutivement actif, notamment dans des cas de toxicomanies opiacées (Liu and Prather,
2001), la naloxone a été identifiée comme agoniste inverse (Cruz et al., 1996). Concernant les
récepteurs serotoninergiques, la primavanserine, antipsychotique utilisé chez les patients
pakinsonniens, et la nélotanserine, traitement développé contre I’insomnie, sont des agoniStes
inverses du récepteur 5-HT2a (Al-Shamma et al., 2010; Howland, 2016). D’autres
antipsychotiques, tel que la risperidone, 1’olanzapine et la volinanserine ont également des

propriétés agoniste inverse du récepteur 5-HT2a (Nutt et al., 2017).
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A coté de I’activité intrinseque d’un ligand donné, le microenvironnement du récepteur
(le niveau de signalisation basale, certaines mutations du récepteur, la disponibilité des
protéines G, le milieu ionique intracellulaire, etc) joue un réle crucial dans la réponse du
récepteur a un ligand donné (Sirohi and Walker, 2015). En I'absence d’activité constitutive du
récepteur, les agonistes inverses et les antagonistes neutres sont indiscernables.

Ainsi pour étudier I’activité constitutive d’un récepteur, il est nécessaire de disposer
d’outils pharmacologiques adéquats i.e. d’antagonistes neutres et d’agoniste inverses, ces

derniers allant de pair avec ’activité constitutive.

6.2 Mise en évidence de 1’activité constitutive du récepteur 5-HTs

L'activité constitutive des RCPG a été décrite pour la premiére fois par Costa et Herz
(1989) pour les récepteurs delta opioides surexprimes dans les cellules de neuroglioblastome
NG108-15. Depuis, la liste des RCPG dotés d’activité constitutive s’est considérablement
allongée (Meye et al., 2014; Martin et al., 2015).

La caractérisation de I’activité constitutive du récepteur 5-HTs a €té faite par Kohen et
al., (2001) : en transfectant des cellules JEG-3 et COS-7 avec une concentration croissante de
plasmide exprimant I’ADNc du récepteur 5-HTs, ils constatérent une augmentation croissante
de la concentration d’AMPc dans le milieu, en absence de 5-HT. Le motif BBXXB (B: résidu
basique, X : résidu non-basique), au niveau de la boucle i3 du récepteur 5-HTs a été identifié
comme élément crucial modulant son activité constitutive (Pauwels and Wurch, 1998).
Cependant d’autre études plus récentes, que nous aborderons par la suite, montreront que ce
n’est pas uniquement cette séquence qui est responsable de la régulation de cette activité
constitutive mais également d’autres partenaires protéiques. Le motif BBXXB est d’ailleurs
conservé chez I’homme, le rat et la souris (Woolley et al., 2004) Par technique de mutagenése
dirigée, cing mutants du récepteur ont été générés sur ce motif (K264, A?R, L?%R, K?A et
AZ®R). Parmi ces cing mutants, K241, K?67A et A?®R ont montré une réduction significative
de l'activité constitutive par rapport au récepteur murin sauvage suggérant le role crucial de la
séquence BBXXB dans I’activité constitutive du récepteur (Kohen et al., 2001). Quelques
années plus tard, par la méme approche, le récepteur 5-HTs humain a été étudié. Contrairement
au récepteur murin ou des altérations du motif BBXXB de la boucle i3 réduisent son activité
basale, I'activité constitutive du récepteur 5-HTs humain est renforcée par la mutation de
Ser?®’K du motif BBXXB (Purohit et al., 2003, 2005; Romero et al., 2007).
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Cependant ce motif présent sur le récepteur n’est pas le seul élément capable de réguler
son activité constitutive. D’autres études se sont intéressées a l’activité de deux formes
mutées du récepteur: 5-HTe-Gs-dead et 5-HTs-D1%®A, exprimées dans des cellules NG108-15.
La mesure de la production d’AMPc, a mis en évidence que la premiére forme, 5-HTe-Gs-dead,
ne modifie pas les taux d’AMPc en absence et en présence de 5-HT signant 1’abolition de la
signalisation liée a I’activité constitutive du récepteur et induite par la 5-HT ; la seconde forme,
5-HTe-D%A, augmente la production d’AMPc en absence de 5-HT et ne la modifie pas en
présence de 5-HT, suggérant la suppression de la signalisation induite par la 5-HT mais pas de

son activité constitutive (Jacobshagen et al., 2014).

Deux partenaires protéiques du récepteur 5-HTs, la neurofibromine (Nf1, protéine a
fonction suppresseur de tumeur via 1’inhibition des protéines RAS) et Cdk5 ont été mis en
évidence dans les neurones par co-1P (Meffre et al., 2012; Duhr et al., 2014).

L’association du récepteur 5-HTe avec la protéine Cdk5 est essentielle pour la
différenciation neuronale induite par le récepteur 5-HTs (Duhr et al., 2014). Cette association
est responsable d’une activité constitutive via la phosphorylation du récepteur sur le résidu
Ser®0 de son extrémité C-ter (Duhr et al., 2014). L’administration d’un agoniste inverse
diminue cette phosphorylation, mettant en évidence sa capacité a inhiber 1’interaction entre
5-HTe et Cdk5 mais également le caractere réciproque de cette interaction, Cdk5 participant
non seulement a la signalisation induite par récepteur mais se comportant également comme un
activateur (Duhr et al., 2014).

La protéine Nfl, en interagissant avec I’extrémité C-ter intracellulaire du récepteur
5-HTe induit également une activité constitutive du récepteur. Dans les neurones sous-
exprimant Nfl (par stratégie shRNA) 1’administration d’un agoniste inverse ne diminue pas
davantage le taux d'AMPc, indiquant une perte compléte de I'activité constitutive du récepteur

et soulignant le réle important de Nf1 dans celle-ci (Deraredj Nadim et al., 2016).
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Obijectifs

L’activité constitutive est une propriété importante des récepteurs 5-HTg jouant un role
physiologique dans le développement neuronal gréace a son interaction avec Cdk5 (Duhr et al.,
2014; Jacobshagen et al., 2014) et pathologique, via son interaction avec la neurofibromine
(Deraredj Nadim et al., 2016). L’exploitation thérapeutique de cette propriété est en cours de
développement avec la synthese de nouveaux composés a propriété agoniste inverse et
présentant une activité procognitive dans différents modeles de expérimentaux de déficits
cognitif (Zajdel et al., 2016). En revanche, le r6le physiologique et physiopathologique de
I’activité constitutive du récepteur 5-HTs et des voies de signalisation dépendantes, dans la
douleur neuropathique, in vivo, reste a explorer. C’est dans cette perspective que s’inscrit mon

travail de thése avec pour objectifs principaux :

- de confirmer en immunohistochimie la localisation spinale et supra-spinale du récepteur
5-HTs, chez la souris transgénique 5-HTe-GFP, déja démontrée dans le striatum (Derared]
Nadim et al., 2016) et les couches superficielles de la corne dorsale spinale (Abraira et al.,
2017), et de préciser sa localisation subcellulaire, dans des conditions physiologiques (souris
saines) et pathologiques (souris SNL) ;

- d’explorer par des approches pharmacologiques, de biologie cellulaire et moléculaire si la
voie de signalisation mTOR sous le contrble du récepteur 5-HTs est impliquée dans les
mécanismes physiopathologiques de la douleur neuropathique et les comorbidités cognitives
associées (Radat et al., 2013; Nadar et al., 2016; Moriarty et al., 2017) a I’aide de ligands
classiques et nouvellement congus (dérivés d'aryl pyrrole carboxamides (APC) permettant de
d’évaluer I’activité agoniste-dépendante (antagoniste neutre) et agoniste-indépendante
(agonistes inverses) du récepteur 5-HTg et I’effet de I’inhibition de mTOR sur I’allodynie tactile
et thermique et sur les comorbidités cognitives induites par la neuropathique traumatique (SNL)

chez lerat ;

- de confirmer in vivo chez le rat SNL et in vitro sur des cultures cellulaires HEK-293 exprimant
le récepteur 5-HTs, le lien entre 1’activité constitutive du récepteur 5-HTe et 1’activation de la
voie de signalisation mTOR. Aprés avoir identifié une séquence peptidique de I’extrémité C-ter
du récepteur 5-HTs responsable de son interaction avec mTOR, nous avons désigné et congu
un peptide mimétique capable d’inhiber I’interaction récepteur 5-HTs-mTOR, et évalué ses

effets in vivo ;

97



- enfin, ’efficacité trés limitée des antidépresseurs ISRS (NNT de 6,8) dans le traitement des
douleurs neuropathiques et leur bonne tolérance par rapport aux tricycliques (Finnerup et al.,
2015) ont motivé sa combinaison avec 1’agoniste inverse, a la recherche d’une potentialisation
entre la fluoxétine, renforgant la neurotransmission 5-HT et le SB258585, sur I’hypersensibilité
et les troubles cognitifs associés chez le rat SNL.

Dans un souci d’étendre nos résultats a d’autres étiologies de neuropathie et aux
douleurs par excés de nociception, nous avons amorcé des travaux visant a apprécier 1’efficacité
de ces traitements pharmacologiques sur la douleur neuropathique chimio-induite (OXA) et la
douleur inflammatoire chronique induite par administration intra-articulaire de CFA. Pour ce
dernier type de douleur, bien que les AINS et le paracétamol constituent les traitements de
référence, d’autres agents thérapeutiques comme les antidépresseurs ISRS ont fait preuve
d’efficacité notamment dans les douleurs rhumatismales (Perrot et al., 2006; Patetsos and
Horjales-Araujo, 2016)

Enfin, le role d’un autre partenaire du récepteur 5-HTs, la protéine Cdk5 (Dubhr et al.,
2014) présente dans la moelle épiniére (Terada et al., 1998) et dont I’activité est augmentée
dans le SNC de rats neuropathiques douloureux (Li et al., 2010) a été abordé dans une étude
pilote. Son blocage par la roscovitine diminue le comportement douloureux neuropathique (R.
Zhang et al., 2012; K. Li et al., 2014; Lei Yang et al., 2014), et nous avons testé I’effet d’un

inhibiteur de Cdk5 nouvellement concgu sur les symptémes douloureux et chez le rat SNL.
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Matériels et méthodes

Animaux et conditions expérimentales

Les approches comportementales sont réalisées chez des rats males, adultes, de souche
Sprague-Dawley (Centre d’élevage Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France) pesant entre
125-175 g. A leur arrivée a I’Unité de stabulation animale (USA) des Facultés de Médecine et
de Pharmacie, les rats sont hébergés par groupes de quatre dans des cages aux parois
transparentes (46 x 26 x 18 cm, Techniplast) dont le plancher est recouvert d’une liticre
absorbante (SAFE, Augy, France). La litiere est changée une fois par semaine.

Certaines approches biomoléculaires sont réalisées chez des souris C57BL/6N knock-in
5-HTe-GFP exprimant le récepteur 5-HTs fusionné a la GFP au niveau du domaine C-ter,
générées par recombinaison homologue a I'Institut Clinique de la Souris (www.ics-mci.fr/fr/)
et données gracieusement par I’IGF de Montpellier (P. Marin). L'ADNc codant la GFP a été
introduit a la fin de I'exon 4 du géne htr6, permettant un étiquetage du récepteur au niveau C-
ter. Le récepteur marqué par la GFP présente une expression membranaire et une fonctionnalité
similaire au récepteur WT. La construction génétique présente notamment les mémes niveaux
d'activité constitutive et d'affinité pour la 5-HT que le récepteur WT (Deraredj Nadim et al.,
2016). L’analyse par Western blot du récepteur 5-HTs-GFP immunoprécipité a partir de tissu
cérébral de souris 5-HTe-GFP révele I'expression d'une protéine immunoréactive GFP de la
taille attendue (Deraredj Nadim et al., 2016), et le schéma de distribution du récepteur
5-HTe-GFP dans le cerveau concorde avec celle de son ligand radiomarqué (Roberts et al.,
2002).

Les animaux ont acces ad libidum a la nourriture (A04, aliments composés complets,
SAFE, Augy) et a I’eau dans un environnement maintenu a une température de 21 + 2°C selon
un cycle jour/nuit de 12 h (7h00-19h00) et une hygrométrie a 55 + 10 %. Les rats arrivent a
I’USA 7 jours avant le début des expérimentations.

L’USA est une zone EOPS (Exempte d’Organismes Pathogeénes Spécifiques)
conventionnée et agréée par le Ministére de 1’Agriculture. Le protocole a été soumis a
I’approbation du Comité d’Ethique en Expérimentation Animale Auvergne, CE2A
(autorisations n° CEO03-12 et autorisation en cours) et sont conformes aux régles NC3R
ARRIVE (Kilkenny et al., 2010).
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Modeélisation de la douleur chez le rat

1. Modéle de douleur neuropathiqgue traumatique : SNL, ligature de la

racine du nerf spinal L5 (Kim and Chung, 1992)

Ce modéle symptomatique permet d’induire une douleur neuropathique par ligature du
nerf spinal L5 (Figure 20) et d’évaluer le comportement douloureux de 1’animal en dehors de
toute atteinte motrice. Le nerf L4 est laissé intact méme si sa proximité immédiate avec le nerf
L5 ne permet pas d’exclure son atteinte exceptionnelle lors de la procédure chirurgicale. Sa
Iésion peut étre suivie d’une paralysie flasque de la patte rendant alors 1’évaluation de la douleur
impossible.

Ganglions
rachidiens dorsaux

L3

L4
L5 Moelle épiniére

S A6

Ligature du nerf
spinal L5 (SNL)

Figure 20 : Schématisation de 1’organisation nerveuse et leurs origines spinales. D’aprés Starowicz and
Przewlocka, 2012.

Les rats sont anesthésiés par une injection i.p. de xylazine (Rompun® 2 %, 10 mg/kg)
et de kétamine (Imalgéne 1000, 75 mg/kg). La région lombaire dorsale est ensuite tondue et
nettoyée avec de la povidone iodée 10 % (Bétadine®). Peau, aponevrose et muscle paraspinal
sont incisés a I’aide d’un scalpel sur environ 2 cm de fagon rostro-caudale a partir des crétes
iliaques, 1-2 millimetres latéralement a la colonne vertébrale. Selon la méthode décrite par Kim
et Chung (1992), le processus transverse L6 est mis a nu : cet os plat de quelques millimetres
de longueur est retiré a 1’aide d’une gouge, dégageant ainsi le nerf spinal L5. Le nerf est isolé
sur I’extrémité recourbée d’une pipette pasteur puis ligaturé avec un fil de soie (fil mersilk®

5.0 Ethicon®, Johnson & Johnson) en réalisant un nceud simple et serré.
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Le muscle est recousu par un surjet (fil monocryl® 4.0 Ethicon®, Johnson & Johnson)
et la peau suturée a 1’aide d’agrafes de Michel (A75 Perfect, Ets Bruneau). La cicatrice est
ensuite desinfectée avec de la Bétadine® et vaporisée d’une solution antibiotique (Négérol®,
thiamphénicol 0,095 mg/ml, Céva Santé Animale). Du sérum physiologique (NaCl 0,9 %) est
injecté par voie sous-cutanée (s.c.) (5 ml/kg) pour réhydrater le rat. Avant leur réveil, les rats
recoivent une injection de Meloxicam (Mobic®, 2 mg/kg s.c.). Les animaux sont ensuite placés
dans un compartiment chauffé¢ jusqu’a leur réveil et des pellets de nourriture sont déposés dans
le fond de la cage afin d’en faciliter ’acces.

Certains rats subissent toutes les étapes de la chirurgie sans ligature : ce sont les rats
contrdles désignés par le terme « Sham ».

2. Modele de douleur neuropathique chimio-induit : administration aiqué

d’oxaliplatine

Ce modele symptomatique permet d’induire une douleur neuropathique toxique par
administration i.p. unique d’un agent antinéoplasique (Figure 21), I’oxaliplatine (OXA,
6 mg/kg) comme décrit par Ling et al. (Ling et al., 2007). L’oxaliplatine (Debiopharm) est
diluée dans une solution de glucose a 5% (Freeflex®, Fresenius Kabi).

Le modele d’administration d’une dose unique d’oxaliplatine permet d’étudier la
neurotoxicité aigué caractérisee par I’apparition d’une hypersensibilité mécanique et thermique

au froid se maintenant jusqu’a 7 jours aprés 1’administration (Ferrier et al., 2013).

NH\2 /o o
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N NZ
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Oxaliplatine H H. G, H

Z

Figure 21 : Mécanisme d’action de ’oxaliplatine : Création de ponts inter et intra-brins inhibant la
synthése et la réplication de I’ADN
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3. Modele de douleur inflammatoire arthritique : administration

intra-articulaire de CEFA

L’induction de la douleur inflammatoire arthritique est réalisée par injection
intra-articulaire de 35 a 40 pL de d’adjuvant de Freund complet (CFA, Complete Freund
Adjuvant, Sigma Aldrich) au niveau de la cavité synoviale de la cheville gauche de I’animal
sous anesthésie bréve a I’isoflurane 3% (Piramal Heathcare). Cet agent, constitué de
Mycobacterium tuberculosis inactivé en solution dans une émulsion huileuse non-
métabolisable, va permettre la libération continue d’antigéne stimulant une réponse
immunitaire forte et persistante.

Les seuils de retrait de patte suite a une stimulation mécanique sont déterminés avant et
10 jours apres l'injection de CFA ou de véhicule.

Dans ce modé¢le, I’articulation de la patte et les tissus mous environnants sont affectés

par une réaction inflammatoire strictement unilatérale et localisée (Figure 22).

Véhicule CFA

Figure 22 : Patte du rat 24 h aprés injection intraplantaire de véhicule ou de CFA. D’aprés Sun
etal., 2017.
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Mesure de la sensibilité douloureuse

1. Evaluation de la sensibilité tactile : test des filaments de VVon Frey

Les rats sont placés dans des cellules individuelles en plexiglas (25 x 20 x 25 cm), sur

une surface grillagée, pendant 15 a 20 min pour habituation. Une gamme de huit filaments en

nylon (Evaluateur sensoriel Touch TestTM, Bioseb) permettant d’exercer une force croissante

de 1,4 a 26 g selon une échelle logarithmique, est utilisée pour déterminer le seuil de réponse

50 % selon la méthode "up-down" (Dixon, 1980) (Tableau 3).

Tableau 3: Gamme des filaments de von Frey.

Taille 4,17 4,31 4,56 4,74 4,93

5,07 5,18 5,46

Force (g) 1,4 2 4 6 8

10 15 26

Les filaments sont appliqués perpendiculairement a la surface plantaire de la patte

ipsilatérale a la ligature, entre les coussinets, en commencant par le filament intermédiaire de

6 g (Figure 23). Il est nécessaire d’effectuer I’application

toujours au méme endroit car la sensibilité plantaire du rat

décroit des orteils vers le talon. L’application dure 6 sec etla = -

force exercée doit étre suffisante pour faire fléchir le

filament. Le choix des filaments suivants sera déterminé par |

la présence ou non de réponse du rat. Si le rat réagit au
stimulus, c'est-a-dire s’il retire sa patte, la secoue ou la léche,
le filament suivant choisi sera celui de calibre
immédiatement inférieur ; si le rat n’objective aucune
réaction, le filament de calibre immédiatement supérieur sera

alors appliqué. L’expérience se poursuit jusqu’a ce que 4

Figure 23 : Application d’un
filament de von Frey.

filaments soient appliqués aprés le premier changement de comportement de réponse du rat.

Traitement des données : Calcul du seuil de réponse 50 % en grammes (g) selon la formule

de Dixon (1980) :

Seuil de réponse 50 % = (10[Xf+ k6])/10000

Xf : dernier filament appliqué sur la patte (g)

k: score (fonction du motif obtenu ; appendice de Chaplan et al., 1994)

d : différence moyenne entre les différents stimuli de la gamme (ici : 0,18)
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Une diminution du seuil de réponse 50 % d’au moins 20 % par rapport au seuil initial traduit

une allodynie tactile.

2. Evaluation de la sensibilité thermique au froid : test d’immersion de la

patte

Ce test consiste a immerger la patte du rat dans un bain
maintenu a 15,0 £ 0,2 °C jusqu'a ce que le retrait de la patte ou
des signes de lutte soient observés (temps maximal d’exposition:
15 sec) (Figure 24). L’animal est habitué la veille du test a la
contention de fagcon a limiter le stress le jour de
I’expérimentation. La latence de retrait de la patte est mesurée.

Une durée d'immersion raccourcie de 20% par rapport au délai

de réponse initial, traduit une allodynie thermique.
Figure 24 : Test d’immersion

de la patte.

3. Evaluation de la nociception mécanigue : test de Randall Selitto

Le test consiste en l'application d'une force
mécanique croissante a 1’aide d’un algésimétre Randall-
Selitto (Ugo Basile) sur la patte postérieure de I'animal,
jusqu’a ce qu’une réponse de vocalisation ou de

« struggle » se produise (Figure 25) (force maximale

appliquée : 750 Q).

Figure 25 : Test de Randall-Selitto.
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Mesure des comorbidités associées a la douleur

1. Troubles cognitifs

Les troubles cognitifs sont souvent retrouves chez les patients douloureux chroniques
(Nadar et al., 2016; Moriarty et al., 2017). lls affectent différentes fonctions notamment la
mémoire, ’attention, la vitesse de traitement et le fonctionnement exécutif (Nadar et al., 2016).
Ces troubles sont retrouvés dans différents modeles précliniques de douleur chronique qu’elle
soit d’origine inflammatoire (CFA) (Grégoire et al., 2014; Longgiu Yang et al., 2014) ou
neuropathique (SNI, SNL et CCI) (Grégoire et al., 2012; Leite-Almeida et al., 2012; Moriarty
et al., 2016; Palazzo et al., 2016) chez le rat et la souris. Nous avons donc voulu confirmer la
présence de troubles cognitifs chez le rat SNL et évaluer les effets des différents traitements sur
ce symptome. Pour cela, 2 tests permettant d’apprécier les performances cognitives ont été

utilisés.

1.1 Test de reconnaissance sociale

Le test de reconnaissance sociale mesure la capacité d'un rat adulte a reconnaitre un
congénére plus jeune. Les rats adultes sont hébergés individuellement en condition standard de
stabulation 48 h avant le test. Le jour du test, dans des conditions de faible luminosité (30 lux),
un rat juvénile est placé dans la cage du rat adulte pendant 10
min. Le temps passe par le rat adulte & interagir socialement avec
le rat juvenile (renifler (Figure 26), suivre, mordre, sauter et
ramper sur ou sous le juvénile) pendant les 5 premiéres (T1) et les
5 derniéres minutes (T2), est mesuré. En condition normale (non
pathologique), les deux rats interagissent fortement pendant les
cing premiéres minutes du test (T1), tandis que durant la seconde
période (T>), le rat adulte perd son intérét pour le rat juvénile,

marquant ainsi une intégration de l'information. L'absence de

désintéressement pendant la seconde période (T2) évoque un

Figure 26 : Interaction

déficit de mémoire de reconnaissance sociale. Afin d'analyser ces  sociale entre le rat adulte et
le rat juvénile

résultats, nous exprimons la différence de temps d'interaction

sociale au cours des deux périodes (T1-T2).
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1.2 Test de reconnaissance d’un nouvel objet

Le test de reconnaissance d’un nouvel objet (NOR, Novel Object Recognition) permet
d’évaluer la mémoire épisodique. Vingt-quatre heures avant le test, les rats sont
individuellement habitués a I'aréne (75 x 75 x 50 cm) pendant 5 min. Le jour du test, dans des
conditions de faible luminosité (30 lux), le rat est autorisé a explorer librement deux objets
familiers, c’est la session de familiarisation (5 min). Aprés un intervalle d’inter-session de 5
min pendant lequel le rat est replacé dans sa cage d'hébergement, les animaux sont réintroduits
dans I'aréne avec l'un des objets familiers et un nouvel objet (Figure 27). Lors de la seconde
session, I'exploration de chaque objet est enregistrée séparément. L'emplacement du nouvel
objet varie de facon pseudo-aléatoire au sein des groupes. Le comportement exploratoire est
défini comme un reniflement, un toucher et une attention directe envers l'objet (vibrisses actives
lorsque le museau se trouve a moins de 3 cm de l'objet). L'escalade de l'objet n’est pas
considérée comme un comportement exploratoire et n'est donc pas comptabilisée. Apres chaque
session, l'arene et les objets sont méticuleusement nettoyés avec une solution d'éthanol a 30%.
La mémoire de reconnaissance est exprimée comme un indice de reconnaissance qui est défini
comme le rapport entre le temps passé a explorer le nouvel objet et le temps total consacré a

I'exploration des objets familier et nouveau.

Intersession 5 min

Jour1l Jour 2 - >
- i i } i >
Habituation : T, : Apprentissage T, : Testreconnaissance
5 min, aréne vide (familiarisation) 5min
5min
&2 &2 &2 °
O O

Figure 27 : Test de reconnaissance d’un nouvel objet
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2. Troubles anxieux

Tout comme les troubles cognitifs, les troubles anxieux sont fréquents chez les patients
souffrant de douleurs chroniques avec une prévalence estimée a 12,1 % (Radat et al., 2013).
Ces troubles sont retrouvés dans différents modéles précliniques de douleur chronique qu’elle
soit d’origine inflammatoire (CFA) (Grégoire and Neugebauer, 2013; Grégoire et al., 2014; Wu
et al., 2017) ou neuropathique (SNL, SNI, CCl et SCI) (Roeska et al., 2009; Grégoire et al.,
2012; Leite-Almeida et al., 2012; Galan-Arriero et al., 2014, 2015; Jiang et al., 2014; Alba-
Delgado et al., 2016; Ji et al., 2017). Nous avons donc voulu confirmer la présence de troubles

anxieux chez le rat SNL et évaluer les effets des différents traitements sur ce symptéme.

2.1 Test du labyrinthe en croix surélevé (EPM, Elevated Plus Maze)

Le test du labyrinthe en croix surélevé est '

couramment utilisé comme un paradigme d'anxiété ;

| 50 cm ‘ | 50 cm

il est basé sur le conflit entre la tendance naturelle des

rongeurs a explorer un nouvel environnement par

rapport a celle a éviter les zones ouvertes, étroites et

surélevées et a préférer les zones protégées par des
parois (thigmotaxisme).

56 cm

Le labyrinthe est composé de quatre bras en

croix (50 x 10 cm chacun) et est disposé a 56 cm du

sol (Figure 28). Deux bras opposés sont fermés : ils
sont entourés de parois en plexiglas transparent de 10 Figure 28 : Représentation schématique
cm de hauteur. Les deux bras ouverts sont juste bordés du labyrinthe en croix surélevé
d’un pourtour en plexiglas de 2 mm de hauteur afin de limiter le risque de chute des animaux.

L’expérimentation a lieu dans une piéce calme faiblement éclairée (30 lux). Au début
de I’expérimentation le rat est placé a I’intersection des quatre bras (10 x 10 cm), la téte dirigee
vers un bras fermé. L’animal est filmé pendant 5 min. A la fin du test, I’animal est replacé dans
sa cage et le dispositif nettoyé a 1’aide d’une solution d’éthanol (30 %).

Le temps passé dans les bras ouverts et les bras fermés ainsi que le nombre d’entrées
effectuées dans chacun des bras, sont comptabiliseés. Plus le temps passé dans les bras ouverts
est réduit, plus 1’animal présente un phénotype anxieux. Les données sont analysées avec le

logiciel Ethovision® XT (Noldus).
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2.2 Test de I’aréne ouverte ou « Open Field »

Ce test permet d’évaluer la réactivit¢ émotionnelle de 1’animal face a un nouvel
environnement. Le rat est placé au centre d’une aréne en plastique opaque de dimension
75 x 75 x 45 cm, dans une piece calme, faiblement éclairée (30 lux).

Cette arene est subdivisée en 2 grandes zones virtuelles : le centre (30 x 30 cm),
anxiogene, et la périphérie, non anxiogéne. L’animal est initialement placé dans un coin de
I’aréne durant une période de 5 min au cours desquelles il est filmé. A la fin du test, I’animal
est replacé dans sa cage et ’aréne est nettoyée a I’aide d’une solution d’éthanol (30 %).

Les séquences enregistrées sont ensuite analysées par le logiciel Ethovision® XT
(Noldus). Le temps passé au centre de 1’aréne et a la périphérie, ainsi que le nombre d’entrées
dans la partie centrale sont analysés. Le comportement de thigmotaxie, est interprété comme

un phénotype anxieux (Figure 29).

Figure 29 : Heatmap du parcours des rats dans 1’Open Field. (A) Comportement exploratoire sain.
(B) Comportement de thigmotaxie.
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2.3 Test d’hyponéophagie (NSF, Novelty-Suppressed Feeding)

Le test d’hyponéophagie (NSF) mesure l'aversion d'un rongeur a s’alimenter dans un
nouvel environnement. Ce test évalue lI'anxiété induite par un stress (nouvel environnement et
forte luminosité) en mesurant la latence d'un animal & approcher et a manger un aliment familier
dans un environnement aversif. Une situation de motivation conflictuelle est créée entre celle
de se nourrir et la peur de s’aventurer au centre de I’aréne fortement éclairé, donc anxiogéne

pour I’animal.

Les animaux sont privés de nourriture 24 h avant le
test. Une heure avant le test, ils sont placés en habituation
dans la piéce. Le test est réalisé dans une aréne ouverte
(75 x 75 x 45 cm) recouverte d’une couche de litiere
d’environ 1-2 cm; une croquette, identiqgue a celles
consommeées habituellement, est placée sur un disque de

papier blanc (@ 10 cm) au centre de I’aréne. Le centre de 0

I’aréne est éclairé, en plus de la lumicre de la piéce, par une

Figure 30 : Représentation
lampe amovible dont le faisceau lumineux est dirigé au centre  schématique du dispositif de test.

de I’aréne (900-1000 lux) (Figure 30).

L’animal est placé dans un coin de I’aréne, face a la paroi. Les latences de reniflement
et de grignotage de la croquette sont mesurées manuellement ; dés que I’animal débute le
grignotage, il est retiré de I’aréne et replacé dans sa cage. La latence maximale est fixée a 5
min. S’il y a présence d’urine et/ou de feces, une partie de la litiére est remplacée par de la
litiere propre mais il n’est pas nécessaire de changer de litiére entre chaque animal. La croquette
ainsi que le disque de papier sont changés entre chague test. Un allongement de la latence

indiguera un phénotype anxieux.
Les approches comportementales sont realisées en aveugle en utilisant la méthode des

blocs avec randomisation des traitements afin d’écarter toute influence environnementale

incontr6lable pouvant modifier la réponse comportementale des animaux.
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Substances et modalités d’administration

1. Substances administrées

Les substances ont été acquises chez :

Tocris Bioscience, UK :

SB258585 hydrochloride, antagoniste/agoniste inverse du récepteur 5-HTs,
PM =523,8 g.mol*

phéncyclidine hydrochloride (PCP), antagoniste non-compétitif du récepteur
NMDA, PM = 279,9 g.mol*

rapamycine, inhibiteur de mTOR, PM = 914,2 g.mol*

WAY'181187 oxalate, agoniste du récepteur 5-HTs, PM = 470,9 g.mol*

WAY 208466 dihydrochloride, agoniste du récepteur 5-HTs PM = 420,3 g.mol™*

Département de Chimie Pharmaceutique, Université Jagellon, Cracovie, Pologne :

SB742457 (Interpirdine), antagoniste/agoniste inverse du récepteur 5-HTs,
PM = 353,4 g.mol*

PZ1388, agoniste inverse du récepteur 5-HTs, PM = 498,4 g.mol™*!

PZ668, antagoniste neutre du récepteur 5-HTs, PM = 456,0 g.mol™*

CPPQ, antagoniste neutre du récepteur 5-HTs, PM = 517,9 g.mol*

Institut de Chimie de Clermont-Ferrand, Université Clermont Auvergne

FG1061, inhibiteur de Cdk5, PM = 269,26 g.mol*!

Thermo Fisher Scientific, IL, USA

peptide TAT-VEPE, inhibiteur de I’interaction entre le récepteur 5-HTe¢ et MTOR,
de séquence : [NH2]YGRKKRRQRRRFFVTDSVEPVE[COOH], de pureté > 98%,
PM =2711,1 g.mol*
peptide TAT contréle : de séquence
[NH2]YGRKKRRQRRRTVNEKVSCA[COOH], de pureté > 98%,
PM = 2491,2 g.mol*
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Sigma Aldrich, St Louis, USA :
- CFA (Complete Freund Adjuvant), Mycobacterium tuberculosis (H37Ra, ATCC
25177) inactivé en suspension dans une solution huile de paraffine/mannide

monooléate

Dochem, Hong Kong Industries CO., Ltd, Chine:
- Fluoxétine, antidépresseur ISRS, PM = 309,3 g.mol™*

Debiopharm, Suisse:

- oxaliplatine, agent antinéoplasique neurotoxique, PM = 397,3 g.mol*

2. Voies d’administrations

Afin d’éviter un éventuel biais expérimental induit par répétition des administrations
i.p. de D’antidépresseur (garantes d’un plateau de concentration plasmatique stable), la
fluoxétine est administrée via un systéme d’implant s.c. a libération continue. Ces implants ont
été concus par Innovative Research of America (IRA, Floride, USA) pour libérer une dose de
28 mg/jour/kg. La pose sous-cutanée de I’implant est réalisée sous anesthésie gazeuse par
inhalation d’isoflurane (3 %). La région dorsale supérieure est tondue et nettoyée avec de la
Bétadine®. La peau est incisée (environ 6 mm) et un tunnel sous-cutané est réalisé d’introduire
I’implant au niveau de la région inter-scapulaire. La peau est ensuite suturée a I’aide d’agrafes
de Michel et la cicatrice désinfectée avec de la Bétadine®.

Les autres traitements sont administrés soit par voie i.p., soit par voie intrathécale (i.t.).
Cette derniére est particulierement adaptée a 1’étude d’effets pharmacologiques au niveau
spinal. Elle est réalisée selon la méthode décrite par (Mestre et al., 1994). Le rat est rapidement
anesthésié par inhalation d’isoflurane (3 %) et maintenu par I’expérimentateur au niveau de la
ceinture pelvienne en décubitus ventral. Une aiguille de 25 G x 1’°, montée sur une seringue
Hamilton de 50 pl, est insérée a travers les tissus entre les épines dorsales des vertebres
lombaires L5 et L6, perpendiculairement a la colonne vertébrale (Figure 31). Un mouvement
latéral de la queue est observé lorsque 1’aiguille pénétre dans 1’espace sous-arachnoidien : ce
réflexe est garant de la réussite de I’injection. Le volume d’injection est de 10 pl. La seringue
est maintenue en position quelques secondes, puis retirée progressivement afin d’éviter tout

reflux de liquide.
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Apophyse

Moelle Canal
épiniere vertébral

Figure 31 : Représentation schématique d’une injection intrathécale au niveau de 1’espace intervertébral
L5 et L6. D’aprés Mestre et al., 1994,

Dosage plasmatigue de fluoxétine

Deux mL de sang sont prélevés par ponction intracardiaque aprés anesthésie au
pentobarbital sodique (170 mg/kg, i.p.). Le sang est recueilli sur tube hépariné puis centrifugé
5 min a 4000 G afin de récupérer le plasma. Les taux plasmatiques de fluoxétine et de son
métabolite actif, la norfluoxétine sont déterminés par chromatographie liquide haute pression
(HPLC), couplée a une détection spectrophotométrique a barrette de diodes (Service de
Pharmacologie, CHU Gabriel Montpied, Clermont-Ferrand).
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Etudes biochimiques

1. Préléevements de tissus

Selon le type d’analyses effectuées, deux méthodes de prélévements de tissus ont été réalisées.

1.1 Prélevement de tissu frais

Ce type de prélevement est réalis¢ en vue d’une analyse protéique quantitative par
technique de Western-blot. L.’animal est euthanasié par injection i.p. de pentobarbital sodique
(44 mg) (Ceva, Santé Animale). Il est rapidement decapite, et la colonne vertébrale est
sectionnée au niveau caudal, entre les crétes iliaques. Du sérum physiologique froid (5 a 15

mL) est injecté dans la colonne vertébrale par ’orifice caudal a 1’aide d’une seringue de 50 mL

ipsi ' contro
L4_L6

Figure 32 : Schéma du préléevement des portions dorsales, droite et gauche de la section Ls-Les de moelle
épiniere de rat.

montée d’une aiguille 18 G dont I’extrémité a été coupée (longueur : 1 cm). La moelle épiniére
est alors éjectée sans les racines et le renflement lombaire (Ls-Ls) est rapidement prélevé et
plongé dans I’azote liquide. La section de moelle épiniére est alors disséquée selon un plan
horizontal et vertical permettant ainsi d’isoler les portions comprenant la corne dorsale et de

séparer les deux cotés de la moelle (Figure 32). Les tissus sont conservés a -80°C.

1.2 Prélévement de tissu fixé

Ce type de prélévement est réalisé en vue d’une observation microscopique des

protéines d’intérét, permettant de localiser précisément leur présence dans différents tissus.
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L’animal est euthanasié par injection i.p. de pentobarbital sodique (44 mg) (Ceva, Santé
Animale) puis rapidement exsanguiné par perfusion intracardiaque (Figure 33) de 100 mL de
sérum physiologique froid a ’aide d’une pompe péristaltique (Gilson, Minipuls Evolution®)
(deébit : 33 mL/min), puis fixé par perfusion de 300 mL d’une solution de paraformaldehyde 4 %
(Sigma-Aldrich) dans du tampon phosphate 0,1M (PBS) froid. Les tissus d’intéréts (moelle
épiniere, GRD et cerveau) sont prélevés et post-fixés 48 h dans la méme solution de
paraformaldéhyde 4 % avant d'étre transférés dans une solution cryoprotectrice contenant du
sucrose 30 % dans du PBS 0,1 M.

Figure 33 : Schéma de la dissection d’un rat afin de poser le dispositif de perfusion. D’apres
Gage et al., 2012.

2. Immuno-histo-chimie

Tous les tissus fixés sont inclus dans un milieu de congélation de tissu (TFM, General
Data Healthcare) et rapidement congelés dans de I'azote liquide avant d'étre stockés a -80 ° C.
Des coupes transversales de 10-40 um sont réalisées en utilisant un cryotome (Microm KS 34
et HM 450, Thermo Scientific). Elles sont ensuite conservées a 4 ° C dans du une solution de

tampon phosphate contenant 0,1% d'azoture de sodium (Sigma-Aldrich)

Les coupes sont perméabilisées et saturées pendant 1 h a température ambiante dans
une solution de PBS contenant 0,2% de Triton X-100 (VWR) et 4% de BSA (Sigma-Aldrich)
puis incubées pendant une nuit a température ambiante avec l'anticorps primaire anti-GFP
(1:500, Invitrogen) dans la méme solution de perméabilisation. Les coupes sont ensuite
incubées pendant 1 h avec l'anticorps secondaire conjugué a Alexa Fluor 488 (1: 1000, Sigma-
Aldrich). Les marquages immunoflorescents sont observés avec un microscope Eclipse Ni-E
(Nikon) équipé d'une épifluorescence. Les images sont acquises en utilisant le logiciel NIS-
Elements 4.13 (Nikon) pilotant une caméra ORCA Flash 4.0 (Hamamatsu).

116



Matériels et méthodes

3. Western-Blot

Les protéines issues de tissus frais ou de cultures cellulaires sont extraites par lyse
cellulaire & 4 °C, centrifugation (20 min a 12 000 G) et dénaturation (ajout de tampon Laemmli
20 % et chauffage a 100 °C pendant 5 min). Les protéines sont séparées par électrophorése
(1,5 h a 120 V) sur gel d’acrylamide 10 % (TGX Stain-Free™ FastCast™, Biorad) dans du
tampon TG-SDS, puis transférées sur membrane de nitrocellulose avec un systéme Trans-Blot®
Turbo™ (Biorad). Les membranes sont ensuite saturées pendant 1 h dans une solution de
tampon phosphate a 0,1 % de Tween (Sigma-Aldrich) et 5 % de BSA (Sigma-Aldrich) et
incubées la nuit a 4 °C avec la solution de saturation contenant 0,1 % d’anticorps primaire :
pSer248.mTOR, mTOR, pSer240244.56  S6, p*?**MAPK (Erk1/2), B-actin (Cell Signaling). Les
membranes sont ensuite incubées avec un anticorps secondaire couplé a la peroxydase du raifort
(HRP). La révélation se fait par réaction de bioluminescence entre la HRP et le substrat
(Clarity™ Western ECL). Les clichés sont pris par un dispositif de détection CCD haute
résolution (ChemiDoc™ XRS+, Biorad) permettant I’obtention d’une image numérique qui est

analysée par densitométrie a 1I’aide du logiciel Image Lab™ (Biorad).

Etudes cellulaires

Afin d’étudier les mécanismes biomoléculaires mis en jeu par I’activation du récepteur
5-HTse, des cultures de cellules HEK-293 (Human Embryonnic Kidney) sont utilisées. Cette
lignée cellulaire spécifique est dérivée de cellules rénales embryonnaires humaines ; elle est

largement utilisée en raison de sa croissance fiable et de sa facilité a la transfection.

Les plasmides suivants sont transfectés dans les cellules HEK-293 a 1’aide d’un kit
Viromer® RED (Lipocalyx) :
CMV HA-5-HTs
CMV HA-5-HTs-GFP
CMV HA-5-HTs A% (partie C-ter tronquée de 49 AA)
CMV HA-5-HTs A*® (partie C-ter tronquée de 28 AA)
CMV HA-5-HTs A*?® (partie C-ter tronquée de 21 AA)
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Les 4 premiers plasmides ont été gracieusement donnés par Dr Philippe Marin (IGF,
Montpellier). Le dernier a été généré par mutation dirigée du plasmide 5-HTs WT (Figure
34A). Cette mutation permet I’introduction d’un codon STOP a la place de 1’acide glutamique
en position 426 (Figure 34B). Elle a été réalisée a 1’aide d’un kit de mutagenése dirigée
QuikChange (Agilent Technologies) et le produit de PCR a été transformé dans des bactéries
DH5a (Library Efficiency™, Invitrogen) afin d’en extraire le nouveau plasmide,
CMV HA-5-HTg A*%,

A

5’CAACATCGACCCCGCGtagCCCGAGCTGCGGC
3’GCCGCAGCTCGGGctaCGCGGGGTCGATGTTG

B
1 391 413 426
MVP ... SSGLRLTAQLLLPGEATQDPPLPTRAAAAVNFFNIDPAEPELRPHPLGIPTN

Figure 34 : (A) Primers de mutagenese dirigée utilisés. (B) Introduction d’un codon STOP en position
426.

Les cellules transfectées exprimant le récepteur 5-HTs sous ses différentes formes sont
ensuite stimulées par un agoniste du récepteur 5-HTe (le WAY208466, 1 uM) (Tocris
Bioscience) a 37°C pendant 3 min. Les cellules sont ensuite rincées avec une solution de PBS
froid puis lysées afin d’en extraire les protéines. Une analyse quantitative de ces protéines est
enfin réalisée par technique de Western-blot. Les techniques d’extraction protéique et de

Western-blot sont les mémes que celles décrites ci-dessus.

Meéthodologie et statistigues

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne * E.S. a la moyenne.

Les aires sous la courbe (A.U.C., Area Under the Curve) des variations des seuils de
réponse sont calculées selon la méthode des trapézes entre 0 et 180 min et sont exprimées en
g.min.

Pour les tests de sensibilité, afin de comparer I’évolution de chaque paramétre dans le
temps en fonction des traitements, une analyse de variance (ANOVA) a mesures répétées (deux
facteurs) est réalisée afin de déterminer les effets du temps et du traitement. Si une interaction

significative entre le facteur temps et le facteur groupe est observé, I’ANOVA est suivie d’un
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test post-hoc de Dunnett afin de comparer les différents groupes a un méme temps et d’analyser
I’effet des traitements pharmacologiques au cours du temps.

Pour la comparaison des A.U.C. et des données issues des tests d’anxiété, de cognition,
et des études biochimiques et cellulaires, une ANOVA a un facteur suivie d’un test de
Bonferroni est réalisée. Lorsque la comparaison est réalisée sur un jeu de données comportant

2 groupes, un t test a échantillons appariés est réalisé.

Le pourcentage d’effet maximal possible (EMP), permettant d’apprécier 1’efficacité
d’un traitement pharmacologique sur I’hypersensibilité tactile et thermique est calculé de la
facon suivante :

% de ’EMP = Seuil avant snL - Seuil apras sNL/ T x min - Seuil apres snL

Le seuil de significativité a est fixé a 5 %. Les analyses statistiques sont réalisees a I’aide

du logiciel GraphPad, Prism.
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5-HT,-GFP

Figure 35 : Immunomarquage du récepteur 5-HTg sur coupe de cerveau avec un anti-GFP. Forte densité
du récepteur dans le striatum. Localisation du récepteur dans les cils primaires dont la forme est
caractéristique (fleche blanche)

5-HT,-GFP

Figure 36 : Immunomarquage du récepteur 5-HTs sur coupe de moelle épiniére avec un anticorps
anti-GFP. Le récepteur est présent au niveau des cils primaires (fleches blanches).
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Chapitre 1 : Localisation du récepteur 5-HTe dans le SNC

Chapitre 1. Localisation du récepteur 5-HTe dans le SNC de
souris 5-HTe-GFP

A ce jour, aucun anticorps anti-récepteur 5-HTs du commerce n’est fiable et ne permet
d’évaluer la localisation cellulaire et subcellulaire du récepteur dans le SNC. C’est pour cette
raison que nous avons utilisé des souris transgéniques exprimant la GFP au niveau du domaine
C-ter du récepteur, générées par recombinaison homologue a I'Institut Clinique de la Souris

(www.ics-mci.fr).

Le récepteur 5-HTg est fortement exprimé dans le striatum de rat et d’homme (Ward et
al., 1995; Gérard et al., 1997; Marazziti et al., 2012, 2013), et chez la souris 5-HTe-GFP
(Deraredj Nadim et al., 2016). La présence spinale du récepteur 5-HTs chez la souris
(5-HTe-GFP-reportrice, GENSAT Founder: FV41) a récemment été rapportée dans les
interneurones excitateurs des couches Ili a IV externe de la corne dorsale (Abraira et al., 2017).

Afin de confirmer la présence du récepteur au niveau de la moelle épiniére, notamment
dans les couches superficielles de la corne dorsale, zone de relai et de modulation de
I’information douloureuse, un marquage anti-GFP a été réalisé sur des coupes de moelle
épiniere du renflement lombaire (Ls-Ls) et de striatum (controle positif) de souris 5-HTe-GFP
sham et SNL, et de souris WT.

Par cette approche, nous souhaitons (i) confirmer la localisation spinale et supra-spinale
du récepteur 5-HTs, (ii) étudier sa localisation subcellulaire, (iii) évaluer si, en condition

neuropathique (SNL), il y a modification de sa localisation et/ou de son niveau d’expression.

Le récepteur 5-HTg présente un fort niveau d’expression dans le striatum des souris
5-HTe-GFP (Figure 35). Sa distribution semble étre exclusive au cil primaire. Chez les souris
WT, I’absence de marquage permet de vérifier la spécificité du marquage utilisé.

Dans la moelle épiniére, le récepteur est présent au niveau des couches superficielles |
a Il de la corne dorsale (Figure 36). 1l semblerait que sa distribution soit egalement ciliaire
bien que la longueur des cils et le nombre de cils marqués soient moins importants que dans le

striatum.
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Figure 37 : Evolution des seuils de retrait 50% de la patte postérieure ipsilatérale a la ligature du nerf
spinal L5 (SNL) (n = 5/groupe). Les valeurs sont exprimées en g + E.S..

** p < 0,005 par rapport aux valeurs mesurées avant SNL (Before SNL), d’aprés un t test a échantillons
apparieés.
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Figure 38 : Nombre de cils primaires 5HTes-GFP* par 100 mm? au niveau des cornes dorsales de la
moelle épiniére (n = 15/groupe). Les valeurs sont exprimées en nombre + E.S..

** p < 0,005 par rapport au nombre de cils marqués coté controlatéral a la lésion, d’aprés un t test a
échantillons appariés.
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Cette approche validée, nous nous sommes intéressés aux variations d’expression et de
localisation du récepteur en condition neuropathique. Pour cela, la ligature du nerf spinal L5 a
été réalisée chez des souris transgéniques 5-HTe-GFP. Les seuils de sensibilité tactile, mesurés
par application de filaments de von Frey sur la patte ipsilatérale a la Iésion ont été évalués avant

chirurgie et 14 jours apres.

Les souris SNL présentent une allodynie tactile caractérisée par une diminution
moyenne de 88,8 £ 4,2 % des seuils de retrait de la patte 14 jours aprés la chirurgie
(1,11 £ 0,20 g avant SNL vs 0,14 + 0,07 g aprés SNL) (Figure 37).

Chez ces souris, une augmentation significative moyenne de 22,3 + 6,8 % du nombre
de cils primaires positifs au marquage 5-HTe-GFP par 100 mmz? est observee au niveau de la
corne dorsale ipsilatérale a la lésion (25,73 £ 3,21 cils c6té controlatéral vs 30,87 + 3,72 cils
coté ipsilatéral) (Figure 38). Le marquage est toujours spécifique du cil primaire indiquant une
absence de modification de la localisation subcellulaire du récepteur en condition

neuropathique.

Les résultats issus de ces travaux sont les premiers a révéler une localisation du récepteur
5-HTe dans les cils primaires des couches superficielles de la corne dorsale de la moelle épiniére
des souris transgéniques 5-HTs-GFP. La présence abondante du récepteur dans le striatum de
ces souris est confirmée, corroborant les données de (Deraredj Nadim et al., 2016), méme si
ces dernicres n’ont pas mis en évidence la localisation ciliaire du récepteur, conformément aux

observations de Hamon et al., (1999) dans le noyau accumbens de rat.
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dorsal horn
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Figure 39 : Les cils primaires marqués par ACIII sont issus de neurones marqués au NeuN dans la
moelle épiniére. Des images microscopiques représentatives montrent la co-localisation globale de
ACIII (vert) et NeuN (rouge) dans la corne ventrale (A) et la corne dorsale (B) de la moelle épiniére L3
chez la souris. A plus fort grossissement, la forme caractéristique en batonnet des cils primaires (verts)
marqués par ACIII, en provenance des neurones marqués au NeuN (en rouge) est observée. D’aprés Ma

et al., 2011.
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Chapitre 1 : Localisation du récepteur 5-HTe dans le SNC

La réalisation d’une co-localisation de la GFP avec un marqueur ciliaire neuronal
specifique tel que ACIII (Bishop et al., 2007; Berbari et al., 2014; Brodsky et al., 2017) ou
Arl13b (Kasahara et al., 2014; Kowal and Falk, 2015) devrait confirmer 1’expression spécifique
du récepteur 5-HTe¢ dans les cils primaires de la moelle épiniere. Nos observations
morphologiques des cils primaires 5-HTe" sur les coupes de moelle épiniére correspondent bien
a celles des cils primaires neuronaux marqués avec I’ACIII dans la corne spinale ventrale et

dorsale de souris (Figure 39) (Ma et al., 2011).

En condition de douleur neuropathique induite par la ligature du nerf spinal chez la
souris, une augmentation du nombre de cils primaires 5-HTs" a lieu. Ces observations
renforcent 1’hypothése du role délétére du récepteur 5-HTs dans la douleur neuropathique et
identifie un nouveau mécanisme physiopathologique associé au récepteur. Cependant aucune
modification du niveau d’expression du récepteur 5-HTs n’a été retrouvée chez le rat SNL
(Pineda-Farias et al., 2017) pouvant étre expliquée par (i) une modification de 1’expression du
récepteur en condition neuropathique espece-dépendante, (ii) une relocalisation du récepteur
5-HTs indépendante de son niveau d’expression chez le rat douloureux ou encore (iii) un
manque de spécificité et/ou de précision de la technique de détection (WB) du récepteur utilisée
dans cette étude.

Le cil primaire étant capable de modifier sa morphologie en réponse aux conditions
environnementales (Malicki and Johnson, 2017), et I’administration d’un antagoniste 5-HTs
(SB399885) réduisant sa longueur dans des cultures de neurones primaires (Brodsky et al.,
2017), il serait a présent intéressant (i) d’étudier la morphologie des cils primaires 5-HTes" en
condition saine, neuropathique et aprés traitement avec les agonistes inverses et (ii) de
caractériser le(s) type(s) cellulaire(s) sur lesquels sont localisés ces cils primaires 5-HTg" afin
de mettre a jour les mécanismes physiopathologiques associés au récepteur 5-HTs dans la
douleur neuropathique.

Enfin, il serait pertinent d’étudier chez ces souris 1’activation de la voie mTOR dans la
moelle épiniére en condition saine, douloureuse et apres traitement afin de mettre en évidence
une interaction entre le récepteur 5-HT¢ et mTOR et/ou un lien entre 1’augmentation du nombre

de cils primaires 5-HTg" et I’hyperactivation de la voie mTOR dans la douleur neuropathique.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Chapitre 2. Implication du couplage de la voie mTOR avec le

récepteur 5-HTe dans la douleur neuropathigue

La revue de la littérature indique que le récepteur 5-HTs et la voie de signalisation
mTOR occupent une place intéressante pour le développement de nouveaux antalgiques pour
le traitement de la douleur neuropathique et des troubles cognitifs associes. Pour rappel, leur
blocage/inhibition est anti-allodynique et/ou procognitif dans différents modeles animaux de
douleur neuropathique ou de déficits cognitifs (Hirst et al., 2006; Loiseau et al., 2008; Geranton
et al., 2009; Codony et al., 2011; Devegowda et al., 2013; Zhang et al., 2013; X. Wang et al.,
2016)

Nous avons évalué si le blocage du récepteur 5-HTs et de I'activité mMTOR au moyen de
ligands classiques (SB258585 et SB742457) et nouvellement congus (PZ1388) est efficace pour
améliorer les symptémes douloureux et les déficits cognitifs induits par la ligature du nerf spinal
chez le rat. Nous avons ensuite étudié les mecanismes intracellulaires consécutifs a 1’activité
des récepteurs 5-HTs et, en particulier, le role de la voie de signalisation mTOR au niveau
spinal.

Pour cela, quatorze jours aprés 1’induction de la neuropathie par SNL, les rats ont regu
une injection aigué de SB258585 (1-25 umol/kg, i.p. et 20-200 pmol/rat, i.t.), ou de SB742457
(5-75 pmol/kg, i.p.), ou de PZ1388 (1-25 umol/Kkg, i.p.), et/ou de PZ668 (2 nmol/rat, i.t.), et/ou
de CPPQ (2 nmol/rat, i.t.), ou de TAT-VEPE (30-300 ng/kg, i.t.), ou de rapamycine
(0,3-10 nmol, i.t.), ou des vehicules respectifs. Un suivi de la sensibilité tactile ou thermique a
été réalisé a I’aide du test des filaments de von Frey et du test d’immersion de la patte dans un
bain a 15°C, ainsi qu’une évaluation des performances cognitives a 1’aide des tests de

reconnaissance sociale et de reconnaissance d’objet (NOR).

Quatre-vingt-quinze % des rats SNL développent une allodynie tactile a 1’application
des filaments de von Frey et une allodynie thermique a I’'immersion de la patte dans un bain a
15 °C, 14 jours apres SNL, comme le montre la diminution importante des seuils de retrait 50 %
de la patte (5,62 + 0,14 vs 28,30 + 021 g avant SNL, d’aprés un t test & échantillons appariés
apparié p < 0,0001) et la latence de retrait de la patte immergée dans 1’eau froide (6,34 + 0,29

vs 13,70 £ 0,29 s avant la chirurgie, d’apres un t test a échantillons appariés apparié p < 0,0001).
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Figure 40 : (A) Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprées administration i.p. de Véhicule (eau
p.p.i, 5 mL/kg) ou de SB258585 (5 et 25 umol/kg) (n= 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en
g+ ES.

*p<0,05**p<0,01L **p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-
SNL) ;

##p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.

(B) Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0 a 180 min) des variations de seuils de
retrait 50 %. Les valeurs sont exprimées en g.min + E.S..

*** p <0,001 par rapport au groupe SNL Véhicule, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie d’un test

de Bonferroni.
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Figure 41 : (A) Evolution des seuils de retrait de la patte 50% apres administration i.p. de Véhicule (eau
p.p.i, 5 mL/kg) ou de PZ1388 (1-25 pmol/kg) (n= 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g +. E.S..
**p < 0,01 *** p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;

##p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivies d’un test de Dunnett.

(B) Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle de 0 a 180 min des variations de seuils de
retrait 50 %. Les valeurs sont exprimées en g.min + ES.

*p < 0,001 *** p < 0,001 par rapport au groupe SNL Vehicle, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie

d’un test de Bonferroni.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Les ligands du récepteur 5-HTe affectent difféeremment I'allodynie tactile et thermique
induite par SNL.

L'administration systémique de SB258585 (5, 25 umol/kg i.p.), classé comme
antagoniste du récepteur 5-HTs, réduit partiellement I'allodynie tactile induite par SNL de 30-60
min a 180 min aprés I’injection (Figure 40A). L’acmé de ’effet est observée a Teo et est
identique pour les doses de 5 et 25 pmol/kg (17,43 + 2,09 g et 17,44 + 3,12 g), augmentation
correspondant respectivement a 72,2 £ 9,5 % et 62,7 £ 20,2 % de I’effet maximal possible
(EMP). L'effet anti-allodynique global mesuré par les A.S.C. (A.U.C.) (Figure 40B) des deux
doses est identique (1644,8 + 161,0 g.min et 1494,7 + 232,4 g.min pour 5 et 25 pmol,

respectivement).1

L'administration intrapéritonéale de PZ1388 (5, 25 umol/kg), augmente de fagon
dose-dépendante les seuils de retrait de la patte de 30 a 180 minutes pour la dose de 25 pumol/kg
et de 60 a 120 minutes pour la dose de 5 umol/kg aprés I’injection (Figure 41A, B). L’acmé de
I’effet est également observé a Teo (12,72 + 2,26 g et 22,76 + 2,49 @), augmentation
correspondant respectivement a 26,8 + 9,9 % et 68,4 + 10,9 % de ’EMP. L'effet global du
composé mesuré par les A.S.C. confirme un effet dose-dépendant. Par conséquent, la dose la

plus efficace, de 25 umol/kg a été utilisée pour la suite des études comportementales.
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Figure 42 : (A,B) Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprés administration i.p. de Véhicule
(eau ppi, 5 mL/kg) ou de SB742457 (5-75 umol/kg) (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g +
E.S.

*** n < (0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;

### p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.

C) : Effet de ’administration i.p. de Véhicule (5 mL/kg) ou de SB742457 (5 et 25 umol/kg) sur la
différence de temps (T1-T>) passé en interaction sociale avec un rat juvénile entre la premiére (T,) et la
seconde (T-) période du test (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en sec + ES.

## p < 0,01 par rapport au groupe Sham Vehicle, d’apres une ANOVA a un facteur suivie d’un test de
Bonferroni.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Le SB742457 (ou intepirdine) dont le développement a été recemment arrété suite aux
échecs en essais de phases Ill dans la MA et les démences a corps de Lewy, a été administré
aux doses de 5, 25 et 75 pumol/kg ; ces doses ont été choisies d’apres celles utilisées par I’équipe
du Dr Zajdel (3, 10 et 30 mg/kg) dans le modele OXA chez le rat (données non publiées). Alors
que les doses de 5 et 25 pmol/kg ne modifient pas les seuils de retrait 50 % (Figure 42A) et
I’altération des performances cognitives (Figure 42B), celle de 75 pumol/kg entraine une
augmentation significative des mémes seuils correspondant a 54,1 + 13,8 % de I’EMP
(18,08 £ 3,53 g T30 vs 4,87 + 0,48 g aprés SNL) (Figure 42C).

Néanmoins, lors du test, certains rats présentent une sédation importante 15-45 min
apres I’administration de SB742457. Afin de confirmer ces observations, un test d’Open-Field,
permettant d’évaluer la locomotion ainsi que I’immobilité des animaux, est réalis¢ a Tso
post-injection de SB742457 (75 umol/kg) ou de véhicule. L’analyse de la distance totale
parcourue (Figure 43A) et de la durée d’immobilité¢ (Figure 43B) durant les 5 minutes
d’enregistrement, met en évidence une diminution moyenne de 58,7 + 11,2 % de la distance
totale parcourue (2788,10 + 717,58 cm vs 6812,21 + 393,79 cm SNL Vehicle i.p.) et une
augmentation moyenne de 458 + 68,2 % de la durée d’immobilité (349,49 + 47,67 sec vs
81,74 + 9,99 cm SNL Vehicle i.p.) signant un effet sédatif du SB742457.

L’augmentation des seuils de retrait observee a Tzo n’est donc pas spécifique d’un effet
anti-allodynique mais reléve d’un effet sédatif de ’antagoniste. Le SB742457 a donc été

abandonné pour la suite de mon travail de these.
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Fig. 43 : Effet de I’administration i.p. de Véhicule ou de SB742457 (75 umol/kg) sur la distance totale
parcourue (C) et la durée d’immobilit¢ (D) du rat durant 5 minutes dans 1’aréne d’Open Field
(n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées respectivement en cm et sec + E.S..

*** p < 0,001 par rapport au groupe SNL Vehicle, d’apres une ANOVA a un facteur suivie d’un test de
Bonferroni.
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Figure 44 : Evolution de la latence de retrait de la patte a I’'immersion dans 1’eau froide (15°C) apres
administration i.p. de Véhicule (eau p.p.i, 5 ml/kg), de SB258585 (5 et 25 umol/kg) (A) ou de PZ1388
(25 umol/kg) (B) (n= 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g +. E.S..
*p<0,05*p<0,01***p<0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;
##p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.
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Nous avons ensuite évalué les effets pharmacologiques des 2 composés dénués d’effet
sédatif sur l'allodynie thermique.

L’administration de SB258585 (5 et 25 umol/kg) augmente significativement la latence
de retrait de patte immergée dans 1’eau froide (15°C) 60-120 min (5 umol/kg) et 30-180 min
(25 pmol/kg) apres I’injection (Figure 44A). L’acmé de l'effet est observée 120 min apres
I'injection pour les deux doses et correspond respectivement a 52,9 + 9,0 % et 58,6 + 1,5 % de
I'EMP. Comme observe sur lI'allodynie tactile, aucun gain d'effet n'est obtenu avec la dose de
25 umol/kg par rapport a la dose de 5 pumol/kg. Cette derniére sera donc utilisée pour la suite
des études comportementales.

L’administration de 25 umol/kg de PZ1388, augmente également la latence de retrait de

la patte 30-120 min aprés I’injection. L'acmé de I’effet se produit a Teo €t correspond a
57,3+ 9,0 % de ’EMP (Figure 44B).
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Figure 45 : Evolution des seuils de retrait de la patte 50% (A,B) et d la latence de retrait de la patte a
I’immersion dans 1’eau froide (15°C) (D,E) aprés administration i.p. de Véhicule (eau p.p.i, 5 ml/kg),
de SB258585 (1 et 5 umol/kg) (A,D) ou de PZ1388 (5 et 25 umol/kg) (B,E) (n= 8/groupe). Les valeurs
sont expriméesengets +. E.S..

*p<0,05**p<0,01 *** p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-
SNL) ;

## p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.

Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0-180 min) des variations de seuils de retrait
50 % (C) et de latence de retrait (F). Les valeurs sont exprimées en g.min et s.min = E.S..
*p<0,05**p<0,01 ***p< 0,001 par rapport au groupe SNL Véhicule, d’aprés une ANOVA aun
facteur suivie d’un test de Bonferroni.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Afin d’étendre ces résultats aux neuropathies d’étiologie toxique chimio-induite, les
effets pharmacologiques du SB258585 et du PZ1388 ont été appréciés sur le modéle de
neuropathie induite par ’OXA. Pour cela, des rats ont recu une administration i.p.
doxaliplatine (OXA, 6 mg/kg) ou de véhicule (glucose 5%). Trois jours apres, 92,4 % des rats
ayant recu 1’agent toxique, présentent une diminution moyenne de 74,4 + 1,4 % du seuil de
retrait et de 43,5 = 1,3 % de la latence de retrait a I’immersion, indiquant I’apparition d’une
allodynie tactile et thermique. L’administration systémique de SB258585 (5 umol/kg) (Figure
45A, B, C) et de PZ1388 (25 umol/kg) (Figure 45D, E, F), réduit significativement I'allodynie
tactile et thermique avec une acmé a Teo correspondant respectivement a 47,1 + 14,2 % et
60,3 £ 12,2 % de I'EMP pour I’allodynie tactile et 41,2 = 7,3 % et 48,4 £ 6,3 % de I'EMP pour

’allodynie thermique.

L’effet anti-allodynique des ligands du récepteur 5-HTe observé dans ces travaux est-il
specifique de la douleur neuropathique, ou peut-il aussi influencer la nociception? Pour initier
un élément de réponse, les deux composés ont été administres a des rats sains et évalués sur le
seuil de sensibilité mécanique a I’application d’une pression croissante sur la patte postérieure
des rats par leur vocalisation. L'administration systémique des traitements ne modifie pas les

seuils de nociception mécanique induite par la pression de la patte des animaux (Figure 46).
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Figure 46 : Evolution des seuils vocalisation aprés administration i.p. de Véhicule (eau p.p.i, 5 ml/kg),
de SB258585 (5 pumol/kg) ou de PZ1388 (25 umol/kg). (n= 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en
g+ ES.
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Figure 47 : Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprés administration i.p. de Véhicule (eau
ppi, 5 mL/kg), de SB258585 (5 umol/kg) ou de PZ1388 (25 pmol/kg) et administration i.t. de Véhicule
(10 pL) ou dePZ668 (2 nmol) (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g = E.S..

*** pn < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;

### p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.
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Figure 48 : Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprés administration i.p. de Véhicule (eau
ppi, 5 mL/kg) ou de PZ1388 (25 umol/kg) et administration i.t. de véhicule (10 pL) ou de CPPQ (2 nmol)
(n = 8/groupe) Les valeurs sont exprimées en g + E.S..

**p < 0,01 *** p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;

### p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Mise en évidence de I’activité constitutive du récepteur 5-HTs chez le rat SNL et propriétés
agonistes inverses du SB258585 et du PZ1388

En raison de la démonstration d’une activité constitutive du récepteur 5-HTe (Duhr et
al., 2014; Deraredj Nadim et al., 2016; Grychowska et al., 2016) et des propriétés agonistes
inverses de certains composés initialement décrits comme antagonistes neutres (Grychowska et
al., 2016; Zajdel et al., 2016; Vanda et al., 2018) il était l1égitime de s’interroger sur les
propriétés des deux ligands 5-HTs (SB258585 et PZ1388) utilisés dans cette étude et dans ce
contexte. Dans ce but, I'effet anti-allodynique des ligands du récepteur 5-HTe a été évalué en
présence d’un antagoniste neutre du récepteur 5-HTsg, puissant et sélectif (4-{[5-méthoxy-3-
(1,2,3,6-tétrahydropyridine)-4-yl)-1H-indol-1-yl]sulfonyl}isoquinoléine, PZ668) (Zajdel et al.,
2016).

La co-administration du véhicule (i.p.) et de I’antagoniste neutre par voie i.t., ne modifie
les seuils de retrait de la patte induit par I'application des filaments de von Frey, suggérant
I'absence d'activation tonique du récepteur 5-HTs par la 5-HT endogene. La co-administration
de SB258585 ou de PZ1388 (i.p.) et de I’antagoniste neutre, PZ668 (2 nmol/rat, i.t.) prévient
totalement I'effet anti-allodynique du SB258585 et du PZ1388 chez les rats SNL (Figure
47A, B). Ces résultats suggerent que, dans ce contexte de douleur neuropathique, le récepteur
5-HTs est doué d’une activité constitutive et que le SB258585 et le PZ1388 se comportent
comme des agonistes inverses. Ce résultat a été confirmé avec un autre antagoniste
neutre puissant (Ki = 3 nm) et sélectif, le CPPQ ((S)-1-[(3-Chlorophenyl)sulfonyl]-4-
(pyrrolidine-3-yl-amino)-1H-pyrrolo[3,2-c]quinoline dihydrochloride), composé n°14 de
I’étude de Grychowska et al., (2016). Le méme profil de résultats est obtenu avec le CPPQ
qu’avec le PZ668: une absence d’effet significatif de I’administration i.t. de ’antagoniste neutre
seul sur I’allodynie tactile ainsi qu’une inhibition de 1’effet anti-allodynique de 1’administration
I.p. de PZ1388 par la co-administration i.t. de CPPQ (Figure 48).

Dans la mesure ou c¢’est I'administration spinale de I'antagoniste neutre qui abolit I'effet
des agonistes inverses, il est probable que les récepteurs 5-HTg spinaux sont impliqués dans les

effets anti-allodyniques des deux composes.
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Figure 49 : (A) Evolution de la quantité de p-mTOR (Ser*®) aprés pré-traitement de SB258585 (1 uM)

sur des cellules HEK-293 exprimant le récepteur 5-HTs. Les valeurs sont exprimées en U.A..

(B) Hlustration du Western blot.
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Figure 50 : Effet de I’administration i.p. de VVéhicule (eau p.p.i., 5 ml/kg), de SB258585 (5 umol/kg)
(A,B) ou de PZ1388 (25 pmol/kg) (C,D) sur la différence de temps (T1-T-) passe en interaction sociale
avec un rat juvénile entre la premiére (T1) et la seconde (T) période du test (A,C) et I’indice de
discrimination d2 reflétant ’habilité du rat a discriminer une nouvel objet d’un objet familier (B,D)
(n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en s ou sous forme d’indice * E.S..

*p <0,05**p<0,01 ***p < 0,001 par rapport au groupe SNL Véhicule ;

## p < 0,001 par rapport au groupe Sham, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie d’un test de
Bonferroni.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

L'activité agoniste inverse du SB258585 a été confirmée in vitro dans des cellules
HEK-293 exprimant le récepteur 5-HTs : le SB258585 supprime l'activité constitutive du
récepteur 5-HTs vis-a-vis de la phosphorylation de mTOR (Ser?*8) (Figure 49).

Les ligands du récepteur 5-HTe améliorent les symptomes cognitifs associés a la neuropathie

douloureuse.

Compte-tenu de I'effet pro-cognitif des antagonistes 5-HTs dans des modéles animaux
de deficits cognitifs (Hirst et al., 2006; Loiseau et al., 2008; Gravius et al., 2011; Zajdel et al.,
2016; Vanda et al., 2018), les effets pharmacologiques du SB258585 et du PZ1388 sur les
déficits cognitifs associés a la douleur neuropathique ont été évalués a 1’aide de tests appréciant
la mémoire sociale (test de reconnaissance sociale) et la mémoire de travail (test de
reconnaissance du nouvel objet).

Les rats SNL traités avec le véhicule ne parviennent pas a reconnaitre le rat juvénile et
a discriminer le nouvel objet aussi bien que les rats sham comme [’attestent les durées
d’interaction (respectivement 10,6 + 3,0 s vs 36,3 £ 4,3 s) et les scores de discrimination d2
(respectivement 0,48 + 0,02 vs 0,65 £ 0,02) (Figure 50A, B, C, D).

L’administration de SB258585 (5 pumol/kg, i.p.) restaure totalement la mémoire de
reconnaissance sociale et la mémoire épisodique (Figure 50A, B). Le PZ1388 (25 pumol/kg,
i.p.) permet de réduire le déficit de mémoire de reconnaissance sociale induit par SNL
(Figure 50C) et corrige totalement le déclin de la mémoire épisodique (Figure 50D). Il est
important de noter que le comportement des rats adultes envers les rats juvéniles n’est pas
qualitativement modifié par lI'administration de SB258585 ou de PZ1388, aucun signe de

comportement agressif ou d'anxiéteé n’est observé.
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Figure 51 : (A) Evolution des seuils de retrait de la patte 50% apres administration i.t. de Véhicule (eau
p.p.i, 10 pl/rat) ou de SB258585 (20 et 200 pmol/rat) (n= 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en
g+ ES.

*** p < (0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;
## p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.

(B) Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0-180 min) des variations de seuils de
retrait 50 %. Les valeurs sont exprimées en g.min £ E.S..

*p < 0,05 par rapport au groupe SNL Véhicule, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie d’un test de
Bonferroni.

(C) Effet de I’administration i.t. de VVéhicule ou de SB258585 (20 et 200 pmol/rat) sur la différence de
temps (T1-T>) passe en interaction sociale avec un rat juvénile entre la premiere (T.) et la seconde (T2)
période du test (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées ens £ E.S..

* p < 0,05 par rapport au groupe SNL Véhicule ;

#p < 0,01 par rapport au groupe Sham, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie d’un test de Bonferroni.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

L’ensemble de ces données suggere un effet pro-cognitif de I'administration systémique
des agonistes inverses du récepteur 5-HTsg chez le rat neuropathique douloureux. Dans la mesure
ou les déficits cognitifs sont consécutifs a la neuropathie douloureuse, nous avons recherché si
1’effet pro-cognitif du SB258585 résulte i) d’une amélioration de la douleur neuropathique (liee
aux récepteurs 5-HTs spinaux) ou, ii) d’un effet pro-cognitif intrinséque (lié aux récepteurs
5-HTs présents dans le systeme limbique et et le cortex préfrontal). Si la premiére hypothése
est exacte, alors I’injection spinale (i.t.) de I'agoniste inverse 5-HTg devrait avoir un effet anti-
allodynique et pro-cognitif chez les rats neuropathiques, mais aucun effet chez les rats non
douloureux présentant une altération de la fonction cognitive, alors que l'administration
systémique de 1’agoniste inverse devrait avoir des effets pro-cognitifs chez ces rats (Loiseau et
al., 2008).

En effet, I'injection i.t. de SB258585 (200 pmol/rat) chez le rat SNL entraine bien une
diminution de I’allodynie tactile (Figure 51A, B) et restaure les performances cognitives
(Figure 51C). Puisque I’amélioration du déficit cognitif est concomitante a celle de 1’allodynie
tactile aprés administration i.t. de SB258585, nous présumons que 1’effet pro-cognitif dépend
de I’effet antalgique du SB258585 et qu’il implique, au moins partiellement, les récepteurs
5-HTs spinaux.

143



= Sham Vehicle i.p. + Vehicle i.t.
OSNL Vehicle i.p. + Vehicle i.t.

A =Sham Vehicle i.p. + Vehicle i.t. B ovehiclei.p. + Pz668it.
OSNL Vehicle i.p. + Vehicle i.t. 50  BPZ1388i.p. + Vehiclei.t.
OVehicle i.p. + PZ668 i.t. BPZ1388i.p. + PZ668 i.t.
@ SB258585 i.p. + Vehicle i.t.

40 o WSB258585p. + PZ668 L. w0l ]

.
L * !
1~ 1 — 1 1
30 4 1 o 3011 !
! ? [
m 1 1 < 1 1
g 1 N R
~ 2011 P, — 2041 !
Ry P! P!
- 1 1 I 1 Vywn
= 1 1 : '|'
11 |

101! 104
1 1
| |

0 1 0 1

Figure 52 : Effet de ’administration i.p. de VVéhicule (eau p.p.i, 5 ml/kg), de SB258585 (5 pmol/kg) ou
de PZ1388 (25 umol/kg) et i.t. de Véhicule (eau p.p.i, 10 pl/rat) ou de PZ668 (2 nmol/rat, i.t.) sur la
différence de temps (T:1-T>) passé en interaction sociale avec un rat juvénile entre la premiére (T1) et la
seconde (T) période du test (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en s + E.S..

*p < 0,05*** p < 0,001 par rapport au groupe SNL Véhicule (i.p. +i.t);

#p < 0,05 **p < 0,001 par rapport au groupe Sham, d’aprés une ANOVA a deux facteurs suivies d’un
test de Dunnett.
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Figure 53 : Effet de I’administration i.p. de Véhicule (eau ppi, 5 mL/kg), de SB258585 (5 umol/kg)
(A), de PZ1388 (25 pmol/kg) (B) ou de I’administration i.t. de SB258585 (200 pmol/rat) et de PZ1388
(1 nmol/rat) sur la différence de temps (T1-T2) passé en interaction sociale avec un rat juvénile entre la
premiére (T1) et la seconde (T.) période du test dans le modele de déficit cognitif induit par
administration i.p. de PCP (5 mg/kg) (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées sous forme d’indice
+ES.

** p < 0,01 par rapport au groupe SNL Veéhicule ;

#p < 0,01 par rapport au groupe Sham, d’aprés une ANOVA 4 un facteur suivie d’un test de Bonferroni.

144



Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

De plus, en prévenant I’effet anti-allodynique de 1’administration systémique (i.p.) de
SB258585 ou de PZ1388 chez les rats SNL, I’antagoniste neutre par voie spinale (PZ668,
2 nmol/rat, i.t.) supprime également les effets pro-cognitifs des 2 composés (Fig. 52A, B),
confirmant I’hypothése précédente. Pour exclure un effet pro-cognitif supraspinal (impliquant
I’amygdale ou le CPF) des composés administrés par voie spinale, le SB258585 et le PZ1388
ont eté évalués sur la mémoire de travail chez des animaux exempts de douleur, mais présentant
des troubles cognitifs, apres injection systémique et apres injection spinale. L'administration
systémique de SB258585 (5 umol/kg) et de PZ1388 (25 pumol/kg) restaure les déficits cognitifs
induits par la PCP (5 mg/kg, i.p.) (indice d2 = 0,63 + 0,06 et 0,57 * 0,04, respectivement),
aucune différence significative par rapport aux rats témoins n’est observée (Figure 53A, B).
L'administration spinale de SB258585 (200 pmol/rat) et de PZ1388 (1 nmol/rat) n’améliore pas
I'indice de discrimination d2 par rapport aux rats traités avec le véhicule. Ces données
confirment donc que I'effet pro-cognitif des deux composés SB258585 et PZ1388 dépend de
leur effet anti-allodynique chez les rats SNL et implique exclusivement les récepteurs 5-HTs

spinaux.
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Fig. 55 : Evolution des seuils de retrait de la patte 50% (A) et de la latence de retrait de la patte a
I’immersion dans 1’eau froide (15°C) (C) apres administration i.t. de Véhicule (eau p.p.i, 10 pl/rat) ou
de Rapamycine (0,3-10 nmol/rat) (n= 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g . E.S..

*p <0,05** p<0,01**p< 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-

SNL);

## p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a

deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.

Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0-180 min) des variations de seuils de retrait
50 % (B) et de latence de retrait (D). Les valeurs sont exprimées en g.min et s.min £ E.S..
*p<0,05**p<0,01***p< 0,001 par rapport au groupe SNL Véhicule, d’aprés une ANOVA a un

facteur suivie d’un test de Bonferroni.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

La voie de signalisation mTOR sous la dépendance du récepteur 5-HTs est impliquée dans

la douleur neuropathique et les altérations cognitives associées.

Partant du constat que i) dans les cellules HEK-293 exprimant le récepteur 5-HTs, la
signalisation mTOR dépendante de I’activité constitutive du récepteur 5-HTes mesurée par la
phosphorylation de mTOR (sur le résidu Ser?*48), est supprimée par le SB258585 et que, ii) la
phosphorylation de mTOR (Ser®*®) et S6 (Ser?*%244) est régulée a la hausse dans la moelle
spinale dorsale ipsilatérale a la Iésion par rapport au c6té controlatéral (Figure 54) I’effet d'un
inhibiteur de mTOR, la rapamycine (0,3, 3, 10 nmol/rat) sur I’allodynie tactile et thermique a

été évalue chez des rats SNL 1 a 48 h apres administration.
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Figure 54: Quantification de la forme phosphorylée de mTOR (Ser**) (A) et de S6 (Ser®*%?#4) (A) au
niveau de la corne dorsale spinale du renflement lombaire ipsilatéral a la lésion comparée au coté
contralatéral. Les valeurs sont exprimées en U.A. £ E.S..
*** n < (0,001 ;*p < 0,05 par rapport au coté contralatéral.
(C) Hlustration représentative des Western blots.

La rapamycine induit une augmentation dose-dépendante des seuils de retrait a
I’application des filaments de von Frey avec un effet maximal 2-4 h aprés 1’injection et qui
perdure pendant 24 h pour la dose la plus élevée (Figure 55A). L'effet global de l'inhibiteur de
mTOR mesuré par les variations des A.U.C. confirme un effet dose-dépendant (Figure 55B).

La rapamycine augmente également la latence de retrait de la patte immergée dans I’eau

froide avec un effet maximal 3 h aprés I'injection (Figure 55C).
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Figure 56 : Effet de I’administration i.t. de Véhicule (eau p.p.i, 10 pl/rat) ou de Rapamycine (0,3-10
nmol/rat) sur la différence de temps (T:-T2) passé en interaction sociale avec un rat juvénile entre la
premiére (T1) et la seconde (T-) période du test (A) et I’indice de discrimination d2 reflétant 1’habilité
du rat a discriminer une nouvel objet d’un objet familier (B) (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées
en s ou sous forme d’indice + E.S..

*p <0,05**p < 0,01 par rapport au groupe SNL Véhicule ;

#p < 0,01 p < 0,001 par rapport au groupe Sham, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie d’un test
de Bonferroni.
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Figure 57 : (A) Quantification de la forme phosphorylée de S6 (Ser?%?4) au niveau de la corne dorsale
spinale du renflement lombaire ipsilatéral a la Iésion aprés administration de SB258585 (5 umol/kg,
i.p.), de PZ1388 (25 umol/kg, i.p.) ou de rapamycine (10 nmol/rat, i.t.). Les valeurs sont exprimées en
UA.£ES.

#p < 0,05 par rapport au groupe Sham Véhicule ;

*p < 0,05** p < 0,01 par rapport au groupe SNL Véhicule, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie
d’un test de Fisher

(B) Hlustration représentative des Western blots.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Sur les déficits cognitifs, la rapamycine permet de recouvrer de maniere dose-
dépendante la mémoire de reconnaissance sociale induite par SNL (Figure 56A). Le test NOR
révele également une restauration compléte du déficit de la mémoire de travail dés la dose de
3 nmol/rat (Figure 56B).

In vivo, la rapamycine réduit la phosphorylation de S6 (Ser?*%?44) au niveau de la corne
dorsale spinale du renflement lombaire de rats SNL (Figure 57). De facon importante, les deux
composés (PZ1388 et SB258585) réduisent également le niveau de phosphorylation de S6
(Figure 57), suggérant un lien entre le récepteur 5-HTs et la signalisation mTOR dans la douleur
neuropathique. Des études de l'interactome du récepteur 5-HTs ont identifié une interaction
physique entre I’extrémité C-ter du récepteur et mTOR (Meffre et al., 2012) avec laquelle il est
possible d’interférer, constituant ainsi un moyen original de démontrer un lien fonctionnel entre

les deux protéines.
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Figure 58 : Quantification de la forme phosphorylée de S6 (Ser?%244) (C) et de MAPK (D) sur des
cellules HEK-293 exprimant la forme sauvage du récepteur 5-HTs ou les 3 formes mutantes en présence
ou non de WAY?208466 (1 uM). Les valeurs sont exprimées en U.A. £ E.S..

**p<0,01

(B) Hlustration représentative de Western blots.

(E) Séquence du peptide interférant synthétise.
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Figure 59 : Quantification de la forme phosphorylée de mTOR (Ser?*4) (A) et de S6 (Ser?*9244) sur des
cellules HEK-293 exprimant le récepteur 5-HTs en présence ou non du peptide TAT-VEPE (1 ug) et de
WAY208466 (1 uM). Les valeurs sont exprimées en U.A. + E.S..

***n<0,001;*p<0,05

(C) Hlustration représentative des Western blots.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

L'inhibition de I'interaction récepteur 5-HTe-mTOR améliore les symptomes de la douleur

neuropathique.

En utilisant plusieurs mutants du récepteur 5-HTe tronqué aux niveaux de résidus C-
terminaux, nous avons identifié une séquence peptidique essentielle du domaine C-ter du
récepteur pour son interaction avec mTOR. Pour cela, nous avons cloné trois formes mutantes
du récepteur 5-HTe dans lesquelles les acides aminés 49 (Asq-5-HTs), 28 (A2s-5-HTs) et 21
(A21-5-HTs) ont été supprimés. Nous avons transfecté la forme sauvage du récepteur 5-HTsg
(WT-5-HTp), et les 3 formes mutantes (Aso-5-HTs, A2s-5-HTs et A21-5-HTg) dans des cellules
HEK-293 et avons testé si ces mutants étaient encore capables d'activer la phosphorylation de
MAPK et lesquels d'entre eux n’activaient plus la phosphorylation de S6. Les trois mutants sont
incapables d’activer la phosphorylation de S6 contrairement au récepteur sauvage
(Figure 58C). Le récepteur sauvage et le récepteur A1-5-HTe conservent leur capacité a
stimuler la phosphorylation de MAPK (Figure 58D). Nous avons ensuite généré un peptide
interférant, pénétrant dans les cellules car fusionné au domaine de transduction de la protéine
TAT du VIH appelé peptide « TAT-VEPE » (Figure 58E) pour bloguer l'interaction récepteur
5-HTe-mTOR. Le prétraitement des cellules HEK-293 exprimant le récepteur 5-HTs avec le
peptide TAT-VEPE (1 g, 369 pmol) inhibant Il'interaction récepteur 5-HTs-mTOR, réduit
fortement la phosphorylation de S6 (Ser?*%244) et de mTOR (Ser?*®) induite par I'activation du
récepteur 5-HTs (agoniste, WAY 208466, 1 uM) (Figure 59).
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Figure 61 : (A) Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprés administration i.t. de VVéhicule (eau
p.p.i, 10 pl/rat) ou de TAT-VEPE (30-300 nmol/rat) (n= 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en

g+ E.S.

**p < 0,01 *** p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;
## p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a

deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.

(B) Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0-180 min) des variations de seuils de
retrait 50 %. Les valeurs sont exprimées en g.min £ E.S..
**p < 0,01 ***p < 0,001 par rapport au groupe SNL Véhicule, d’aprés une ANOVA a un facteur

suivie d’un test de Bonferroni.

(C) Effet de ’administration i.t. de Véhicule (eau p.p.i., 10 pl/rat) ou de TAT-VEPE (100-300 ng/rat)
sur la différence de temps (T1-T2) passé en interaction sociale avec un rat juvénile entre la premiere (T1)
et la seconde (T>) période du test (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en sec + E.S..

** p < 0,01 par rapport au groupe SNL Véhicule ;

#1n < 0,01, par rapport au groupe Sham, d’aprés une ANOVA 4 un facteur suivie d’un test de Bonferroni.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

In vivo, I’injection spinale du peptide TAT-VEPE (100 et 300 ng/rat i.t.) mais pas celle
du peptide contréle, Figure 60) réduit efficacement l'allodynie tactile 1-3 h apres I’injection
(Figure 61A) et le déficit de reconnaissance sociale induit par SNL (Figure 61C) sans affecter
la nociception mécanique, appréciée par le seuil de vocalisation induite la pression de la patte

normale chez des rats sains (Figure 62).
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Figure 60 : Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprés administration i.t. de Véhicule (eau
p.p.i., 10 pl/rat) ou de TAT-contréle (300 ng/rat) chez le rat SNL (n=8/groupe)

Les valeurs sont expriméesen g + E.S..
## p <0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a

deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.
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Figure 62 : Evolution des seuils de retrait de vocalisation induite par pression de la patte aprés
administration i.t. de Véhicule (eau p.p.i., 10 pl/rat) ou de TAT-VEPE (300 ng/rat) chez le rat sain
(n=8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g £ E.S..
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Cette étude fournit, pour la premiére fois, des preuves solides de I'implication de la
signalisation mTOR sous la dépendance de l'activité du récepteur 5-HTs dans la douleur

neuropathique.

En utilisant des approches pharmacologiques et comportementales visant a bloquer
sélectivement I'activité du récepteur 5-HTs et la signalisation mTOR et a évaluer les symptémes
de la douleur neuropathique et les comorbidités associées, nous montrons que le récepteur
5-HTe est impliqué dans I'nypersensibilité et les altérations cognitives associées a la neuropathie
périphérique.

L'administration d'un nouveau ligand du récepteur 5-HTg & propriété agoniste inverse
(PZ1388) mais pas celle d'un antagoniste neutre, un azinylsulfonylindole (PZ668), atténue
I'nypersensibilité tactile et thermique et les symptémes cognitifs associés a la lésion nerveuse
traumatique sans affecter la nociception mécanique. Le SB258585 aussi, initialement décrit
dans la littérature comme antagoniste, améliore le comportement douloureux et les symptémes
cognitifs de la douleur neuropathique, suggérant une propriété agoniste inverse, plutot
gu'antagoniste, du compose.

Enfin, grace a une approche originale basée sur une stratégie peptido-mimétique visant
a perturber I’interaction physique du récepteur 5-HTs avec mTOR, nos résultats appuient
fortement un lien entre I’activité constitutive du récepteur 5-HTs et I’activation de la kinase
mTOR impliquée dans la douleur neuropathique périphérique.

Le récepteur 5-HTs, exclusivement localisé dans le systeme nerveux central des
mammiféres, représente une cible intéressante pour le développement de médicaments destinés
aux maladies psychiatriques (schizophrénie, dépression), neurologiques (maladie d'Alzheimer,
Parkinson et Lewy) et a la douleur. Ce récepteur appartient a la famille des récepteurs couplés
aux protéines G et est couplé a la protéine Gs. Son activation augmente la production d'AMPc
dans des systemes d'expression recombinants et des cellules natives. En plus de son couplage
aux protéines G, le récepteur 5-HTs interagit physiquement et active des partenaires protéiques
de maniére indépendante de la liaison d’agonistes sur le récepteur, comme le complexe
mTORCL1 et la neurofibromine exergant une influence négative sur les fonctions cognitives
dans la schizophrénie (Meffre et al., 2012) et la neurofibromatose de type 1 (Deraredj Nadim
et al., 2016). A I’aide de ligands classiques (SB258585) et nouveaux visant & bloquer
sélectivement 1’activité du récepteur 5-HTe, nous avons mis en évidence un nouveau réle du
récepteur 5-HTs au niveau de la moelle spinale dorsale dans physiopathologie de la douleur

neuropathique.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Le SB258585, précédemment classé comme antagoniste du récepteur 5-HTs, avec une
affinité et une sélectivité élevées pour le récepteur 5-HTs de rat par rapport aux autres types de
récepteurs 5-HT (Hirst et al., 2000), améliore I'nypersensibilité tactile et thermique ainsi que la
mémoire de reconnaissance sociale et de reconnaissance d'un nouvel objet, tandis qu’un
antagoniste neutre sélectif du récepteur 5-HTe ne parvient pas a produire ces effets anti-
allodyniques et a inverser les déficits cognitifs associés, renforcant la nécessité de développer
des ligands a propriété agoniste inverse des récepteurs 5-HTe pour le traitement de la douleur
neuropathique.

C’est dans cette démarche que s’est inscrite la synthese du PZ1388 par 1’équipe du Pr
Zajdel et I’évaluation de son efficacité lors de mon travail de thése. Le PZ1388 a un effet anti-
allodynique et améliore les performances cognitives des rats SNL douloureux. Contrairement
a I’effet pro-cognitif du SB258585 ou du PZ1388 observé dans les modeles de déficits cognitifs
induits par le PCP ou la scopolamine (Loiseau et al., 2008; Meffre et al., 2012; Zajdel et al.,
2016), le méme ligand 5-HTs et le PZ1388 ne présentent pas d'effet pro-cognitif intrinseques
en conditions de douleur chronique suggérant différents mécanismes physiopathologiques mis
en jeu dans ces conditions. Dans les modéles expérimentaux de déficits cognitifs, les récepteurs
5-HTs corticaux et striataux sont principalement impliqués dans I'effet pro-cognitif des ligands
du récepteur 5-HTe.

Le SB258585 a déja prouvé son efficacité sur I'nyperalgésie chimique, qu’il améliore
(Castafieda-Corral et al., 2009; Godinez-Chaparro et al., 2012) et, plus récemment, sur
I'allodynie tactile chez les rats neuropathiques (Pineda-Farias et al., 2017). Comme il a été
montré que le récepteur 5-HTe était doué d’une activité constitutive (Duhr et al., 2014;
Jacobshagen et al., 2014; Deraredj Nadim et al., 2016) et que le SB258585 a des propriétés
d’agoniste inverse, nous avons émis I'hypothése que les récepteurs 5-HTg spinaux présentent
une activité constitutive en condition de douleur neuropathique, responsable des différentes
propriétés thérapeutiques des ligands 5-HTe. Une telle activité indépendante de la sérotonine a
été décrite dans des formes mutantes du récepteur 5-HTe et des processus neuro-
développementaux (Deraredj Nadim et al., 2016).

Nos résultats montrent que les récepteurs 5-HTe activent également la signalisation
mTOR dans la moelle spinale dorsale, un processus majeur dans I'nypersensibilité tactile et
thermique. Plusieurs éléments indiquent que la signalisation mTOR dépendante du récepteur
5-HTe contribue, au moins en partie, a ’altération de la sensibilité tactile induite par la

neuropathie traumatique douloureuse :
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- tout d'abord, I'expression de p-S6 est significativement augmentée dans la moelle spinale
dorsale des rats allodyniques SNL, comparativement aux rats sains (Sham). L’activité accrue
de la kinase mTOR pourrait conduire a une altération de la signalisation intracellulaire dans les

neurones Spl naux ;

-deuxiémement, l'inhibition spinale de mTOR en utilisant la rapamycine, reproduit I'effet des

agonistes inverses du récepteur 5-HTs sur les fonctions sensitives et cognitives ;

- enfin, la rupture de l'interaction physique entre le récepteur 5-HTs et mTOR par I’injection
spinale du peptide interférant, mimant la séquence peptidique du domaine C-ter du récepteur,

améliore les symptémes de la douleur neuropathique et les déficits cognitifs associés.

Le type neuronal responsable de cette cascade de signalisation impliquant le récepteur
5-HTes et mTOR est probablement de type excitateur/facilitateur de la transmission de
I’information douloureuse et prend place au sein de circuits neuronaux complexes qu’il
conviendrait d’explorer en électrophysiologie sur tranches (patch-clamp), travail abordé

récemment par 1’équipe de Abraira et al., (2017).
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Résultats complémentaires : Comorbidités anxieuses associées au modele SNL

Les patients souffrant de douleur neuropathique présentent fréquemment des
pathologies psychiatriques avec une prévalence de 16,5 % pour la dépression, 12,1 % pour
I’anxiété généralisée, et enfin, de fagon plus générale, de 29,7 % pour les troubles de I’humeur
(Radat et al., 2013). L’administration systémique d’antagonistes 5-HTs (le SB399885, le
SB742457 et le AVN-492) entraine un effet anxiolytique chez le rat et la souris en condition
physiologique (Wesotowska and Nikiforuk, 2007; Wesotowska, 2008; Abraham et al., 2014;
Grychowska et al., 2016; Ivachtchenko et al., 2016)

Nous nous proposons donc (i) de vérifier la présence de troubles de type anxieux chez
le rat SNL afin (i) d’évaluer I’effet pharmacologique d’agonistes inverses 5-HTgs sur ce

comportement.
Pour cela, quatorze jours aprés induction de la douleur neuropathique par SNL, les tests

de I’EPM et du NSF sont réalisés afin de détecter un phénotype de type anxieux chez les rats

douloureux.
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Figure 63 : (A) Temps passé dans les bras ouverts de I’EPM aprés administration i.p. de véhicule (eau
p.p.i., 5 ml/kg) ou de SB258585 (5 umol/kg) (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en s + E.S.
(B) Nombre d’entrées dans les bras ouverts de I’EPM. Les valeurs sont exprimées en nb + E.S..

(C) Distance totale parcourue sur I’EPM. Les valeurs sont exprimées en cm + E.S..
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Test de ’EPM

La ligature du nerf spinal chez le rat n’entraine pas de variation significative du temps
passé dans les bras ouverts (34,35 = 7,33 s Vehicle vs 32,10 + 9,20 s Sham Vehicle) (Figure
63A) et du nombre d’entrées dans les bras ouverts (8,25 £ 1,99 Vehicle vs 5,33 = 1,67 Sham
Vehicle) (Figure 63B).

L’administration i.p. de SB258585 (5 umol/kg) ne modifie pas non plus ces deux
parametres (37,38 + 10,13 s SB258585 vs 34,35 £ 7,33 s Vehicle pour le temps passé dans les
bras ouverts et 7,25 + 1,44 SB258585 vs 8,25 + 1,99 Vehicle pour le nombre d’entrées dans les

bras ouverts).

La mesure de la distance totale parcourue par ’animal durant le test, ne révele aucune
différence significative chez le rat SNL recevant le véhicule ou le SB258585 (1634,71 + 77,18
cm Vehicle et 1667,10 = 122,20 cm SB258585 vs 1570,99 + 112,24 cm Sham Vechicle)
permettant d’exclure un effet sur la locomotion di a la ligature du nerf spinal et ou a de
I’administration de SB258585 (Figure 63C).

Ces résultats, assez inattendus, ne permettent pas de mettre en évidence un phénotype
anxieux chez le rat SNL, malgré sa démonstration dans une étude précédente menée au
laboratoire. L’EPM, étant un test sensible et dépendant du milieu environnemental, il a été

réitéré afin de reproduire et confirmer ce résultat.

Aucune différence significative n’a de nouveau été observée sur les 3 parameétres
mesurés entre les animaux Sham et SNL (18,13 £9,85s SNL vs 17,84 + 6,53 s Sham concernant
le temps passé dans les bras ouverts, 4,63 + 1,83 SNL vs 6,63 = 1,81 Sham concernant le nombre
d’entrées total dans les bras ouverts, 1590,26 + 131,69 cm SNL vs 1551,37 + 173,78 cm Sham
concernant la distance totale parcourue) confirmant donc I’absence d’atteinte locomotrice et de

comportement anxieux chez le rat SNL (données non présentées).
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Figure 64 : (A) Latence de reniflement de la nourriture. Les valeurs sont exprimées en s + ES.
(n = 8/groupe).
(B) Latence a consommer la nourriture. Les valeurs sont exprimées en s + ES.
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Chapitre 2 : Couplage 5-HTe/mTOR dans la douleur neuropathique

Test d’hyponéophagie (NSF)

Par rapport au rat Sham, le rat SNL affamé par une privation de nourriture, ne présente
pas de modification significative de la latence a renifler la nourriture (85,14 + 19,48 s SNL vs
49,88 + 13,13 s Sham) (Figure 64A) et a la consommer (166,88 + 24,71 s SNL vs 142,43 +
5,98 s Sham) (Figure 64B) révélant I’absence d’un comportement anxieux dans ce test chez le

rat douloureux.

Cette étude n’a pas permis de détecter de comorbidité anxiecuse chez le rat SNL
douloureux par I’utilisation du test de I’EPM et du NSF, confirmant (Kontinen et al., 1999) et
s’opposant (Jiang et al., 2014; Ji et al., 2017) a d’autres travaux réalisés chez ce modéle. Des
troubles anxieux sont rapportés dans d’autres modeles de douleur neuropathique d’origine
traumatique (CCI, SNI, SCI), iatrogene (didéoxycytidine), diabétique (STZ) et infectieuse
(VZV, varicella-zoster virus) (Hasnie et al., 2007; Wallace et al., 2007; Roeska et al., 2009;
Grégoire et al., 2012; Leite-Almeida et al., 2012; Galan-Arriero et al., 2014, 2015; Alba-
Delgado et al., 2016), ainsi que des modéles de douleur inflammatoire induits par I’injection
intra-articulaire ou intra-plantaire de CFA (Grégoire and Neugebauer, 2013; Grégoire et al.,
2014; Wu et al., 2017).

Il semblerait que le modele SNL ne soit pas adapté a 1’étude des comportements anxieux

associes a la douleur neuropathique chronique.

L’administration i.p. de SB258585 (5 pmol/kg) n’a pas d’effet de type anxiolytique chez
le rat SNL (dont le comportement anxieux n’est pas pathologique car non différent du groupe
Sham) alors que d’autres ligands antagonistes 5-HTs (SB399885, SB742457, AVN-492), ont
une activité anxiolytique chez I’animal sain mais a des doses susceptibles de modifier I’activité
locomotrice pour le SB399885 (Wesotowska and Nikiforuk, 2007; Wesolowska, 2008;
Abraham et al., 2014; Grychowska et al., 2016; Ivachtchenko et al., 2016)

Par la mesure de la distance totale parcourue dans I’EPM, nous avons confirmé
I’absence de perturbation locomotrice du SB258585 chez le rat SNL (Kontinen et al., (1999).,
contrairement au SB742457 (cf Chapitre II) permettant d’exclure un effet sédatif de 1’agoniste

inverse aux doses utilisées.
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Chapitre 3 : Potentialisation de 1’activité de la fluoxétine

Chapitre 3. Potentialisation de Pactivité de la fluoxétine

Le traitement des douleurs neuropathiques est complexe, confronté a 1’inefficacité des
antalgiques classiques (AINS et paracétamol) et a la grande variabilité de la réponse aux
antalgiques de 1% intention. Ces derniers, comprenant les antidépresseurs tricycliques (ATC),
les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSN), et les
antiépileptiques ligands de la sous-unité a2-6 des canaux calciques voltage-dépendants (Cav),
bénéficient d’une recommandation élevée d’apres la classification GRADE (Grading of
Recommendations Assessment, Development, and Evaluation) et font partie des
recommandations du groupe NeuPSIG de I’'TASP (Finnerup et al., 2015). En revanche, les ISRS
comme la fluoxétine, bien tolérés, ne présentent qu’une efficacité trés limitée avec un NNT de
6,8 (Finnerup et al., 2010) ce qui leur vaut d’étre classés selon ces critéres, parmi les traitements
aux recommandations non concluantes (Finnerup et al., 2015). Les travaux antérieurs menes au
laboratoire se sont intéressés aux raisons de cette trés faible efficacité et ont montré que
I’activité de la fluoxétine pouvait étre renforcée en restaurant 1’activité du récepteur de la
sérotonine de type 5-HT2a (Dupuis et al., 2017). Dans cette méme démarche, il a été recherché
la possibilit¢ d’une synergie entre la fluoxétine, renfor¢ant la neurotransmission 5-HT et
I’agoniste inverse du récepteur 5-HTs le SB258585 qui, compte-tenu de son affinité pour le
récepteur (Ki = 1,8 nM) (Hirst et al., 2003), rentre en compétition avec la 5-HT endogene
(Ki = 56,0 nM) (Bard et al., 1993) pour ce récepteur sans perturber la liaison de I’amine aux
autres récepteurs. Nous proposons donc d’étudier les effets pharmacologiques de
I’administration de fluoxétine en combinaison avec le SB258585, sur I’hypersensibilité et les

troubles cognitifs associés chez le rat SNL.

Pour cela, quatorze jours apres la ligature du nerf spinal L5, un pellet placebo ou un
pellet a libération continue de fluoxétine (Fluo, 28 mg/jour/kg) est implanté par voie s.c. au
niveau de la région inter-scapulaire. Cing jours aprés I’implantation, une injection unique de
5 umol/Kkg, i.p. de SB258585 ou de véhicule (Veh) est réalisée. Un suivi de la sensibilité tactile
est réalisé avant et aprés chirurgie, apres administration chronique de fluoxétine, et apres
I’administration aigué de SB258585. Les performances cognitives sont évaluées a la fin du

traitement.
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Figure 65 : (A) Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprés administration i.p. de Véhicule (eau
ppi, 5 ml/kg) ou de SB258585 (5 umol/kg) 5 jours apres la pose d’un implant s.c. inerte (placebo) ou de
fluoxétine (28 mg/kg/j) (n = 8-11/groupe). Les valeurs sont exprimées en g + E.S..

*p <0,05**p<0,01***p< 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement aigue (After
chronic ttt) ;

### p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant pose de I’implant s.c. (D14 Post-SNL) ;

gan p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a
deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.

(B) : Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0-180 min) des variations des seuils de
retrait 50 % induites par ’administration i.p. de Véhicule (5 ml/kg) ou de SB258585 (5 umol/kg) 5 jours
aprés la pose d’un implant s.c. inerte (placebo) ou de fluoxétine (n = 8-11/groupe). Les valeurs sont
exprimées en g.min £ E.S..

*** n < 0,001 par rapport au groupe Véhicule s.c. + Véhicule i.p. ;

### p < 0,001, d’apres une ANOVA a un facteur suivie d’un test de Bonferroni.
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Chapitre 3 : Potentialisation de 1’activité de la fluoxétine

Effet de la co-administration Fluoxétine + SB258585 sur I’hypersensiblité tactile

Quatorze jours apres la chirurgie, les rats SNL présentent une diminution significative
moyenne de 83,2 £ 1,4 % du seuil de retrait 50 % a 1’application des filaments de von Frey
(4,66 + 0,38 g apres SNL vs 28,02 + 0,59 g avant SNL) traduisant une allodynie tactile (Figure
65A).

Cinq jours aprés la pose de I’implant de fluoxétine, une augmentation significative des
seuils de retrait correspondant & 26,3 + 2,3 % de I’EMP est observée (4,58 + 0,75 g apres SNL
vs 11,66 + 0,31 g aprés Fluo + Veh ; 4,89 + 0,74 g aprés SNL vs 10,41 + 0,51 g apreés Fluo +
SB258585), révélant un effet anti-allodynique de la fluoxétine (Figure 65A). Cet effet est
maintenu tout au long de I’expérimentation. L’implantation de pellets inertes et I’administration
de Veéhicule (SNL Placebo + Veh.) n’entrainent aucune variation significative du seuil de retrait
50 % (Figure 65A).

L’administration de SB258585 (5 umol/kg i.p.) chez les rats SNL ayant re¢u un implant
placebo induit un effet anti-allodynique significatif entre Tzo et Tigo. Aucune différence
significative entre les rats SNL traités avec la Fluo + Veh et ceux traités avec le Placebo +
SB258585 aux points Teo, T120 €t T1go n’est observée, indiquant une efficacité similaire des 2
traitements.

La co-administration de Fluo (28 mg/kglj, s.c., 5 jours) avec le SB258585 (5 umol/kg
i.p, 1 injection.) entraine une forte augmentation du seuil de retrait dés Tso révélant un effet
anti-allodynique robuste de la combinaison. A Teo et Tixo les valeurs du groupe Fluo +
SB258585 ne présentent pas de différence significative avec celles avant SNL (26,47 + 1,60 ¢
Teo et 28,05 + 1,02 g Tio vs 28,15 + 1,04 g avant SNL) et celles des animaux Sham
(26,47 + 1,60 g vs 28,20 + 1,14 & Teo et 28,05 + 1,02 g vs 28,20 * 1,14 g & T120) indiquant une

suppression complete de 1’allodynie tactile.

L’effet global mesuré par les A.S.C. confirme I’efficacité du SB258585 par voie i.p.
(1041,2 + 186,4 g.min Placebo + SB258585 vs 12,5 + 132,4 g.min Placebo + Veh) ; celle de
I’administration continue de fluoxétine (1278,9 + 170,7 g.min Fluo + Vehvs 12,5 + 132,4 g.min
Placebo + Veh) ainsi qu’un effet additif de la combinaison de ces 2 traitements,
significativement supérieur a celui de la Fluo ou du SB258585 co-administrés avec
le Veh ou le placebo (3388,7 £ 174,5 g.min Fluo + SB258585 vs 1041,2 + 186,4 g.min Placebo
+ SB258585 et 1278,95 + 170,69 g.min Fluo + Veh) (Figure 65B).
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Figure 66 : Effet de I’administration i.p. de Véhicule (5 mL/kg) ou de SB258585 (5 umol/kg) 5 jours
apres la pose d’un implant s.c. (placebo) ou de fluoxétine (28 mg/kg/j) sur la différence de temps (T1-
T>) passé en interaction sociale avec un rat juvénile entre la premiére (T1) et la seconde (T>) période du
test (n = 8-11/groupe). Les valeurs sont exprimées en sec + E.S..

### p < 0,001 par rapport au groupe Sham ;

*p < 0,05 *** p < 0,001 par rapport au groupe SNL Véhicule s.c. + Véhicule i.p. ;

8 p <0,0588p<0,01, daprés une ANOVA a un facteur suivie d’un test de Bonferroni.
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Figure 67 : Concentrations plasmatiques en fluoxétine et norfluoxétine de rats ayant regu un implant de
fluoxétine (28 mg/kg/jour) (n = 8/groupe) pendant 7 jours. Les valeurs sont exprimées en ng/mL + E.S..
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Chapitre 3 : Potentialisation de 1’activité de la fluoxétine

Effet sur les performances cognitives

La différence de temps passé en interaction avec le rat juvénile entre la 1% (0-5 min) et
la 2™ période du test (5-10 min) est significativement réduite chez les rats SNL Placebo + Veh
par rapport aux rats Sham Placebo + Veh (respectivement 15,87 + 5,29 sec vs 46,73 + 2,76 sec)

traduisant un déficit cognitif.

Les rats SNL traités avec la Fluo + Veh ou avec le Placebo + SB258585 présentent une
augmentation significative de la différence de temps passé a interagir avec le rat juvénile durant
les 2 périodes du test (respectivement 29,05 + 1,59 sec et 31,03 £ 4,54 sec vs 15,87 £ 5,29 sec
SNL Placebo + Veh), confirmant, I’amélioration des troubles cognitifs par le SB258585 et

mettant en évidence un effet similaire de la fluoxétine (Figure 66).

Les animaux ayant recu la combinaison Fluo + SB258585, présentent une forte
différence T1-T2. Ces valeurs sont significativement supérieures a celle des animaux traités a la
Fluo + Veh et Placebo + SB258585 (43,36 * 2,54 sec vs 29,05 + 1,59 sec et 31,03 + 4,54 sec),
et non différentes de celles des animaux Sham Placebo + Veh (43,36 + 2,54 sec vs
46,73 + 2,76 sec), ce qui réveéle d’une part, un effet bénéfiqgue de la combinaison
pharmacologique sur I’amélioration des troubles cognitifs supérieur a celui des 2 traitements
individuels, mais aussi une restauration totale des performances cognitives des animaux SNL

par celle-ci.

Concentrations plasmatiques de fluoxétine et norfluoxétine

Les concentrations plasmatiques en fluoxétine et son métabolite actif, la norfluoxétine
sont homogenes entre les 2 groupes de rats traités par la Fluo + Veh et Fluo + SB258585. En
effet, aucune différence significative n’est observée dans les concentrations en fluoxétine
(921,0 = 70,9 vs 1048,0 £+ 96,8 ng/mL) et en norfluoxétine (1066,0 * 56,8 vs
1092,0 + 49,7 ng/mL) entre les deux groupes d’animaux (Figure 67).
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Les résultats obtenus dans cette étude révelent un effet anti-allodynique et pro-cognitif
partiel de I’administration de 1’agoniste inverse 5-HTe ou de la fluoxétine dans le modele de
douleur neuropathique induit par SNL chez le rat. Leur combinaison est synergique conduisant
a une correction compléte de I’hypersensibilité tactile et des troubles cognitifs, développés dans
ce contexte douloureux.

La pose d’implant sous-cutané de fluoxétine permet d’éviter la répétition des injections
i.p., anxiogéne, et d’obtenir des taux plasmatiques reproductibles entre les animaux, en rapport
(d’un facteur 100) avec ceux mesurés chez des patients recevant une dose quotidienne de

0,31 mg/kg/j (20 mg/j, soit une dose également 100 fois supérieure) (Shi et al., 2010).

Une amélioration partielle de I’allodynie tactile induite par SNL lors du traitement a la
fluoxétine est observée, conformément aux résultats antérieurs obtenus au laboratoire et aux
données de la littérature (LaBuda and Little, 2005; Dupuis et al., 2017). L’ISRS a aussi prouvé
son efficacité partielle sur I’allodynie tactile et thermique dans le modele CCl (Murad and
Ayuob, 2015; Zychowska et al., 2015). De méme, sur les troubles de discrimination sociale, la
libération continue de fluoxétine exerce une efficacité partielle, similaire a celle de 1’agoniste
inverse 5-HTe. L’effet pro-cognitif de I’ISRS a déja été rapporté par d’autres auteurs chez la
souris (Carlini et al., 2012; Marwari and Dawe, 2018) et chez ’homme (Mowla et al., 2007
Xuan Liu et al., 2014). De maniere intéressante, une synergie additive de la combinaison
fluoxétine + agoniste inverse 5-HTe conduisant & un rétablissement total de la sensibilité tactile
et des performances cognitives, a été observée. Une stratégie combinatoire similaire a
récemment permis d’améliorer 1’efficacit¢ des gabapentinoides (gabapentine, prégabaline) a
’aide d’un antagoniste 5-HTe, le SB742457, sur le comportement douloureux et les troubles
cognitifs associés dans le modele PSNL (Jayarajan et al., 2015). Cependant, nous avons trouveé
un effet sédatif du SB742457 (cf page 142) interrogeant sur la spécificité de cet effet
antiallodynique.

Une étude ex vivo (Asaoka et al., 2015) sur des coupes de raphé de rat, a mis en évidence
une potentialisation de 1’augmentation des concentrations extracellulaires en 5-HT induite par
un ISRS, le citalopram, par la co-administration d’un antagoniste 5-HTs, le SB299885, le
mécanisme évoqué étant une suppression de I’inhibition GABAergique locale. On ne peut
totalement exclure un effet désinhibiteur du SB2585858 s’exercant indirectement sur les

neurones 5-HT-
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Chapitre 3 : Potentialisation de 1’activité de la fluoxétine

La poursuite du suivi de la sensibilité tactile jusqu’a I’extinction de I’effet anti-
allodynique aurait probablement montré un allongement de I’effet de la combinaison Fluo +
SB258585 vs. Placebo + SB258585, tel qu’il a été retrouvé dans 1’étude de Jayarajan et al.,
(2015) avec la combinaison gabapentinoides + SB742457.

La co-administration d’un agoniste inverse 5-HTe augmente de fagon importante les
effets antalgiques et pro-cognitifs de la fluoxétine, mettant en évidence 1’intérét d’une telle
combinaison dans la prise en charge des patients souffrant de douleurs neuropathique. Dans la
mesure ou plusieurs ligands antagonistes 5-HTs (Idalopirdine (Lu AE58054), Intepirdine
(SB742457) et SUVN-502) ont été en essai de phase II et III (dans la maladie d’ Alzheimer) ou
ils ont montreé des profils de sécurité satisfaisants (Khoury et al., 2018), il pourrait étre envisagé
une étude clinique chez des patients douloureux neuropathiques traités a la fluoxétine. Cette
combinaison pourrait apporter un bénéfice réel comme 1’ont montré d’autres combinaisons
associant par exemple un opioide (morphine, oxycodone) ou un antidépresseur (nortriptyline,
duloxétine) avec un gabapentinoide, dans la prise en charge des douleurs neuropathiques
(Eisenberg and Suzan, 2014; Gilron et al., 2015).
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Chapitre 4 : Implication du récepteur 5 HTe dans la douleur inflammatoire chronique

Chapitre 4. Recherche d’une activité constitutive du récepteur

5-HTs dans la douleur par exces de nociception chronique et de

Uimplication d’un autre partenaire du récepteur dans la douleur

neuropathique : Quelles perspectives ?

Les données de la littérature sont un faveur d’une implication du récepteur 5-HTe dans la
douleur inflammatoire : I’administration locale (intraplantaire), spinale ou systémique
d’antagonistes 5-HTe (le SB258585 et le SB271046) reduit la phase tonique du test au formol
(injection intraplantaire) chez le rat (Finn et al., 2007; Castafieda-Corral et al., 2009; Godinez-
Chaparro et al., 2012).

En clinique, les douleurs inflammatoires chroniques revétent des formes aussi
différentes que la polyarthrite rhumatoide, la spondylarthrite ankylosante ou I’arthrite juvénile
idiopathique touchant respectivement 0,53 a 0,55 %, 0,18 % et 0,07 a 0,15 % de la population
(Exarchou et al., 2015; Barut et al., 2017; Hunter et al., 2017). Dans ce contexte ou la prise en
charge de la douleur demeure insatisfaisante, la mise en évidence de ’activité antalgique des
agonistes inverses du récepteur 5-HTs constituerait une avancée thérapeutique. Nous proposons
d’évaluer les effets des deux agoniste inverses 5-HTs (SB258585 et PZ1388) sur 1’allodynie
tactile induite par I’injection intraplantaire de CFA chez le rat et sur les troubles cognitifs

associés.

Pour cela, dix jours aprés I’injection intra-articulaire de CFA reproduisant les
symptomes de I’arthrite inflammatoire localisée, les rats re¢oivent une injection i.p. de véhicule
(eau p.p.i.), de SB258585 (1, 5 umol/kg) ou de PZ1388 (5, 25 umol/kg). Ces doses ont été
déterminées d’apres les doses efficaces des deux composés chez le rat SNL. Un suivi cinétique
de la sensibilité tactile a 1’aide du test des filaments de von Frey et une mesure des performances

cognitives par le test de reconnaissance du nouvel objet (NOR) ont été réalisés.
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Figure 68 : Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprés administration i.p. de Véhicule (eau
p.p.i., 5 mL/kg) ou (A) de SB258585 (1 et 5 umol/kg) ou (B) de PZ1388 (5 et 25 umol/kg)
(n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g = E.S..

*p <0,05* p<0,01**p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D10
Post-CFA) ;

### p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant injection de CFA (Before CFA), d’aprés une
ANOVA a deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.

(C) : Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0-180 min) des variations des seuils de
retrait 50 % induites par I’administration i.p de Véhicule (5 mL/kg) ou de SB258585 (1 et 5 umol/kg)
ou de PZ1388 (5 et 25 umol/kg) (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g.min + E.S..

*p < 0,05 ** p < 0,01 par rapport au groupe CFA + Vehicle, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie

d’un test de Bonferroni.
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Chapitre 4 : Implication du récepteur 5 HTe dans la douleur inflammatoire chronique

Effets des agonistes inverses 5-HTe, SB258585 et PZ1388 sur I’hypersensibilité tactile

Dix jours aprés I’injection de CFA, les rats présentent une diminution significative
moyenne de 71,9 = 2,4 % du seuil de retrait a I’application des filaments de von Frey
(7,32 £ 0,53 g aprés CFA vs 27,76 + 0,95 g avant CFA) traduisant une allodynie tactile (Figure
68A, B).

L’administration i.p. de 1 et 5 umol/kg de SB258585 entraine une augmentation
significative du seuil de retrait 60-120 min aprés traitement avec un effet maximal a Teo pour
la dose de 1 pmol/kg, augmentation correspondant a 68,0 + 14,7 % de ’EMP (19,73 + 4,11 g
Teo vs 7,57 = 1,78 g avant CFA) et a Tio pour la dose de 5 pmol/kg, augmentation
correspondant a 73,5 £ 17,1 % de ’EMP (21,49 + 4,47 g T10 Vs 7,42 £ 0,95 g avant CFA)
(Figure 68A). Pour ces 2 points la restauration de la sensibilité tactile est compléte dans la
mesure ou aucune différence significative n’est observée avec les seuils avant injection de CFA
(Teo et T120 Vs avant CFA).

L’administration i.p. de PZ1388 entraine une augmentation significative du seuil de
retrait 60-120 min et 30-180 min aprés traitement pour les doses de 5 et 25 umol/kg
respectivement (Figure 68B). L’acmé de I’effet, observé a Teo, correspond a 67,9 + 15,1 % de
I’EMP (22,17 + 4,16 g Teo vs 6,37 £ 1,35 g avant CFA) pour la dose de 5 pmol/kg et a
80,4 + 9,7 % de ’EMP (25,59 + 2,63 g Teo vs 8,04 + 1,31 g avant CFA) pour la dose de
25 umol/kg. La restauration de la sensibilité tactile est compléte pour la dose de 5 pmol/kg aux
points Teoet T120 dans la mesure ou aucune différence significative n’est observée avec les seuils
avant CFA. Pour la dose de 25 pumol/kg cette restauration est totale aux points Tzo, T eo €t T 120

et partielle au point Tso.

L’effet global mesuré par les A.S.C. confirme I’efficacité du SB258585 (5 umol/kg)
(1724,2 £ 505,7 g.min) et de PZ1388 (1803,8 + 329,2 g.min et 2262,7 + 344,8 g.min pour 5 et
25 pmol/kg i.p. respectivement) vs le véhicule (532,00 + 283,23 g.min) (Figure 68C). Il n’y
pas de différence significative des valeurs d’A.S.C. entre ces 3 groupes. L’effet de la dose de
25 umol/kg d’PZ1388 est significatif 30 min a 3 heures apres administration contre 1 & 2 heures
pour la dose de 5 pumol/kg de PZ1388 et de 5 umol/kg de SB258585 suggérant une meilleure

cinétique de ce traitement.

173



0,8 -

0,7 1

0,6 1

d2 score

0,5 1

04

0,3 -
Vehicle CFA

Figure 69 : Index de discrimination du nouvel objet par rapport a 1I’objet familier (10 jours apres
administration de CFA. Les valeurs sont exprimées sous forme d’indice + E.S..
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Chapitre 4 : Implication du récepteur 5 HTe dans la douleur inflammatoire chronique

Présence de troubles cognitifs induit par le modéles CFA

La recherche de troubles cognitifs associés a la douleur inflammatoire induite par le
CFA, a I’aide du test de NOR, n’a pas permis de mettre en évidence de différence significative
de I’indice de discrimination d2 entre les groupes CFA et témoin (0,56 + 0,09 vs 0,65 + 0,05)
(Figure 69).

Cette ¢tude préliminaire a révélé I’effet anti-allodynique du SB258585 sur la douleur
inflammatoire chronique induite par le CFA chez le rat mais apporte peu d’éléments quant a la

nature de I’implication du récepteur 5-HTs dans ce type de douleur.

Néanmoins, dans la mesure ou ce modele entraine une sensibilisation spinale (Seybold
et al., 2003; Gao and Ji, 2010; Luo et al., 2014), une activiteé constitutive du récepteur similaire
a ce qui est observé chez le rat SNL pourrait &tre mise en cause ; hypothése a confirmer a I’aide

d’un antagoniste neutre.

Chez le rat CFA, la voie de signalisation mTOR au niveau des GRD, du renflement
lombaire spinal et du CCA (Liang et al., 2013; Shuo Li et al., 2017) est amplifiée, et le
comportement douloureux est diminué par I’injection i.t. de rapamycine (Liang et al., 2013). Si
I’activité constitutive du récepteur 5-HTs est confirmée il sera intéressant d’explorer la voie de

signalisation mTOR sous le contrdle du récepteur 5-HTg dans ce contexte douloureux.

L’activité antalgique de 1’administration locale de SB258585 dans la patte postérieure
du rat sur la seconde phase du test au formol, rapportée par Godinez-Chaparro (Godinez-
Chaparro et al., 2011), ne permet pas d’exclure totalement un effet périphérique des agonistes
inverses dans le modéle CFA.

Méme si I’indice de discrimination d2 des rats CFA douloureux est abaissé, la différence
n’est pas significative excluant donc la présence de troubles cognitifs dans ce modele.
L’absence d’atteinte cognitive chez le rat CFA est confirmée dans 1’étude de Freitas et al.,
(2015) ou I’attention des rats n’est pas affectée par I’injection le CFA mais altérée par
I’injection intraplantaire de formol. Cependant, d’autres études ont pu mettre en évidence
I’apparition de troubles cognitifs dans ce mode¢le chez le rat et la souris (Cain et al., 1997; Pais-
Vieira et al., 2009; Johnston et al., 2012; Longqgiu Yang et al., 2014), a I’aide de différents tests
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de cognition (test de 5-CSRTT (5-choice serial reaction time task), DNMTP (delayed non-
matching to position) et le test de conditionnement a la peur)) suggérant un effet délétére de la
douleur inflammatoire chronique induite par le CFA sur les performance cognitives, dépendant
du test de cognition utilisé.

Nous pourrions donc envisager 1’étude de troubles cognitifs a 1’aide d’autres tests
comportementaux ainsi que 1’¢tude de différentes comorbidités associées a la douleur
inflammatoire induite par le CFA notamment anxieuses et/ou dépressives déja rapportees
(Narita et al., 2006; Parent et al., 2012; G. F. Zhang et al., 2016; Wu et al., 2017) et I’effet des

agonistes inverses sur ceux-ci.
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Chapitre 4 : Implication de Cdk5 dans la douleur neuropathique

La protéine Cdk5 a été identifiée comme partenaire physiologique du récepteur 5-HTsg,
qu’elle phosphoryle sur son extrémité C-ter, promouvant ainsi 1’élongation des neurites et la
migration neuronale au cours du développement neuronal (Duhr et al., 2014; Jacobshagen et
al., 2014). Dans la mesure ou (i) cette protéine est présente dans la moelle épiniere (Terada et
al., 1998), (ii) que son activité est augmentée dans le SNC de rats neuropathiques douloureux
(Lietal., 2010) et, (iii) que son blocage par la roscovitine diminue le comportement douloureux
dans différents modéles de neuropathie (R. Zhang et al., 2012; K. Li et al., 2014; Lei Yang et
al., 2014), nous proposons d’étudier I’effet spinal d’un inhibiteur de Cdk5, le FG1061 (Figure
70), synthétisé par 1’équipe de F. Anizon de I’Institut de Chimie de Clermont-Ferrand (Zeinyeh
et al., 2016), sur les symptomes d’allodynie tactile et thermique chez le rat SNL.

Pour cela, 14 jours aprés induction de la neuropathie par SNL, les rats recoivent une
injection i.t. de véhicule (DMSO 20 %) ou de FG1061 aux doses de 3,8 ou 19 pg. Ces doses
ont été déterminées d’apres les données de la littérature sur la roscovitine (doses par voie i.t.)
(R. Zhang et al., 2012; Duhr et al., 2014; Xiaojie Liu et al., 2014; Fang-Hu et al., 2015) et
d’aprées la  puissance relative du FG1061 par rapport a la  roscovitine
([1Cs0]rc1061 : 0,1 PM/[ICs0]roscovitine : 0,2 UM = 0,5) (Zeinyeh et al., 2016). Un suivi cinétique
de la sensibilité tactile et thermique a été réalisé.

Figure 70 : Structure du FG1061. D’apresZeinyeh et al., 2016.
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Figure 71 : (A) Evolution des seuils de retrait de la patte 50% aprés administration i.t. de Véhicule
(DMSO 20 %, 10 pL) ou de FG1061 (3,8 et 19 pg) (n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en
gxES.

*** p < (0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;

### p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a

deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.
(B) : Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0-180 min) des variations des seuils de

retrait 50 % induites par 1’administration de Véhicule (10 uL) ou de FG1061 (3,8 et 19 pug)

(n = 8/groupe). Les valeurs sont exprimées en g.min + E.S.
*p<0,05;**p<0,01 par rapport au groupe Véhicule, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie d’un

test de Bonferroni.
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Figure 72 : (A) Evolution de la latence de retrait de la patte immergée a 15 °C aprés administration i.t.
de Vehicule (DMSO 20 %, 10 pL) ou de FG1061 (3,8 et 19 pg) (n = 8/groupe). Les valeurs sont

expriméesens+ E.S..
*p < 0,05*** p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant traitement (D14 Post-SNL) ;

### p < 0,001 par rapport aux valeurs mesurées avant chirurgie (Before SNL), d’aprés une ANOVA a

deux facteurs suivie d’un test de Dunnett.
(B) : Aires sous la courbe (A.U.C.) de I’évolution temporelle (0-180 min) des variations de latence de

retrait induites par 1’administration i.t. Véhicule (10 uL) ou de FG1061 (3,8 et 19 pg) (n = 8/groupe).

Les valeurs sont exprimées en s.min + E.S..
* p < 0,05 par rapport au groupe Véhicule, d’aprés une ANOVA a un facteur suivie d’un test de

Bonferroni.
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Chapitre 4 : Implication de Cdk5 dans la douleur neuropathique

Effet de ’inhibition de Cdk5 sur I’hypersensibilité tactile

Quatorze jours apres la chirurgie, les rats SNL présentent une diminution significative
moyenne de 78,6 = 1,4 % du seuil de retrait 50 % a 1’application des filaments de von Frey
(27,23 £ 1,09 g avant SNL vs 5,78 £ 0,40 g aprés SNL) traduisant une allodynie tactile (Figure
71A).

L’administration i.t. de véhicule ou de 3,8 pg de FG1061 n’entraine aucune variation
significative des seuils de retrait. Cependant 1’effet global de 1’inhibiteur, apprecié par les
A.S.C., est significatif (585,6 + 163,1 g.min vs 73,5 £ 88,3 g.min pour le Véhicle) (Figure
71A).

A la dose de 19 pg, le FG1061 augmente significativement les seuils de retrait de la
patte 1 h aprés l’injection, 1’augmentation correspondant a 57,7 + 14,1 % de ’EMP
(17,11 + 3,15 g Teo vs 568 + 0,94 g aprés SNL), effet confirmé par les A.S.C
(855,2 + 178,8 g.min vs 73,5 + 88,3 g.min pour le Véhicle).

Aucune différence significative entre les A.S.C. des 2 doses de I’inhibiteur n’est

observée (Figure 71B).

Effet de I’inhibition de Cdk5 sur I’hypersensibilité thermique

Les rats SNL présentent une diminution significative moyenne de 44,6 + 3,7 % de la
latence de retrait de la patte immergée dans un bain a 15 °C (12,3 £ 0,3 s avant SNL vs 6,7 +
0,3 s aprés SNL), traduisant une allodynie thermique au froid (Figure 72A).

L’injection spinale de véhicule et de FG1061 a la dose de 19 pg n’induit pas de variation
significative du délai de retrait de la patte.

L’administration i.t. de 3,8 ug de FG1061 entraine une augmentation significative de la
latence de retrait de la patte 30-120 min aprés 1’injection (8,3 + 0,2 s a T3, 10,0 £ 0,7 s & Teo,
9,5+£0,55aT120Vs 6,2 +0,35J14 Post-SNL) ; I’acmé de I’effet est observé a Teo et correspond
a55,4 +7,5 % de ’EMP.

Le calcul des A.S.C. confirme ces observations avec un effet significatif de la dose de
3,8 Ug (456,6 £ 55,5 s.min vs 5,8 £ 152,5 s.min pour le Véhicule) et une absence d’efficacité a
la dose de 19 ug (Figure 72B).
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L’inhibition spinale de Cdk5 par la roscovitine exerce un effet antalgique dans différents
modeles de douleur neuropathique d’étiologies traumatique et cancéreuse (R. Zhang et al.,

2012; K. Lietal., 2014; Lei Yang et al., 2014).

Les résultats de cette étude mettent en évidence un effet anti-allodynique de
I’administration i.t. d’un nouvel inhibiteur de Cdk5, le FG1061, sur I’hypersensibilité tactile et
thermique, confirmant le réle de Cdk5 au niveau spinal dans la douleur neuropathique
traumatique.

Vis-a-vis de deux symptomes d’allodynie, I’effet du FG1061 permet d’atteindre environ
55 % de I’EMP avec cependant des différences de puissance et de cinétique liées aux modalités
de stimulation :

- aprés stimulation mécanique, 1’effet anti-allodynique tactile est observé pour la plus forte
dose, 1 h aprés I’injection, et est de courte durée;

- aprés stimulation thermique, ’effet anti-allodynique est uniquement observé avec la plus
faible dose, il apparait précocement et dure jusqu’a 2 h aprés 1’injection pour disparaitre au-
dela.

Mis en regard des effets de la roscovitine rapportés dans le modéle de compression
chronique de GRD, ou I’inhibiteur n’a pas d’effet sur 1’allodynie tactile et thermique 2 h apres
son administration i.t. mais 24 a 72 h aprés (Lei Yang et al., 2014), ces résultats suggérent des
propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques différentes des 2 inhibiteurs de Cdk5,

molécule- et modele- dépendantes.

Les différences d’efficacité des différents composés pourraient étre expliquées par des
différences de sélectivité vis-a-vis d’autres Cdk ayant des propriétés autres. Par exemple, la
roscovitine présente une certaine affinité vis-a-vis de Cdk qui, contrairement a Cdk5, contrdlent
le cycle cellulaire, et sont également impliquées dans c.
les mécanismes de douleur neuropathique (Figure cdkl 0,7 uM

73) (Bach et al., 2005; Demange et al., 2013). HN
L'administration de flavopiridol (Alvocidib), un Vf N)IN» cdio 02uM
HO PN cdk7 0,6 uM

cdk2 0,7 pMm

inhibiteur pan-Cdk ayant une ICso de 41 nM pour Cdk9 0,6 uM
Cdk1, Cdk2, Cdk4, Cdk6 et de 300 nM pour Cdk7 Ck1  23uM

(Senderowicz, 2002), réduit le comportement Roscovitine
Figure 73 : Structure de la roscovitine et

concentrations inhibitrices (ICso) vis-a-vis
al., 2011; Wu et al., 2016).Dans ce dernier modéle,  de différentes Cak.

douloureux dans les modéles SNI et SCI (Tsuda et
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Chapitre 4 : Implication de Cdk5 dans la douleur neuropathique

I'inhibition du cycle cellulaire par administration i.t. ou systémique d’un autre inhibiteur pan-
Cdk, le CR-8 (Bettayeb et al., 2008), réduit l'allodynie mécanique (Wu, Raver, et al., 2013;
Wu, Renn, et al., 2013).

Méme si le FG1061 posséde une plus faible 1Cso que la roscovitine pour CdkS3, il n’est
pas spécifique de cette kinase et présente une affinité pour Dyrk1A, GSK3 et Ck1 (Zeinyeh et
al., 2016) ; or, ces deux dernieres, sont impliquées dans la douleur neuropathique traumatique
(SNL, PSNL) et chimio-induite (PTX) (Sakurai et al., 2009; Mazzardo-Martins et al., 2012;
Weng et al., 2014). 1l serait intéressant d’utiliser des outils pharmacologiques plus sélectifs, tels
que les purines tri-substituees dérivées de la roscovitine, comme le composé 3j (Demange et
al., 2013) qui presente une forte sélectivité pour Cdk5 (Figure 74), afin de caractériser 1’effet

thérapeutique du blocage spécifique de Cdk5 dans la douleur neuropathique.

Compd. Scaffold R? CDK2 CDK5 GSK-3ap DYRK1A CK1
2c RS Cl 0.7 7.4 18 3.9 2.1
3j N (R)-1-Hydroxy-but-2-ylamino 0.038 0.017 >10 41 1
3k ‘ (S)-1-Hydroxy-but-2-ylamino 0.05 0.05 6 0.8 >1
31 (R)-1-Hydroxy-3-methylbut-2-ylamino 0.02 0.021 12 0.78 1.8

/
3m AN (§)-1-Hydroxy-3-methylbut-2-ylamino 013 0.2 7.8 0.9 3.3
N
N)\I\>
A
R’ N N

=

Figure 74 : Structures et concentrations inhibitrices (ICso en uM) d’inhibiteurs de Cdk5 dont le 3j.
D’aprés Demange et al., 2013.

Dans la mesure ou le récepteur 5-HTs interagit de facon constitutive avec Cdk5 et que
celle-ci phosphoryle le résidu Ser®*° du récepteur 5-HTs (démonstration faite avec la roscovitine
et le SB258585 par Duhr et al., (2014)) il serait intéressant d’explorer in vivo la phosphorylation
du récepteur 5-HTs (p-Ser®™®) dans la corne dorsale spinale d’animaux neuropathiques

douloureux, traités ou non avec le FG1061.
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Discussion générale et conclusion

Malgré une meilleure connaissance de la physiopathologie des douleurs neuropathiques,
et mis a part ’autorisation de mise sur le marché des gabapentinoides (prégabaline,
gabapentine) dans cette indication il y a 20 ans, la thérapeutique médicamenteuse des douleurs
neuropathiques n’a pas connu d’évolution conceptuelle marquante si ce n’est récemment avec

I’inhibiteur de FLT3, le BDT001 (Rivat et al., 2018).

Le laboratoire Neuro-Dol travaille depuis plusieurs années sur la compréhension de la
résistance des douleurs neuropathiques a la sérotonine, caractérisée en clinique par la quasi-
inefficacité des antidépresseurs ISRS. Cet intérét a conduit a décrire un dysfonctionnement du
récepteur 5-HT2a par les interactions qu’il établit avec des protéines a domaines PDZ rendant
compte, au moins en partie, de I’inefficacité des ISRS dans cette indication (Pichon et al., 2010;
Dupuis et al., 2017) et a proposer une stratégie de combinaison visant a renforcer les effets

antalgiques des ISRS.

Parmi les autres alternatives thérapeutiques ciblant le systeme sérotoninergique,
quelques données de la littérature suggerent que les antagonistes du récepteur 5-HTs pourraient
occuper une place privilégiee: leurs propriétés antalgiques (Devegowda et al., 2013; Jayarajan
etal., 2015; Hong et al., 2017; Pineda-Farias et al., 2017) et procognitives répondent au besoin
de molécules actives sur la composante sensori-discriminative de la douleur et sur les

comorbidités cognitives fréqguemment associées.

En combinant des études comportementales a des techniques de biologie cellulaire et
moléculaire, nous avons développé un projet visant a décrypter le réle du récepteur 5-HTsg et
d’une des voies de signalisation sous-jacentes (mTOR) dans la physiopathologie des douleurs

neuropathiques et des comorbidités associées.

Nous avons, dans un premier temps, verifié le pouvoir antalgiqgue du blocage
pharmacologique du récepteur 5-HTs et de protéines partenaires, telles que mTOR et Cdk5
(Meffre et al., 2012; Duhr et al., 2014) sur les symptomes douloureux fréquemment rapportés
chez les patients souffrant de douleurs neuropathiques, notamment 1’hypersensibilité tactile et
thermique avec une prévalence respective de 64 % et 38 % (Backonja and Stacey, 2004). Dans
ce but, il était pertinent d’utiliser le modele de douleur neuropathique traumatique induit par
ligature de la racine du nerf spinal L5 (SNL) (Kim and Chung, 1992) pour plusieurs raisons :
contrairement au modéle CCI (Bennett and Xie, 1988), le plus couramment utilisé en recherche
préclinique (Jaggi et al., 2011) induit par la ligature d’un nerf mixte sensitivo-moteur, (i) il n’y

a pas d’atteinte motrice pouvant induire un biais dans D’appréciation de la réponse a
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I’application du filament de von Frey ou a I’immersion dans 1’eau froide (15°C) ; (ii) il est
exempt d’autotomie (Challa, 2015), pourvoyeuse de biais expérimentaux et éthiquement
questionnable ; enfin, (iii) I’allodynie est plus sévére (Kim et al., 1997) laissant plus de marge
expérimentale a 1’évaluation d’effets pharmacologiques.

Le modele SNL, pour lequel 1’allodynie tactile et thermique débute des le premier jour
suivant la chirurgie et perdure respectivement jusqu’a 20 et 12 semaines aprés (Kim et al.,
1997), induit également un comportement de douleur spontanée associé a des secouements de
la patte (Choi et al., 1994) et a une modification de la posture. Cette modification posturale se
traduit par un moindre appui sur la patte ipsilatérale a la Iésion (King et al., 2006) pouvant
expliquer I’atrophie du muscle soléaire de celle-ci (Rahmati et al., 2015) mais ne modifiant pas
I’activité locomotrice générale du rat SNL (Kontinen et al., 1999), observation retrouvee dans
nos travaux.

Nous aurions donc pu élargir I’étude des symptémes sensitifs a la douleur spontanée
également présente chez 94 % des patients neuropathiques (Backonja and Stacey, 2004) et se
caractérisant par des paresthésies, des douleurs paroxystiques ou par des douleurs superficielles,
apparentées a des brilures. Chez I’homme, son évaluation est assez aisée car elle s’exprime
verbalement. Chez 1’animal, différents tests peuvent étre réalisés tels que I’évaluation de la
modification posturale, avec le test du « dynamic weight bearing », ayant déja fait ses preuves
dans différents modéles de douleurs neuropathiques et inflammatoires (Tétreault et al., 2011),
I’évaluation du comportement fouisseur (Wodarski et al., 2016), significativement augmenté
dans les modéles de douleur neuropathique traumatique (PSNL et par transection du nerf spinal
L5 ou du nerf tibial) (Andrews et al., 2012) et iatrogénes (PTX, stavudine) (Huang et al., 2013;
Griffiths et al., 2018), I’analyse de 1’expression faciale associée a la douleur (Sotocinal et al.,
2011), pertinente dans le modele IoN-CCl et SCI chez la souris (Wu et al., 2016; Akintola et
al., 2017). Il est également possible de mesurer les mouvements spontanés de la patte
ipsilatérale a la 1ésion (tressaillement, patte en suspension...) reflétant une douleur spontanée
de type paroxystique, par implantation d’un aimant dans la patte du rat modifiant le champ
électromagnétique au sein de sa cage (Kawasaki-Yatsugi et al., 2012), méthode objective et

automatisée.
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Discussion générale et conclusion

D’un point de vue épidémiologique, les comorbidités douleur-troubles cognitifs,
dépressifs, ou anxieux est relativement fréquente : 11,4 % des patients douloureux
neuropathiques souffrent également de troubles cognitifs, 16,5 % de dépression, 12,1 %
d’anxiété généralisée et 29,7 % de troubles de I’humeur (Povedano et al., 2007; Radat et al.,
2013). Les patients douloureux chroniques sont d’ailleurs plus sujet a une chronicisation des

troubles anxio-depressifs (Gerrits et al., 2012).

Differentes hypotheses ont été avancées concernant la co-occurrence de la douleur
chronique et des troubles anxieux : (i) la douleur chronique entraine de I’anxiété (il est facile
d’imaginer combien la douleur chronique peut étre éprouvante et qu’aprés de nombreux essais
infructueux visant a trouver sa cause ou a la traiter, les patients peuvent développer une forme
d’anxiété et de peur), (ii) I’état anxieux exacerbe la douleur (I'inconfort associé a I'anxiété et la
peur peut abaisser le seuil de la douleur et jouer un role dans le chronicisation de la douleur
(Hasenbring et al., 2014)) ; (iii) une prédisposition génétique se manifestant par des altérations
neurobiologiques, des événements environnementaux ou des facteurs de stress psychosociaux
peut étre responsable a la fois d'anxiété et de douleur (Bandelow, 2015)). 1l est également aisé
d’imaginer que la douleur puisse interférer avec I’attention et la concentration. Une altération
du fonctionnement exécutif (réalisation de plusieurs tdches concomitantes et perception du
temps a la réalisation d’une tache) est observée expérimentalement chez le patient douloureux
(Keogh et al., 2013) et un ralentissement du traitement de 1’information et de la mémoire de
travail est trouvé chez le patients douloureux chroniques (Schiltenwolf et al., 2017) mettant en

évidence une altération des processus cognitifs induite par la douleur.

Les principales structures cérébrales impliquées dans les composantes emotionnelles et
cognitives et appartenant a la matrice douleur sont le cortex cingulaire antérieur (CCA),
I’insula, ’amygdale et le cortex préfrontal (CPF) (Apkarian et al., 2005). 1l y a deux systémes
différents de modulation de la douleur par, i) I’attention (composante cognitive) qui active le
circuit CPF (aire 7 de Brodmann) dont les axones projettent sur le cortex sensoriel primaire S1
et secondaire S2 et I’insula, puis implique des voies descendantes de 1’insula sur I’amygdale et
la substance grise périaqueducale (SGPA) et par ii) I’emotion qui met en jeu I’axe CCA-CPF-

SGPA (cette voie sous-tend 1’analgésie placebo).
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Les techniques d’imagerie ont permis, chez I’animal comme chez ’homme, de mieux
comprendre comment 1’état motivationnel et I’é¢tat émotionnel modulent la sensation
douloureuse. Ainsi, I’activation du CCA chez I’animal aurait un role anticipatoire, responsable
d’une anxiété associée a I’incertitude de la survenue d’un événement aversif (Johansen et al.,
2001). Dans I’attente d’un événement négatif (assimilé a un effet « nocebo »), une augmentation
de lactivité du CCA et de I’insula parallélement a I’augmentation du caracteére désagréable de
la douleur sont observées. L’anticipation d’un effet antalgique, induite par exemple par un
« placebo », se traduit par I’activation de I’axe CCA-CPF-SGPA superposable a ce qui est
observé lors de la modulation émotionnelle de la douleur (Tracey and Mantyh, 2007).

Chez I’homme, des connexions reliant la SGPA aux sites amygdaliens et corticaux ont
été bien caractérisees (Bingel et al., 2007; Bingel and Tracey, 2008). Ces études suggérent que
les interactions entre le CPF et I'amygdale modulent les fonctions affectivo-émotionnelles et
cognitives de la douleur. L'amygdale joue un réle important dans les réactions émotionnelles,
le stress et I'anxiété et est considérée comme une composante essentielle de la matrice de la
douleur. Cette région peut contribuer de maniére significative a l'intégration de la douleur et

des réponses associées telles que la peur et I'anxiété.

L’administration de SB258585 a un effet pro-cognitif dans différents modeles de
déficits chez le rat (Loiseau et al., 2008; Gravius et al., 2011; Meffre et al., 2012). Cet effet est
lié aux récepteurs 5-HTe présents dans les régions limbiques et corticales. Cependant, nos
résultats ont mis en évidence que I’effet procognitif du SB258585 chez le rat douloureux
neuropathique ne mettait pas en jeu de structures nerveuses supraspinales, mais était spinal et
directement lié a I’effet anti-allodynique du composé : son administration i.t. et i.p. entrainait
une restauration des performances cognitives chez le rat douloureux corrélée a I’amélioration
de I’allodynie. 1l est facile d’imaginer que si la douleur d’un individu est réduite, une partie de

ses ressources peuvent étre remobilisées vers une meilleure attention et concentration.

Nous avons montré, chez les Souris KI GFP-5-HTs, que les récepteurs 5-HTs sont
présents dans la corne dorsale de la moelle spinale et, d’apres des observations morphologiques
qui demandent a étre confirmées par un marqueur spécifique, dans le cil primaire des neurones.
Le type cellulaire impliqué pourrait étre des interneurones excitateurs des couches Ili a IV

externe au niveau d’une zone d’intégration clé de 1’information douloureuse véhiculée par les
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Discussion générale et conclusion

mécanorécepteurs a bas seuil LTMR (low-threshold mechanoreceptor), la LTMR zone, comme
I’indiquent les travaux d’Abraira et al., (2017). L’analyse génétique des différents sous-types
d’interneurones de cette zone révele que 9,6 % des interneurones excitateurs expriment

spécifiqguement le récepteur 5-HTs.

Nos travaux mettent en évidence une activité constitutive du récepteur 5-HTs jamais
décrite dans la douleur neuropathique, récepteur connu pour ses effets sur les fonctions
cognitives et sur le développement neural. Nous avons montré que des agonistes inverses du
récepteur, le SB258585 et le PZ1388, contrairement aux antagonistes neutres (PZ668, CPPQ)
améliorent le comportement douloureux. A coté de leur localisation ciliaire spinale nous avons
trouvé une augmentation du nombre de cils primaires 5-HTs" en condition de douleur
neuropathique chez la souris SNL. Il semblerait donc probable, conformément a I’étude de
Abraira et al., (2017), qu’une augmentation du nombre d’interneurones excitateurs exprimant
le récepteur 5-HTp ait lieu. Une augmentation de ’activité des interneurones excitateurs et une
diminution de I’excitabilité des interneurones inhibiteurs a été caractérisée au niveau de la
couche Il de la corne dorsale spinale chez des animaux douloureux neuropathiques (SCI et
PSNL) (Imlach et al., 2016; Kopach et al., 2017). Nous pouvons formuler ’hypothése,
qu’indépendamment de la diminution du niveau de 5-HT endogéne dans la moelle épiniére (Liu
et al., 2010; Dam et al., 2014) et de I’augmentation du nombre d’afférences nociceptives
projetant dans les couches superficielles (notamment la couche I1) (Redondo-Castro et al.,
2013) en condition de douleur neuropathique, la simple augmentation de 1’expression du
récepteur 5-HTe au niveau des interneurones excitateurs, associée a son activité constitutive,
peut entrainer une hyperexcitabilité responsable d’une facilitation de la transmission

douloureuse et I’apparition d’une hypersensibilité mécanique et thermique.

Nos travaux mettent egalement en évidence, le rdle de la voie mTOR sous la dépendance
du récepteur 5-HTs dans la douleur neuropathique. Nous avons montré que I’activation du
récepteur 5-HTs, qu’elle soit liée a la présence d’un agoniste in vitro, ou indépendamment de
la fixation de son ligand in vitro et in vivo chez le rat douloureux, entraine une augmentation
de I’activation de la voie mTOR au niveau des cornes dorsales spinales, augmentation retrouvée
dans d’autres études (Zhang et al., 2013; Cui et al., 2014; X. Wang et al., 2016; Guo et al.,
2017; Liuetal., 2017). Cette hyperactivation est responsable, au moins en partie des symptdmes
douloureux neuropathique, dans la mesure ou I’administration spinale de rapamycine, en

diminuant la phosphorylation de cette voie au niveau des cornes dorsales spinales, diminue
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¢galement 1’allodynie mécanique et thermique chez le rat SNL. L’approche originale, apres
identification de la séquence peptidique sur I’extrémité C-ter du récepteur 5-HTs spécifique de
son interaction physique avec mTOR, consistant a 1’administration d’un peptide interférant
mimant cette séquence, et piégeant mTOR (peptide (TAT-VEPE) s’est révélée encourageante :
a coté de ses propriétés antalgiques dans les modéles SNL et OXA, cette approche, tout comme
le blocage du récepteur 5-HTs et de mMTOR, a permis de restaurer les performances cognitives
des animaux. Ces résultats apportent la preuve d’un lien direct entre le récepteur 5-HTe et
MTOR et de son rdle délétére dans la douleur neuropathique.

La démonstration d’une interaction réciproque entre le récepteur 5-HTg et Cdk5 (Duhr
et al., 2014) se traduisant par la phosphorylation de I’extrémité C-ter (Ser*®®) du récepteur par
la kinase, nous incite a poursuivre ce travail pour déterminer si Cdk5 (avec Cdc42) est
impliquée dans I’activité constitutive du récepteur et la place de mTOR dans celle-ci. La mesure
in vitro des concentrations d’AMPc reflétant 1’activité constitutive du récepteur en présence ou
non de rapamycine, du peptide TAT-VEPE, de roscovitine devrait apporter les premiers

éléments de réponse.

Enfin, nos résultats confirment la faible efficacité de la fluoxétine, bien connue des
cliniciens (Finnerup et al., 2010), sur I’allodynie tactile dans le modéle SNL chez le rat,
rapportée par Dupuis et al., (2017). Cet effet modeste est retrouvé dans le modeéle de douleur
neuropathique diabétique (STZ) (Pichon et al., 2010). La 5-HT joue un rdle clé dans la
modulation de I’information douloureuse. Des travaux fondamentaux réalisés dans différents
modeles de neuropathie douloureuse montrent que sa concentration est diminuée dans la moelle
spinale dorsale et le thalamus dans le modele SNL (Goettl et al., 2002; Liu et al., 2010; Dam et
al., 2014), au niveau du RMg dans les modéles CCl et STZ (Sounvoravong et al., 2004), au
niveau de la moelle spinale et de la RVM dans le modele de douleur associée a la maladie de
Parkinson, (Wang et al., 2017). Dans ce modele ainsi que dans le modéle SNL, une réduction
du nombre de neurones sérotoninergiques de la RVM et de la moelle spinale ont été mis en
évidence (Leong et al., 2011; Wang et al., 2017). Ainsi, la douleur neuropathique pourrait
résulter d’une perte ou d’une activité réduite du systéme sérotoninergique inhibiteur. Le
mécanisme d’action antalgique des antidépresseurs ISRS communément avancé est un
renforcement des voies descendantes inhibitrices bulbospinales issues du tronc cérébral par
inhibition de la recapture de la 5-HT. Cette augmentation de la concentration extracellulaire de
5-HT (Sorkin et al., 1991) va étre responsable de I’activation des différents récepteurs

sérotoninergiques, certains ayant un rdle antalgique, d’autres pro-algique, 1’effet résultant de
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I’addition de ces deux versants du systéme sérotoninergique. Nous avons montré qu’il était
possible d’intervenir sur 1’activité constitutive du récepteur 5-HTs et sur la voie de signalisation
mTOR dépendante de celle-ci (versant pro-algique) et nous avons obtenu un bénéfice
supplémentaire en renforcant la neurotransmission serotoninergique avec la fluoxétine. La
potentialisation de I’effet anti-allodynique de la fluoxétine par I’agoniste inverse 5-HTg pourrait
passer par une modulation de la neurotransmission GABAergique et glutamatergique qu’il
serait intéressant d’évaluer par les variations de concentration extracellulaire de ces

neurotransmetteurs en microdialyse spinale.

En conclusion, ces travaux de thése ont permis i) d’identifier la localisation sub-
cellulaire du récepteur 5-HTe dans la moelle épiniére et de mettre en évidence une augmentation
du nombre de neurones 1’exprimant en condition neuropathique ; ii) de décrire, pour la premiére
fois, dans ce contexte douloureux 1’activité constitutive du récepteur 5-HTe et de caractériser
I’implication de la voie mTOR sous la dépendance du récepteur 5-HTs ; iv) de proposer une

stratégie combinatoire en vue d’optimiser 1’efficacité antalgique des ISRS.

Ce travail ouvre de nouvelles pistes pour la prise en charge des douleurs neuropathiques
chroniques avec le développement de nouveaux agonistes inverses du récepteur 5-HTs (le
composé PZ1388 fait ’objet d’un dép6t de brevet) dans cette indication et offre de nouvelles
perspectives dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques de la douleur
chronique neuropathique ou inflammatoire par I’exploration des autres partenaires du récepteur
5-HTs, (Cdk5 par exemple) et la caractérisation des acteurs cellulaires et moléculaires

impliqués
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