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RESUME 
 

La mise en place des circuits neuronaux est un processus complexe et finement régulé. 

Lorsque ce processus est altéré, des pathologies neuro-développementales telles que la 

schizophrénie ou les troubles du spectre de l’autisme apparaissent, dont la prise en charge 

thérapeutique est à ce jour insuffisante. Le récepteur 5-HT6 de la sérotonine est une cible 

thérapeutique intéressante pour le traitement des déficits cognitifs associés à ces pathologies. 

Cependant les mécanismes qui sous-tendent son rôle dans le neuro-développement ne sont 

pas complètement élucidés. En effet, l’étude des fonctions du récepteur 5-HT6 in vivo est à ce 

jour compliquée, car sa localisation exacte dans le système nerveux central est encore mal 

connue. Cette méconnaissance résulte de l’absence d’anticorps spécifiques permettant de 

réaliser des études d’immunomarquage in vivo. Mon travail de thèse a permis de contourner 

ce problème et de réaliser une cartographie complète de l’expression du récepteur 5-HT6 au 

cours du développement, grâce à l’utilisation d’un modèle murin de souris knock-in exprimant 

le récepteur 5-HT6 portant une étiquette fluorescente (GFP). Cette étude a permis de mettre 

en évidence non seulement les structures mais également les types cellulaires qui expriment 

le récepteur. J’ai ainsi pu déterminer que le récepteur est exprimé très tôt dans le 

développement, et que son expression persiste à l’âge adulte. On le retrouve aussi bien dans 

les neurones de projection que dans les astrocytes, où il est localisé de façon prépondérante 

à la membrane du cil primaire, un organite impliqué dans divers phénomènes 

développementaux incluant la migration neuronale. Des animaux knock-out qui n’expriment 

plus le récepteur 5-HT6 présentent des cils raccourcis, indiquant un rôle du récepteur dans les 

fonctions ciliaires. J’ai pu montrer que cette localisation subcellulaire, conforme à ce qui a été 

décrit dans la littérature, est étonnement modifiée pendant les 10 premiers jours post-nataux, 

où le récepteur se trouve majoritairement relocalisé dans le compartiment somato-dendritique. 

Cette relocalisation du récepteur au niveau du soma semble essentielle à son interaction avec 

certains de ses partenaires, comme GPRIN1. In vitro, le complexe formé par GPRIN1 et le 

récepteur promeut la complexification de l’arborisation dendritique. Mon travail a permis de 

mettre en évidence in vivo l’interaction entre GPRIN1 et le récepteur 5-HT6 au niveau de la 

membrane du soma des neurones, dans des tranches de cerveau de souris au stade post-

natal. Enfin, j’ai démontré que l’inhibition pharmacologique de l’activité constitutive du 

récepteur par des composés agonistes inverses durant la période post-natale induit des 

déficits comportementaux de sociabilité mesurés à l’adolescence. Cela suggère un rôle 

critique de l’activité constitutive du récepteur spécifiquement pendant les premiers jours du 

neuro-développement postnatal, lorsqu’il est localisé dans le compartiment somato-

dendritique. Ainsi, mon travail de thèse a permis de caractériser précisément la localisation du 

récepteur au cours du développement, du stade embryonnaire à l’adulte. Une découverte 

majeure de mon travail est la relocalisation dynamique du récepteur du cil vers le compartiment 

somato-dendritique au cours de la période post-natale et le fait que l’inhibition de l’activité 

constitutive du récepteur durant cette période induit une altération du comportement social. 

Cette observation originale pourrait expliquer le rôle clé joué par le récepteur à cette période 

critique du développement neuronal. Cette étude forme une base solide pour de futures 

recherches sur les fonctions du récepteur 5-HT6 au cours du développement et chez l’adulte 

et confirme son intérêt comme cible thérapeutique dans le cadre des pathologies neuro-

développementales. 
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ABSTRACT 
 

The establishment of neural circuits is a complex and finely regulated process. When this 

process is altered, neurodevelopmental pathologies such as schizophrenia or autism spectrum 

disorders can appear, for which efficient treatment is lacking. The serotonin 5-HT6 receptor is 

an interesting therapeutic target for the treatment of cognitive deficits associated with these 

pathologies. However, the mechanisms underlying its role in neurodevelopment are not fully 

understood. Indeed, the study of the functions of the 5-HT6 receptor in vivo is complicated 

because its exact location in the central nervous system is still poorly known. This lack of 

knowledge results from the absence of specific antibodies allowing to perform immunostaining 

studies in vivo. My work allowed to overcome this problem and to carry out a complete mapping 

of the expression of the 5-HT6 receptor during development, thanks to the use of a knock-in 

mouse model expressing the 5-HT6 receptor bearing a fluorescent tag (GFP). This study made 

it possible to identify not only the structures but also the cell types which express the receptor. 

I was able to determine that the receptor is expressed very early in development, and that its 

expression persists into adulthood. It is found in projection neurons as well as in astrocytes, 

where it is predominantly located in the primary cilium, an organelle involved in various 

developmental phenomena including neuronal migration. Knock-out animals that no longer 

express the 5-HT6 receptor exhibit shortened cilia, suggesting a role of the receptor in ciliary 

functions. Interestingly, I was able to show that this subcellular localization is strongly modified 

during the first 10 postnatal days, where the receptor is mainly relocated in the somatodendritic 

compartment. This relocation of the receptor to the soma seems essential for its interaction 

with some of its partners, such as GPRIN1. In vitro, the complex formed by GPRIN1 and the 

receptor promotes the complexification of dendritic arborization. My work demonstrated in vivo 

the interaction between GPRIN1 and the 5-HT6 receptor at the level of the somatic membrane 

of neurons, in postnatal mice brain slices. Eventually, I demonstrated that the pharmacological 

inhibition of the constitutive activity of the receptor by inverse agonist compounds during the 

postnatal period induces behavioral sociability deficits measured in adolescence. This 

suggests a critical role of the constitutive activity of the receptor specifically during the first 

days of postnatal neurodevelopment, when it is localized in the somatodendritic compartment. 

Thus, my thesis work made it possible to precisely characterize the location of the receptor 

during development, from the embryonic stage to adulthood. A major discovery of my work is 

the dynamic relocation of the receptor from the cilium to the somatodendritic compartment 

during the postnatal period and the fact that the inhibition of the constitutive activity of the 

receptor during this period induces an alteration in social behaviour. This original observation 

could explain the key role played by the receptor at this critical period of neuronal development. 

This study forms a solid basis for future research on the functions of the 5-HT6 receptor during 

development and in adults and confirms its interest as a therapeutic target in the context of 

neurodevelopmental pathologies. 
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INTRODUCTION 
 

 

Le neuro-développement comprend un ensemble de phénomènes complexes qui 

permettent la construction d’un cerveau mature et fonctionnel. De nombreuses 

pathologies cérébrales comme la schizophrénie, les troubles du spectre de l’autisme, 

ou différents retards mentaux résultent de l’altération de plusieurs étapes clés du 

neuro-développement. Il est donc important d’en connaitre les mécanismes et leur 

régulation afin de comprendre la physiopathologie des maladies d’origine neuro-

développementales.  

Les travaux réalisés ces dernières années par plusieurs équipes, incluant mon 

laboratoire de thèse, ont permis d’identifier le récepteur 5-HT6 de la sérotonine comme 

étant un acteur important du contrôle de différents processus neuro-

développementaux. Ce récepteur a aussi été identifié comme une cible thérapeutique 

prometteuse pour le traitement des déficits cognitifs associés à certains troubles 

neuro-développementaux. Le récepteur 5-HT6 fait partie de la superfamille des 

récepteurs couplés aux protéines G, qui peuvent interagir avec des réseaux de 

protéines complexes et moduler des voies de signalisation variées. Les expériences 

menées précédemment par mon équipe ont permis d’identifier de nombreux 

partenaires protéiques du récepteur 5-HT6. Ces études ont dévoilé l’implication du 

récepteur dans des voies de signalisation importantes pour divers processus 

développementaux. Cependant, ses fonctions restent encore peu étudiées. 

Notamment, son profil d’expression dans le cerveau, que ce soit à l’échelle de l’organe, 

cellulaire ou subcellulaire, reste mal connu et il est ainsi indispensable de réaliser un 

travail de cartographie de son expression pour mieux comprendre ses rôles dans le 

développement cérébral, ce qui a constitué le principal objectif de mon travail de thèse. 

Avant de décrire les résultats expérimentaux obtenus au cours de ce travail, ce 

manuscrit débutera par une introduction bibliographique constituée de 3 chapitres, 

consacrés dans l’ordre aux étapes du neuro-développement, aux récepteurs couplés 

aux protéines G et les voies de signalisation associées, et enfin à la sérotonine et au 

récepteur 5-HT6. 



11 

 

CHAPITRE I : NEURO-DEVELOPPEMENT 
 

 

A)  ETAPES DU NEURO-DEVELOPPEMENT 
 

Le développement du système nerveux central nécessite une succession de 

mécanismes complexes, très précisément régulés dans le temps. Il requiert non 

seulement la formation des structures cérébrales mais aussi la mise en place des 

réseaux qui leur permettent de communiquer entre elles. Il peut être décomposé en 4 

étapes principales : 

- La formation du tube neural 

- La prolifération cellulaire et la neurogénèse 

- La migration des cellules 

- La formation des prolongements neuronaux et la formation des connexions 

synaptiques 

 

1) FORMATION DU TUBE NEURAL (NEURULATION) 
 

Le développement du système nerveux débute à la 3ème semaine de gestation chez 

l’humain et au 7ème jour (E7) chez la souris (la période de gestation chez la souris dure 

en moyenne 20 jours). A la gastrulation, l’embryon présente trois feuillets 

embryonnaires : l’endoderme (qui donnera les organes des systèmes digestif et 

respiratoire), le mésoderme (qui donnera le système circulatoire, les reins, les organes 

génitaux, les os, les muscles squelettiques, les tissus conjonctifs) et l’ectoderme (qui 

donnera l’épiderme et le système nerveux). La notochorde est une structure dérivée 

du mésoderme ayant une forme de tige le long de l’axe antéro-postérieur de l’embryon 

(figure 1A représentant une vue transversale, la notochorde est représenté en bleu). 

C’est une structure qui a un rôle primordial dans la neurulation, car elle sécrète des 

facteurs morphogènes qui vont permettre de manière paracrine la différenciation des 

cellules de l’ectoderme situées à proximité. Elle sécrète notamment la chordine, la 

noggine et la follistatine, qui sont des inhibiteurs des Bone Morphogenic proteins 
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(BMP). Les BMP induisent la différenciation de l’ectoderme en épiderme, leur blocage 

permet donc la différenciation « par défaut » en plaque neurale. La plaque neurale 

donnera le système nerveux central. Elle est délimitée par les crêtes neurales, qui 

donneront le système nerveux périphérique. La plaque neurale s’invagine puis se 

referme au niveau des crêtes neurales pour former le tube neural (Figure 1A). La 

lumière du tube neural est délimitée au départ d’une seule couche cellulaire, le 

neuroépithélium. 

Le tube neural se différencie selon l’axe antéro-postérieur pour donner les différentes 

vésicules cérébrales (le prosencéphale, le mésencéphale et le rhombencéphale) et la 

future moelle épinière (figure 1B). Le prosencéphale se fractionnera en deux 

Figure 1 : Formation du tube neural et des vésicules cérébrales

(A) Vue transversale de la formation du tube neural. (a) sous l’effet de la notochorde 

(en bleu), les cellules de l’ectoderme à proximité commencent à proliférer et forment 

une structure épaisse : la plaque neurale. (b) Par un mécanisme d’invagination, la 

gouttière neurale se forme. (c) La gouttière neurale va se refermer au niveau des 

crêtes neurales, à la bordure de la plaque neurale. (d) Le tube neural se referme 

complètement et se retrouve entouré de structures mésodermiques. (B) Vue frontale 

de la formation des vésicules cérébrales. Au départ sous forme de 3 vésicules (à 

gauche) : le prosencéphale (vert), le mésencéphale (orange) et le rhombencéphale 

(violet). Le prosencéphale se divisera en deux vésicules : le télencéphale et le 

diencéphale. Le mésencéphale reste une même vésicule, et le rhombencéphale se 

divisera en métencéphale et myélencéphale. Adapté de Cearns et al., 2016; Cuoco 

et al., 2016.

(A) (B)
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vésicules : le télencéphale et le diencéphale (comprenant le cortex, le striatum, 

l’hippocampe, le thalamus, l’hypothalamus et l’épithalamus). 

Le rhombencépale se divisera pour donner le métencéphale (futur cervelet) et le 

myélencephale (qui formera le pont et le bulbe rachidien). Le tube neural se différencie 

également d’un point de vue dorso-ventral, par l’action de la notochorde. Un acteur 

important de cette différenciation dorso-ventrale est sonic hedgehog (Shh), principal 

ligand de la voie de signalisation Hedgehog (Hh), un facteur morphogène sécrété par 

la notochorde. Shh va notamment provoquer la différenciation des cellules ventrales 

en motoneurones (postérieurement, au niveau de la future moelle épinière) et en 

interneurones produisant l’acide γ-aminobutyrique (GABA).

2) NEUROGENESE

Les cellules du neuroépithélium, qui forment une couche unique au départ, 

commencent à se diviser. Deux types de division peuvent avoir lieu : des divisions 

symétriques, produisant des cellules filles identiques, ou asymétriques, produisant 

deux cellules différentes. Les premières divisions prolifératives sont symétriques, 

Figure 2 : Division et différenciation des cellules de la lignée neurale

Les cellules du neuroépithélium (NE) subissent d’abord des divisions symétriques 

afin de proliférer. Elles subissent ensuite des divisions asymétriques, afin de former 

des neuroblastes (N, les progéniteurs neuronaux) ou des cellules de la glie radiaire 

(RG) qui serviront d’échafaudage à la migration. Ces RG vont ensuite subirent des 

divisions asymétriques ou symétriques afin de former les neuroblastes qui donneront 

la majorité des neurones du cerveau. Adapté de Götz and Huttner, 2005.
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générant de nouvelles cellules neuroépithéliales (figure 2). Cette division proliférative 

permet la formation de plusieurs couches de cellules, la couche en contact avec la 

lumière du tube neural étant la zone ventriculaire (VZ). Les autres couches se 

formeront au fur et à mesure de l’épaississement du tissu, nous reviendrons sur elles 

plus tard. Ces cellules neuroépithéliales subissent ensuite des divisions asymétriques, 

appelées divisions neurogéniques, donnant naissance soit à des neuroblastes (les 

progéniteurs neuronaux), soit à des cellules de la glie radiaire. Les neuroblastes sont 

les cellules post-mitotiques qui, après migration dans une couche d’accueil 

prédéterminée, pourront se différencier en neurones. Les cellules de la glie radiaire 

sont des cellules qui peuvent continuer à se diviser de manière symétrique, ou bien de 

manière asymétrique pour donner des neuroblastes ou des cellules gliales comme des 

astrocytes ou des oligodendrocytes (Götz and Huttner, 2005). Les cellules de la glie 

radiaire ont un rôle primordial de guidage des neuroblastes lors de la migration radiale, 

dont nous parlerons juste après. La neurogénèse a lieu tout au long du neuro-

développement et peut même continuer à l’âge adulte, dans certaines niches 

neurogéniques comme la zone sous-ventriculaire (qui produit des neurones qui 

migrent antérieurement jusqu’aux bulbes olfactifs) ou le gyrus denté de l’hippocampe. 

La neurogénèse adulte a un rôle démontré chez le rongeur dans l’apprentissage 

olfactif dépendant des bulbes olfactifs ou encore les fonctions mnésiques dépendantes 

de l’hippocampe comme la mémoire spatiale (Moreno et al., 2009). 

 

3) MIGRATION 
 

Comme indiqué précédemment, le tube neural est différencié sur l’axe dorso-ventral, 

ainsi différentes structures sur l’axe dorso-ventral sont responsables de la production 

de différents types de neurones. Par exemple les neurones pyramidaux du cortex sont 

produits dorsalement alors que les interneurones sont produits plus ventralement, au 

niveau de l’éminence ganglionnaire. Ainsi pour former le cortex, les neurones 

pyramidaux vont migrer simplement radialement alors que les interneurones doivent 

migrer d’abord tangentiellement (parallèlement à la surface du ventricule) pour 
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rejoindre le cortex, puis radialement pour rejoindre la couche corticale adéquat (figure 

3). 

Les cellules de la glie radiaire permettent une migration correcte des neurones 

pyramidaux au niveau des couches corticales grâce à de longs prolongements qui 

partent du corps cellulaire au niveau de la VZ et vont jusqu’à la plaque corticale. Une 

fois produits, les neuroblastes, qui sont des cellules multipolaires (elles présentent 

plusieurs petits prolongements appelés neurites), subissent une transition 

morphologique, passant de multipolaires à bipolaires avec deux neurites principaux, 

dont un « de tête » qui pointe vers le sens de migration. Ils sont ensuite guidés jusqu’à 

Figure 3 : Migration radiale et tangentielle des progéniteurs neuronaux pour former le 

cortex
(A) Représentation en coupe coronale d’un cerveau de souris en développement. La zone 

ventriculaire (VZ) dorsale est représentée en rouge. Les neurones principaux du cortex (les 

neurones de projection pyramidaux, en rouge) migrent radialement de la VZ jusqu’à la plaque 

corticale (CP) en passant par la zone sous-ventriculaire (SVZ) et la zone intermédiaire (IZ). Les 

interneurones sont produits au niveau de la VZ ventrale (en vert) au niveau de l’éminence 

ganglionnaire (GE) et migrent tangentiellement jusqu’à la plaque corticale, en passant par 

différentes routes de migration, soit la SVZ, soit la zone médullaire (MZ). (B) Les neurones de 

projections corticaux subissent des changements morphologiques pendant leur migration. 

D’abord multipolaires, ils deviennent bipolaires pour migrer le long de la glie radiaire (en marron) 

avant d’intégrer les circuits au niveau de la plaque corticale. Adapté de Dayer et al., 2015.

(A) (B)
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la plaque corticale par les cellules de la glie radiaire, et grâce à des molécules de 

guidance présentes dans le milieu extracellulaire et servant de signaux de guidage. 

Par ces mécanismes, les couches corticales se forment séquentiellement dans le 

temps, d’abord les couches profondes puis les couches plus superficielles. Les autres 

régions cérébrales présentant une structure laminaire, comme le cervelet ou 

l’hippocampe, suivent aussi un schéma de migration semblable. En revanche les 

neurones des structures non-laminaires, comme le striatum et ou le thalamus, suivent 

une migration tangentielle. 

Les mécanismes moléculaires permettant de guider les neurones lors de leur migration 

sont complexes. Ils se basent essentiellement sur l’interaction de molécules de 

guidance, présentes dans le milieu extracellulaire selon des gradients de 

concentration, avec de nombreux récepteurs présents sur les neurones en migration. 

Les voies de signalisation déclenchées par ces molécules induisent des changements 

morphologiques qui favorisent ou inhibent la migration. La reeline par exemple est un 

facteur important dans ce processus. Elle est secrétée par les cellules de Cajal-Retzius 

dans la zone marginale (MZ, figure 3), la couche la plus superficielle du cortex. La 

reeline se lie aux récepteurs Apolipoprotein E Receptor 2 (ApoER2) et Very Low 

Density Lipoprotein receptor (VLDLR), induisant la phosphorylation de Dab1 par les 

kinases Fyn et Src, ce qui active la voie phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-Akt-

Glycogène Synthase 3 β (GSK3 β). Cette voie inhibe la phosphorylation de Tau, une 

protéine associée aux microtubules. Ce mécanisme stabilise les microtubules au 

niveau du prolongement de tête des neurones bipolaires en migration, ce qui favorise 

leur migration (Beffert et al., 2004; Katsuyama and Terashima, 2009; Sekine et al., 

2014). Des mutations du gène codant pour la reeline chez les souris reeler induisent 

de profondes perturbations développementales, entre autre une désorganisation des 

couches corticales (Katsuyama and Terashima, 2009). 

Dans les progéniteurs neuronaux en migration, la translocation du noyau à la base du 

prolongement de tête, ou nucléokinèse, est une étape importante. Le prolongement 

de tête s’élargit d’abord à sa base, afin que le centrosome, centre organisateur des 

microtubules, puisse y migrer. Ce phénomène est suivi de la translocation du noyau, 

qui est relié au centrosome par un réseau de microtubules, au niveau du prolongement 

de tête (Marín et al., 2010). Ainsi l’ancrage du noyau aux microtubules est important 

pour ce phénomène. Chez l’homme, certaines pathologies sont issues de défauts de 
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migration neuronale, comme la lissencéphalie. Elle est caractérisée par un cortex non-

stratifié et l’absence de circonvolutions. Deux gènes sont impliqués dans ces 

caractéristiques : LIS1 (lissencephaly-1) et DCX (Double-cortine lié à l’X). Une 

mutation de LIS1 cause une lissencéphalie autosomale dominante (Lo Nigro et al., 

1997). Une mutation de DCX induit une lissencéphalie liée au chromosome X chez 

l’homme et un syndrôme du « double-cortex » chez la femme, causé par un arrêt du 

processus de migration neuronale (Gleeson et al., 1998). Les protéines codées par 

ces gènes jouent un rôle important dans la nucléokinèse. La protéine Lis1 interagit 

avec les protéines NUDEL (Ndel1) et les complexes de dynéine, formant des 

complexes associés aux microtubules responsables du transport rétrograde (de 

l’extrémité du microtubule jusqu’au centrosome). Tsai et Gleeson suggèrent un modèle 

dans lequel le complexe Lis1-Ndel1-Dynéine au niveau de la membrane du noyau 

permet aux microtubules péri-nucléaires de capturer le noyau et de le déplacer 

jusqu’au centrosome via le transport rétrograde(Tsai and Gleeson, 2005). 

La migration neuronale est donc orchestrée par un ensemble de phénomènes 

extracellulaires et intracellulaires qui agissent de concert. 

 

4) POUSSE AXONALE ET DENDRITIQUE 
 

Lors de la migration des neurones, les deux neurites du neurone bipolaire vont 

commencer à se différencier. Le neurite « de tête » formera la dendrite apicale, l’autre 

formera l’axone. L’axone est le prolongement le plus long et fin. Il présente un cône de 

croissance à son extrémité. Le cône de croissance est une structure extrêmement 

dynamique, très riche en actine qui permet des changements morphologiques rapides. 

Son rôle est de sonder le milieu extracellulaire, afin de guider l’axone jusqu’à sa cible, 

qui peut être un autre neurone. Une fois la cible atteinte, le cône de croissance se 

rétracte et l’axone pourra former une synapse. 

L’arborisation dendritique se forme une fois que le neurone a terminé sa migration. En 

fonction du type neuronal, le neurone perd ou non sa morphologie bipolaire. Par 

exemple dans le cas des neurones pyramidaux, la dendrite apicale reste et se ramifie, 

mais d’autres dendrites apparaissent et se ramifient également, donnant à ces 

neurones leur aspect caractéristique (figure 4A, E17 et P21). 
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Les cultures primaires de neurones préparées à partir d’embryons de rat ou de souris 

sont des modèles très couramment utilisés pour étudier le développement de 

l’arborisation dendritique. 

Dans ces modèles, on distingue 5 stades de développement qui récapitulent le 

développement du neurone in vivo (figure 4B). Lors du premier stade, la cellule adhère 

à son support et émet de petits lamellipodes. Pendant le stade 2, des neurites 

(A) In vivo (en haut), la polarisation commence pendant la phase de migration du neurone. Les 

neurones post-mitotiques (1) passent par un stade multipolaire (2) avant d’acquérir une 

morphologie bipolaire (3). Se forment alors un neurite de tête (« leading process », LP) et le 

« trailing process » (TP) qui donneront respectivement la dendrite apicale et l’axone. Une fois 

la position des neurones dans la plaque corticale atteinte (4), les neurites continuent leur 

développement afin d’établir des contacts synaptiques (5). (B) In vitro (en bas). Au stade 1, les 

neurones émettent de multiples prolongements de type lamellipodes ou filopodes. Au stade 2, 

entre 24h et 48h de culture (1-2 DIV, Days In Vitro), ces prolongements donnent naissance à 

des neurites immatures. Au stade 3, entre 2 et 4 DIV, la polarisation neuronale débute, un 

neurite devient l’axone tandis que les autres prolongements formeront les dendrites. Durant le 

stade 4, à partir de 4 DIV, l’ensemble des prolongements pousse rapidement, tandis que 

l’arborisation dendritique commence à se complexifier. Au stade 5, après plus de 15 jours en 

culture, les neurones terminent leur différenciation, des épines dendritiques apparaissent et 

des synapses commencent à se former. Adapté de Polleux and Snider, 2010.

Figure 4 : Formation de la polarité des neurones corticaux in vivo et in vitro.

(A)

(B)
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commencent à apparaitre. Lors du stade 3, un de ces neurites forme un cône de 

croissance et commence à s’allonger plus rapidement que les autres, il constituera 

l’axone. La formation de l’arborisation des autres neurites, qui formeront les dendrites, 

constitue le stade 4. Le dernier stade est la formation des épines dendritiques, des 

petites protubérances membranaires qui formeront la partie postsynaptique de la 

synapse en exprimant de nombreux récepteurs synaptique à leur surface (figure 4). 

La formation des dendrites est dépendante de l’activité du cytosquelette d’actine et 

des microtubules, qui doivent exercer la force nécessaire à la déformation de la 

membrane et à la stabilisation des structures formées (da Silva and Dotti, 2002). Dans 

ces processus, les Rho-GTP(guanine triphosphate)ases ont un rôle majeur, 

notamment les protéines cell division control protein 42 (Cdc42) et les Rac (Govek et 

al., 2005). Leur activation est en général dépendante de l’activation de récepteurs 

membranaires, comme les récepteurs tyrosine kinase (RTK) ou les récepteurs couplés 

aux protéines G (RCPG). Par exemple l’activité de RTK comme TrkB, un récepteur du 

brain-derived neurotrophic factor (BDNF), module l’activité des protéines Cdc42 et 

Rac1. Dans des cultures de neurones hippocampiques, la phosphorylation de TrkB 

par la Cyclin dependant kinase (Cdk) 5 stimule la pousse neuritique par le biais de 

l’activation de Cdc42 (Cheung et al., 2007). De même l’activation de Rac1 et Cdc42 

par le nerve growth factor (NGF) stimule la pousse neuritique dans des cellules de la 

lignée PC12 (Aoki et al., 2004). 

L’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) est aussi un messager important pour 

la pousse neuritique. L’augmentation des taux intracellulaires d’AMPc favorise la 

pousse neuritique et la régénérescence axonale (Stiles et al., 2014). La régulation de 

la production d’AMPc dépend notamment de l’activité des RCPG couplés aux 

protéines Gαs et Gαi, dont nous parlerons plus tard en détail.  

Ainsi encore une fois, l’interaction entre des facteurs extracellulaires, comme des 

facteurs de croissance, et des acteurs intracellulaires permet le développement de la 

morphologie neuronale.  

Récemment, le cil primaire, un organite non-motile présent dans un grand nombre de 

types cellulaires, a été identifié comme étant un centre intégrateur important de 

signaux extracellulaires impliqués dans le neuro-développement. 
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B) LE CIL PRIMAIRE, ORGANITE CLE DU NEURO-

DEVELOPPEMENT 
 

1) DECOUVERTE ET CARACTERISTIQUES GENERALES 
 

Le cil primaire est un organite non-motile présent dans un grand nombre de types 

cellulaires, comme les cellules issues de la lignée neurale (neurones, astrocytes et 

oligodendrocytes). Il constitue une protubérance membranaire qui émerge du corps 

cellulaire. Sa structure cytosquelettique interne est faite de 9 doublets de microtubules 

(figure 5, en vert), formant l’axonème. Sa base est caractérisée par la présence d’un 

corps basal, fait de 9 triplets de microtubules, lequel est relié au centrosome. Au niveau 

de la base du cil est aussi présente une zone de transition dont le rôle est notamment 

de réguler le trafic de protéines entre le cil et le reste de la cellule. Cette organisation 

le rapproche d’autres structures présentes dans différents types cellulaires : le cil 

motile et le flagelle, qui eux présentent 9 doublets de microtubules plus un doublet 

central qui permet leur motilité. La composition protéique du cil est notamment 

caractérisée, à l’instar des flagelles et des cils motiles, par un système de transport 

intraflagellaire (intraflagellar transport, IFT). Ce système permet notamment le trafic de 

protéines à l’intérieur du cil, par un transport antérograde (de la base du cil vers son 

extrémité) organisé par les kinésines et un transport rétrograde (de l’extrémité du cil 

vers sa base), réalisé par les dynéines (figure 5). Ce système IFT participe à la 

formation et la maintenance du cil mais aussi à ses fonctions, en régulant le trafic de 

différentes protéines, notamment des récepteurs présents à sa surface. 
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La caractéristique non-motile du cil primaire lui a d’abord valu la réputation de « vestige 

évolutif » dont les fonctions ne seraient pas particulièrement importantes, voire 

inexistantes. L’existence d’autres types de cils non-motiles, présents notamment au 

niveau de la muqueuse olfactive et au niveau de la rétine, et permettant 

respectivement la sensibilité aux odeurs et à la lumière, a amené à l’hypothèse que 

les cils primaires pourraient avoir un rôle de senseur du milieu extracellulaire. Tout au 

Figure 5 : Anatomie du cil primaire

Le cil primaire est un organite formant une protrusion de la membrane plasmique de 

nombreuses cellules. L’axonème, sa structure interne, est composé de 9 doublets de 

microtubules et sa base, le corps basal, de 9 triplets de microtubules (en vert) reliés au 

centrosome. La base est dotée d’une zone de transition, importante pour le trafic des 

protéines entre le cil et le reste de la cellule. Le transport des protéines en sein du cil 

est assuré par l’IFT. Le transport antérograde (flèches bleues) assure le transport des 

protéines ciliaires de la base du cil vers son extrémité ; le transport rétrograde (flèches 

oranges) de l’extrémité du cil jusqu’à la base. Par exemple la kinésine-2, une protéine 

motrice antérograde transporte les protéines ciliaires en formant un complexe avec le 

complexe IFT B (en rouge et orange), tandis que le complexe IFT A fait l'inverse en se 

liant à la dynéine 1b (en bleu et jaune) et achemine les protéines ciliaires du cil vers le 

corps cellulaire. Adapté de Higgins et al., 2019.



22 

 

long du 20ème siècle, le cil primaire a pu être de mieux en mieux observé notamment 

grâce à l’émergence des différentes méthodes de microscopie, et différents rôles 

physiologiques ont pu lui être attribués. 

 

2) IDENTIFICATION DE SON ROLE FONCTIONNEL COMME 

« ANTENNE CELLULAIRE »  
 

Dès la fin des années 90, l’étude des rôles du cil primaire a pris un réel essor dans le 

cadre d'études sur le rein, notamment dans l’étude de la polykystose rénale (Pazour 

et al., 2000). Un modèle animal de cette maladie est la souris portant une mutation du 

gène Tg737, dont la fonction était alors inconnue. Cette étude a montré que le gène 

Tg737 est homologue du gène Ift88 présent chez le Chlamydomonas. Ift88 code pour 

une protéine, IFT88 qui participe au système de l’IFT et à la formation des cils 

primaires. Les auteurs montrent que les cils primaires des cellules rénales chez les 

souris portant la mutation sont plus court que la normale. Des études fonctionnelles 

dans des cellules rénales en culture ont permis de valider le rôle mécano-senseur du 

cil primaire et son implication dans l’élévation des niveaux de calcium intracellulaire 

suite à une stimulation mécanique (Praetorius and Spring, 2003, 2001). Ces études 

ont donc démontré que le cil primaire n’est pas un organite inerte, mais peut jouer un 

rôle dans la physiologie de la cellule et dans le développement de pathologies.  

L’implication du cil primaire dans la voie de signalisation Hedgehog (Hh) est 

probablement la découverte majeure ayant permis de démontrer un rôle critique du cil 

primaire dans différents mécanismes de développement. En effet, une étude majeure 

publiée au début des années 2000 (Huangfu et al., 2003) a identifié que des mutations 

au niveau de gènes codant pour certaines protéines de l’IFT induisent des défauts 

neuro-développementaux rapidement létaux chez la souris. Ces défauts sont 

notamment caractérisés par une neurulation complètement altérée, avec une absence 

de la différenciation des cellules ventrales du tube neural, phénomène dépendant de 

Shh et de la voie Hh.  
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La voie Hh est une voie de signalisation complexe qui régule entre autre la 

différenciation des cellules ventrales du tube neural en agissant sur des facteurs de 

transcriptions : les protéines Gli. Ces facteurs vont pourvoir activer ou inhiber 

l’expression de certains gènes. La protéine Gli3 notamment est un répresseur de 

l’expression des gènes activés par Shh (figure 6). 

Chez des souris qui présentent une mutation de Shh entrainant des défauts de 

différenciation des neurones moteurs ventraux, une mutation perte de fonction de Gli3 

restaure la différenciation. Dans cette étude, la mutation des gènes codant pour les 

protéines IFT88 et Kif3a (Kinésine intraflagellaire 3a), des protéines de l’IFT, induit des 

défauts développementaux semblables à ceux induits par la mutation de Shh. La 

double mutation de ces protéines et de Gli3 restaure la différenciation, démontrant que 

les protéines de l’IFT régulent la voie Hh. C’est plus tard que le mécanisme global de 

la transduction du signal Shh est décrit plus en détail. Dans son état inactivé, le 

récepteur Patched 1, récepteur de Shh, est localisé au niveau du cil primaire (Rohatgi 

et al., 2007), ce qui inhibe la translocation au niveau du cil du récepteur Smoothened 

(Smo), activateur de la voie Hh (Corbit et al., 2005; Rohatgi et al., 2007). La liaison de 

Figure 6 : Schéma récapitulatif de l'activation de la voie de signalisation Hedgehog

La voie principale Hh. En l'absence de ligand Hh (OFF, à gauche), le récepteur Patched 1 (Ptch, 

rectangle rose) se localise à la base du cil primaire (PC) et inhibe l'entrée ciliaire du récepteur 

Smo (rectangle vert). Sufu (pentagone rose) inhibe la Gli activatrice (ovale vert) tandis que la 

Gli répressive (ovale rose) inhibe la transcription des gènes cibles. La liaison du ligand Hh 

déclenche l'internalisation de Ptch, qui permet le trafic de Smo au niveau du cil où il signale à 

Sufu de libérer la Gli activatrice. La Gli activatrice se déplace ensuite vers le noyau pour activer 

l'expression des gènes cibles. Adapté de Arensdorf et al., 2016.
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Shh avec Patched 1 induit son internalisation, ce qui rend possible la translocation de 

Smo au niveau du cil primaire. Smo pourra ensuite réguler l’activité des facteurs de 

transcription Gli (Arensdorf et al., 2016; Corbit et al., 2005; Rohatgi et al., 2007) (figure 

6). 

Ainsi, ces données montrent que la voie Hh, une voie de signalisation majeure du 

neuro-développement, est reliée au cil primaire. L’importance de compartimenter cette 

voie au niveau du cil reste à expliquer. En effet chez les invertébrés comme la 

Drosophile, la voie Hh ne dépend pas d’un cil primaire (Arensdorf et al., 2016). 

 

3) ROLES DEVELOPPEMENTAUX DU CIL PRIMAIRE 
 

Le cil primaire possède au niveau de sa membrane de nombreux récepteurs, 

notamment des RCPG. Ainsi, il est impliqué dans de nombreuses voies de 

signalisations et participe à divers processus physiologiques. 

a) Rôles dans la prolifération cellulaire et neurogénèse 

L’importance du cil primaire pour la voie Hh implique que de nombreux mécanismes 

médiés par cette voie pourraient dépendre du cil primaire. 

Différentes études, basées sur la mutation de gènes codant pour des protéines 

indispensables à la formation du cil, les protéines Stumpy et Kif3a, ont ainsi montré 

son importance majeure notamment dans la prolifération et la neurogénèse 

embryonnaire (Breunig et al., 2008) et adulte (Han et al., 2008) au niveau de 

l’hippocampe, ainsi qu’au niveau du cervelet (Spassky et al., 2008). 

b) Rôles dans la migration neuronale 

D’autres voies de signalisation ont ensuite été reliées au cil primaire dans des cellules 

non neuronales. C’est le cas de la migration des fibroblastes sous le contrôle de la 

signalisation médiée par le ligand Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) AA et son 

récepteur PDGFRα (Schneider et al., 2005). Ces cellules migrent dans certaines 

conditions, comme lors du développement ou d’une réparation tissulaire. Ce 

phénomène de migration est médié par un gradient de concentration croissante de 

PDGF-AA, ainsi que par l’expression de son récepteur PDGFRα au niveau du cil. Des 

fibroblastes dans lesquels la ciliogénèse a été altérée par la mutation Tg737 (la même 
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mutation que dans le modèle de polykystose rénale) ne répondent plus à ce gradient 

de PDGF-AA et ne migrent pas de façon correcte in vitro (Schneider et al., 2010). Ce 

rôle du cil dans la migration des fibroblastes a motivé des études sur un potentiel rôle 

du cil primaire dans la migration neuronale.  

Deux études majeures publiées en 2012 démontrent que la migration tangentielle des 

interneurones, leur permettant de rejoindre le cortex pendant le développement 

embryonnaire, dépend du cil primaire (Baudoin et al., 2012; Higginbotham et al., 2012). 

Dans la première étude (Baudoin et al., 2012), les auteurs observent la formation d’un 

cil primaire dans les interneurones qui migrent tangentiellement, au moment où ils 

intègrent la plaque corticale. Lorsqu’une délétion conditionnelle de Kif3a et IFT88 est 

effectuée, produisant une ablation du cil dans ces neurones, leur capacité à se 

réorienter au niveau de la plaque corticale est altérée. L’inhibition de la voie Hh par un 

antagoniste du récepteur Smo induit les mêmes types de défauts, indiquant 

l’implication de la voie Hh dans la migration des interneurones. 

Dans la deuxième étude (Higginbotham et al., 2012), une autre approche de délétion 

génétique est utilisée : la délétion de la protéine Arl13b (ADP-ribosylation factor-like 

protein 13B), une petite GTPase très enrichie au niveau du cil primaire. Les neurones 

dans lesquels Arl13b est déletée possèdent toujours un cil primaire mais deviennent 

incapables de réagir à certains signaux extracellulaires dont les récepteurs sont au 

niveau du cil (notamment les récepteurs Robo 1/2, TrkB et le récepteur 5-HT6, sujet 

de cette thèse dont nous parlerons en détail plus tard). Ces récepteurs présentent 

notamment une dynamique membranaire ralentie, démontré par la technique de 

redistribution de fluorescence après photoblanchiment (FRAP). Cette délétion d’Arl13b 

induit au final des défauts de migration des interneurones. Une autre étude de ce 

même groupe (Higginbotham et al., 2013) indique que les cellules de la glie radiaire 

possèdent un cil primaire. Une délétion d’Arl13b spécifiquement au niveau de ces 

cellules inverse leur polarité, indispensable à la migration correcte des neurones 

pyramidaux. Cette inversion altère la migration radiale de ces neurones, ce qui conduit 

à une désorganisation des couches corticales. 

Plus récemment, une étude s’est intéressée au rôle du cil primaire dans la migration 

des neurones issus de la neurogénèse adulte au niveau de la SVZ, qui migrent dans 

le flux rostral migratoire pour rejoindre les bulbe olfactifs (Stoufflet et al., 2020). Cette 
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étude montre la présence d’une zone de concentration élevée d’AMPc au niveau du 

centrosome, à la base du cil primaire dans les neurones issus de le neurogenèse 

adulte. Cette augmentation localisée de la concentration d’AMPc, appelée point chaud, 

permet d’activer la Protéine Kinase A (PKA) au niveau du centrosome, déclenchant 

une dynamique centrosomale responsable de la nucléokinèse, phénomène important 

de la migration. L’ablation du cil primaire par une mutation du gène codant pour Kif3a 

empêche l’augmentation localisée de la concentration d’AMPc, altère la nucléokinèse 

et finalement altère la migration de ces neurones dans le flux rostral migratoire. Deux 

approches expérimentales ont permis de démontrer que ce mécanisme dépend bien 

de la voie AMPc-PKA. En effet la migration des neurones adultes est altérée 1) si on 

supprime le point chaud d’AMPc en inhibant l’expression de l’adénylate cyclase (AC) 

3, présente de façon enrichie au niveau du cil et 2) si on exprime un mutant dominant 

négatif du gène codant la PKA dépourvue de son domaine d’ancrage au centrosome. 

Ainsi le cil primaire semble être indispensable à la migration neuronale aussi bien chez 

l’embryon que chez l’adulte, et ce dans plusieurs modèles de migration : la migration 

tangentielle des interneurones et la migration radiale des neurones de projections 

embryonnaires corticaux, ainsi que la migration dans le flux rostral migratoire des 

neurones des bulbes olfactifs au stade adulte. 

L’implication du cil primaire semble dépendre de plusieurs voies de signalisations, 

notamment la voie Hh et l’AMPc/PKA, ici dépendantes du cil. 

 

c) Rôle dans la connectivité des neurones 

La présence de cils primaires dans les neurones après migration suggère qu’ils 

auraient également d’autres fonctions dans les neurones post-migratoires. A ce jour 

peu d’études ont été réalisées afin d’étudier ces rôles potentiels. On peut citer une 

étude publiée en 2012 (Kumamoto et al., 2012), qui a observé l’effet de l’ablation du 

cil primaire induite par l’expression d’une forme mutée dominante négative de Kif3a 

dans des neurones hippocampiques issus de la neurogénèse adulte. Dans ces 

neurones, la formation de l’arborisation dendritique est altérée, avec des dendrites plus 

courtes. Les auteurs observent également une réduction de l’intégration synaptique 

de ces neurones dans les circuits pré-existants. Une autre étude (Guo et al., 2017) 

montre que la délétion de la GTPase ciliaire Arl13b dans les interneurones du striatum 
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induit non seulement une réduction de la complexité de l’arborisation dendritique, mais 

aussi une altération morphologique de leur axone, avec des boutons axonaux (la partie 

présynaptique de l’axone) moins nombreux et plus petits. Ces caractéristiques 

morphologiques sont aussi associées à des altérations électrophysiologiques, ce qui 

est synonyme d’une mauvaise intégration dans les circuits neuronaux. Les résultats 

de cette étude montrent aussi que la délétion d’Arl13b induit une baisse de l’expression 

du récepteur de la somatostatine Sstr3 au niveau du cil. En sur-exprimant Sstr3 de 

façon à restaurer des niveaux ciliaires normaux chez les mutants Arl13b, un phénotype 

normal des neurones est restauré. Cela indique que la signalisation liée au récepteur 

Sstr3 ciliaire participe au développement morphologique des interneurones striataux 

et à leur intégration dans le circuit. 

 

4) ROLES DANS LA SIGNALISATION DU NEURONE ADULTE 

MATURE 
 

A ce jour, peu d’informations existent quant au rôle du cil primaire dans le neurone 

mature et déjà intégré dans les réseaux. Le neurone est une cellule fondamentalement 

plastique et sujette à différentes formes de plasticités tout au long de son existence, 

comme la plasticité synaptique. Ainsi, le cil primaire pourrait influencer la physiologie 

neuronale en participant à différentes formes de plasticité, ces phénomènes pouvant 

potentiellement être contrôlés par des récepteurs à différents ligands, comme la 

sérotonine ou la somatostatine, dont des récepteurs serraient ciliaires (notamment les 

récepteur (5-HT6 et Sstr3). Par exemple la stimulation du récepteur Sstr3 par un 

agoniste favorise la potentialisation à long terme (long-term potentiation : LTP) des 

neurones du CA1 (corne d’Amon 1) de l’hippocampe dans des tranches ex vivo 

(Einstein et al., 2010). De plus les animaux qui présentent une délétion du gène codant 

pour Sstr3 montrent des problèmes mnésiques dans le test comportemental de 

reconnaissance d’un nouvel objet. 

Le cil primaire pourrait donc rester impliqué dans la physiologie du neurone adulte en 

participant à la fonction de récepteurs et de voies de signalisation importantes pour la 

plasticité. 
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Les cils primaires peuvent donc être associés à de très nombreuses voies de 

signalisations, qui contrôlent des phénomènes très diversifiés liés particulièrement au 

neuro-développement. Dans les cas vus précédemment, la formation de l’arborisation 

dendritique semble dépendre du cil primaire, mais par le biais de différentes voies de 

signalisation selon que l’on étudie différents types de neurones, comme les 

interneurones du striatum ou bien les neurones hippocampiques issus de la 

neurogénèse adulte (Guo et al., 2017; Kumamoto et al., 2012). Il semble donc que, 

suivant le type cellulaire étudié, les fonctions ciliaires puissent varier. Ces fonctions 

pourraient par exemple dépendre des types de récepteurs exprimés à la membrane 

des cils. 

 

5) LES CILIOPATHIES 
 

Les ciliopathies désignent un ensemble de pathologies très variées ayant toutes pour 

origine des mutations diverses au niveau de gènes codant pour des protéines 

impliquées dans la fonction des cils motiles et des cils primaires. 

Plusieurs sont associées à des troubles neurologiques et psychiatriques, comme le 

syndrome de Joubert (retard mental, ataxie, développement anormal du cervelet), le 

syndrome de Bardet-Biedl (dégénérescence rétinienne, troubles cognitifs, obesité) ou 

encore le syndrome de Meckel (encéphalocèle occipitale) (Hildebrandt et al., 2011). 

On estime que la mutation de 80 gènes codant pour des protéines ciliaires seraient 

associées à des ciliopathies chez l’humain. En accord avec les rôles identifiés du cil 

dans le développement du système nerveux, la très grande majorité de ces mutations 

induisent des troubles neurologiques et neuro-développementaux (Guo et al., 2015). 

Encore à ce jour, de plus en plus de pathologies du neuro-développement sont 

identifiées comme résultant d’une altération ciliaire. C’est le cas de certaines 

malformations focales du développement cortical pouvant être liées à des mutations 

de la protéine mTOR (mechanistic target of rapamycin), une sérine/thréonine kinase 

impliquée dans de nombreux processus comme la survie cellulaire, la prolifération 

cellulaire, la croissance cellulaire ou encore la transcription de gènes (Hay and 

Sonenberg, 2004). Une étude récente montre que ces mutations se traduisent par des 

altérations de la fonction de mTOR dans les processus d’autophagie. Ceci entraine 
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l’accumulation de la protéine OFD1 (oral-facial-digital syndrome 1) au niveau des 

centrosomes et l’altération de la formation du cil, mesurée par une réduction de la 

proportion de cellules présentant un cil, et des cils raccourcis (Park et al., 2018). 

Un autre exemple récent est l’établissement d’un lien entre les pathologies résultant 

d’une altération de la fonction de l’appareil de Golgi, les golgipathies, et le cil primaire 

(Diaz et al., 2020). Yif1b (YIP1 interacting factor homolog b) est une protéine régulant 

le trafic du réticulum endoplasmique jusqu’à l’appareil de Golgi. Cette étude identifie 

l’existence de mutations du gène codant pour Yif1b chez des patients affectés par des 

retards du neuro-développement postnatal. La délétion Yif1b chez la souris induit un 

phénotype semblable à celui rencontré chez ces patients, notamment des défauts 

visuels et locomoteurs, ainsi qu’une atrophie du cervelet. De plus, la délétion de Yif1b 

induit des altérations diverses au niveau des cils primaires. Les cils des cellules de 

Purkinje du cervelet sont plus longs que chez les animaux de type sauvage, et les cils 

des neurones pyramidaux du CA1 de l’hippocampe présentent des altérations au 

niveau des structures basales : un corps basal raccourci et une distance accrue entre 

le corps basal et le centrosome. De plus les fibroblastes dérivés de la peau des souris 

mutantes ou des patients présentent des cils raccourcis. Les mutations du gène codant 

pour Yif1b pourraient donc participer à l’apparition des symptômes neuro-

développementaux en induisant divers défauts ciliaires (Diaz et al., 2020). 

Pour conclure, les cils primaires ont pendant longtemps été négligés, mais depuis une 

vingtaine d’année, leur fonction, qui semble être critique pour de nombreux 

phénomènes développementaux et physiologiques du système nerveux central, 

commence à être de mieux en mieux comprise. Il reste bien sûr de très nombreuses 

choses à élucider, car les cils primaires semblent hétérogènes, et le panel de RCPG 

exprimés à leur surface indique leur implication dans des voies de signalisation et 

fonctions qui restent à étudier. 

 
 

 



30

CHAPITRE 2 : LES RECEPTEURS COUPLES 

AUX PROTEINES G

A)GENERALITES

Les RCPG forment une famille majeure de récepteurs. On les trouve chez les 

eucaryotes ainsi que chez certains procaryotes. L’importance des RCPG dans le 

monde vivant se manifeste par leur immense diversité (environ un millier de gènes 

codant pour des RCPG ont été identifiés dans le génome humain). Les RCPG 

reconnaissent des signaux externes très variés comme les odeurs, la lumière, mais 

aussi des signaux internes comme les hormones et neurotransmetteurs. 

En plus de leur capacité à induire des cascades de signalisation intracellulaire en 

réponse à un signal extracellulaire, de nombreux RCPG possèdent une activité 

constitutive, indépendante de la présence du ligand extracellulaire (De Deurwaerdère 

et al., 2020; Seifert and Wenzel-Seifert, 2002). Les RCPG sont classés en 6 grandes 

Figure 7 : Classification des RCPG

Classification et diversité des RCPG. Chaque 

classe présente de fortes homologies de 

séquence, qui n’existent pas entre les classes. 

Les récepteur métabotropiques de la sérotonine 

appartiennent à la classe A (rhodopsin-like). 

Adapté de Bockaert and Pin, 1999.
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familles, ne montrant que très peu de similitudes de séquence entre elles : Les 

récepteurs de classe A (rhodopsin-like), B (secretin receptors family), C (Glutamate 

family), D, E et F (Frizzled/Smoothened) (figure 7). La classe A regroupe la grande 

majorité des RCPG. Bien que leurs fonctions soient très diverses, ils présentent tous 

une structure commune constituée de 7 domaines transmembranaires (de TM1 à TM7) 

reliés par 4 domaines extracellulaires (le domaine N-terminal et les domaines de e1 à 

e3) et 4 domaines intracellulaires (les domaines de i1 à i3 et le domaine C-terminal)

(figure 8).

B)SIGNALISATION CANONIQUE (PROTEINES G)

Comme leur nom l’indique, les RCPG ont été originellement identifié comme des 

récepteurs dont les fonctions sont médiées par leur couplage aux protéines G.

L’activation du RCPG induit des changements de conformation qui catalysent l’échange 

du GDP avec du GTP au niveau de la sous-unité α, ce qui provoque la dissociation de 

la sous-unité α du complexe βγ. Ces deux entités peuvent ensuite activer ou inhiber 

différentes voies de signalisation, qui elles-mêmes contrôlent de nombreux 

mécanismes. Adapté de Marinissen and Gutkind, 2001.

L’activation du RCPG induit des changements de conformation qui catalysent l’échange

Figure 8 : Voies de signalisation canoniques associées aux RCPG
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Les protéines G sont des hétérotrimères (sous-unités α, β et γ) liées aux RCPG dans 

leur forme inactive. L’activation du RCPG catalyse l’échange d’une molécule de 

guanosine diphosphate (GDP) par une molécule de guanosine triphosphate (GTP) au 

niveau de la sous-unité α. Ceci induit la dissociation de la protéine G du récepteur et 

la dissociation de la sous-unité α des deux autres sous-unités (figure 8) (Goricanec et 

al., 2016). 

Les protéines G sont classées en 4 familles principales selon la nature de la sous-unité 

α : Gαi, Gαs, Gαq et Gα12/13 (Syrovatkina et al., 2016). Chaque RCPG a un couplage 

préférentiel à un de ces types de protéines G, mais peut potentiellement être couplé à 

différentes protéines G (Lebon, 2020). 

 

- La famille Gαs est caractérisée par sa capacité à stimuler les adénylates 

cyclases (AC), les enzymes catalysant la transformation d’adénosine 

triphosphate (ATP) en AMPc. La stimulation des AC induit une élévation des 

niveaux d’AMPc intracellulaire qui déclenche l’activation de différentes 

protéines comme la PKA, certains canaux ioniques régulés par les nucléotides 

cycliques, ainsi que le facteur d’échange directement activé par l’AMPc (ou 

exchange protein directly activated by cAMP, ou Epac) (Wettschureck and 

Offermanns, 2005).  

 

- La famille Gαi inhibe les AC et tous les effets associés.  

 

- La famille Gαq active l’isoforme β de la phospholipase C (PLC), qui catalyse 

l’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en inositol 

triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’IP3 induit l’ouverture de certains 

canaux calciques présents au niveau de la membrane du réticulum 

endoplasmique (ce qui induit l’élévation des niveaux de calcium cytosoliques), 

et le DAG active les protéines kinases C (PKC) (Wettschureck and Offermanns, 

2005).  

 

- La famille Gα12/13 induit l’activation de nombreuses protéines telles que les 

Rho GTPases ou les cadhérines (Syrovatkina et al., 2016). 
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Le rôle des sous-unités βγ est moins connu, au départ vu comme un complexe 

protéique dont le seul rôle serait d’inhiber la sous-unité α, des études ont pu montrer 

qu’elles peuvent activer différentes protéines, comme les PLC, certains canaux 

calciques voltage-dépendants, la PI3K ou les mitogen-associated protein kinases 

(MAPK) (Khan et al., 2013). 

 

C) SIGNALISATION ALTERNATIVE OU NON-CANONIQUE 
 

Au-delà de ce modèle classique « RCPG –> protéine G –> second messagers », il est 

aujourd’hui bien établi que les RCPG peuvent interagir avec d’autres protéines que les 

protéines G (appelées « GPCR interacting proteins » ou « GIP » ) (Bockaert et al., 

2004). Les premières identifiées furent les kinases des RCPG (les GRK) (Benovic et 

al., 1986) et les β-arrestines (Kühn and Wilden, 1987), notamment les β-arrestines 1 

et 2 (Attramadal et al., 1992), qui sont impliquées dans la désensibilisation des RCPG 

après activation. L’activation du RCPG par un ligand induit une modification de la 

conformation du RCPG, ce qui déclenche le recrutement de GRKs. Ces kinases 

phosphorylent en retour le récepteur, ce qui promeut le recrutement des β-arrestines. 

Les β-arrestines altèrent le couplage du récepteur aux protéines G et altèrent donc la 

transduction du signal. D’autres études ont montré que les β-arrestines peuvent aussi 

participer activement à l’endocytose de certains RCPG après leur activation en 

médiant le recrutement de la clathrine, une protéine structurelle clé de l‘endocytose 

(Smith and Rajagopal, 2016). Enfin, plus récemment, mon laboratoire a montré que 

les β-arrestines sont aussi des protéines d’échafaudage essentielles pour le 

recrutement et l’activation des voies de signalisation liées aux kinases ERK1/2 

(Extracellular signal-regulated kinases 1 et 2) (Cassier et al., 2017).  

En plus des GRK et des β-arrestines, les RCPG peuvent interagir avec de nombreuses 

autres GIP qui régulent leur activité (Ritter and Hall, 2009) et leur trafic intracellulaire 

(Sauvageau et al., 2014). Les GIP peuvent même permettre aux RCPG de déclencher 

des voies de signalisation totalement indépendantes des protéines G. Par exemple le 

récepteur de l’angiotensine II AT1, canoniquement couplé à la protéine Gαq, peut 

aussi recruter la janus kinase 2 (Jak2) qui phosphoryle une protéine de la famille des 

STAT (signal transducer and activator of transcription). Cela permet l’activation de 
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mécanismes de transcription qui pourraient être à l’origine de l’effet de l’angiotensine 

II sur la croissance cellulaire (Godeny et al., 2007; Marrero et al., 1995). Un autre 

exemple est le recrutement du Na+/H+ exchange regulatory factor 1 (NHERF-1) au 

niveau du domaine C-terminal du récepteur adrénergique β2. Cette interaction permet 

au récepteur β2 de contrôler les flux ioniques dans le rein de façon indépendante des 

protéines G (Hall et al., 1998). 

Enfin, les RCPG eux-mêmes peuvent aussi être considérés comme des GIP. En effet 

de nombreuses études, majoritairement réalisées dans des systèmes de 

surexpression hétérologue in vitro, ont pu montrer que les RCPG peuvent former des 

complexes oligomériques, soit des homomères (complexes formés par le même 

récepteur), soit des hétéromères (complexes formés par des récepteurs différents) 

(Ferré et al., 2014). La fonction liée à un récepteur et son efficacité de transduction 

d’un signal peut changer selon qu’il soit sous forme monomérique, homomérique ou 

hétéromérique. Par exemple certains récepteurs métabotropiques du glutamate (les 

récepteurs mGlu) et du GABA (les récepteurs GABAB) sont des dimères obligatoires, 

qui doivent être sous forme dimérique pour transduire correctement un signal (Pin and 

Bettler, 2016). Ils peuvent former des homodimères (les récepteurs mGlu1 à mGlu8) 

ou des hétérodimères (les dimères des récepteurs GABAB1A et GABAB2 ou encore les 

dimères des récepteurs mGlu2 et mGlu4).  

Ces oligomérisations peuvent aussi permettre des phénomènes de transactivation. Il 

existe plusieurs exemples de trans-phosphorylation de récepteur au sein d’un 

hétéromère. Parmi les études ayant démontré ce phénomène, on peut citer l’exemple 

de l’association du récepteur de la sérotonine 5-HT2A avec le récepteur mGlu2 

(González-Maeso et al., 2008). L’activation du récepteur 5-HT2A par la sérotonine 

favorise la phosphorylation du récepteur mGlu2 sur son résidu sérine 843. Cette 

phosphorylation potentialise l’activation de la protéine Gαi liée au récepteur mGlu2 

(Murat et al., 2019). Bien que ce concept d’oligomères de RCPG fut principalement 

étudié dans des systèmes d’expression hétérologue, aujourd’hui il existe des preuves 

de leur existence dans des systèmes natifs. En particulier, grâce à une caractérisation 

complète de son profil pharmacologique, l’hétéromère mGlu2/mGlu4 natif a pu être 

mis en évidence sur des tranches aigües d’hippocampe de souris (Moreno Delgado et 

al., 2017). 
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Les GIP peuvent être de natures très différentes et avoir des fonctions extrêmement 

variées, leur caractérisation est donc un enjeu aussi important que difficile. Les 

méthodes les plus puissantes à ce jour sont probablement celles qualifiées de « non-

biaisées », comme la protéomique. Cette approche permet d’identifier un grand 

nombre de protéines dans un échantillon par spectrométrie de masse, sans a priori 

sur la nature de ces protéines. 

Dans cette thèse, je me suis intéressé au récepteur de la sérotonine 5-HT6, 

probablement un des RCPG dont les partenaires protéiques (qui composent son 

« interactome ») ont été le mieux caractérisés grâce à différentes approches de 

protéomique (Chaumont-Dubel et al., 2019; Duhr et al., 2014; Meffre et al., 2012). Ces 

approches ont permis d’identifier des partenaires encore inconnus du récepteur 5-HT6, 

ainsi que de nouveaux rôles du récepteur que je vais décrire dans la prochaine partie. 
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CHAPITRE 3 : LA SEROTONINE ET SES 

RECEPTEURS 
 

A) LA SEROTONINE 
 

1) DECOUVERTE 
 

La sérotonine, ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est une monoamine qui a été isolée et 

identifiée pour la première fois au milieu du 20ième siècle. En 1937, le groupe de Vittorio 

Erspamer de l’université de Pavie en Italie isole une molécule produite par les cellules 

entérochromaffines de la muqueuse gastrique du lapin (Vialli and Erspamer, 1937). 

Cette molécule provoque la contraction des intestins du rat et de la souris ainsi que de 

l’utérus du rat. Ils la nomment « entéramine ». En 1948, l’équipe d’Irvine Page, qui 

travaillait sur l’hypertension, isole à partir de sérum du sang de bœuf une molécule 

vasoconstrictrice. Il l’appellent sérotonine, pour son origine sérique et son effet tenseur 

des vaisseaux sanguins (Rapport et al., 1948a; Rapport et al., 1948b). L’année 

suivante, la structure chimique de la sérotonine est élucidée (Rapport, 1949). En 1952 

l’identification de la structure de l’entéramine permet de déterminer que ces deux 

molécules sont en fait identiques. C’est le nom de sérotonine qui restera la seule 

alternative à celui de 5-HT (Erspamer and Asero, 1952). 

La sérotonine fut ainsi découverte au niveau périphérique, mais son rôle de 

neurotransmetteur dans le système nerveux central du mammifère fut rapidement mis 

en évidence.  

 

2) METABOLISME DE LA SEROTONINE 
 

La sérotonine est issue de deux réactions enzymatiques, impliquant dans l’ordre les 

Tryptophanes hydroxylases (TPH) et la L-Amino-acide aromatique Décarboxylase 

(AADC) (Figure 9). Il existe deux isoformes de TPH, notés TPH1 et TPH2. La TPH1 

participe à la synthèse de la sérotonine au niveau périphérique et de la glande pinéale 

(laquelle utilise la sérotonine comme substrat de synthèse de la mélatonine). La TPH2, 

découverte plus tard, participe à la synthèse de la sérotonine au niveau des noyaux 
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du raphé dans le tronc cérébral, source majeure de la sérotonine au niveau central 

(Sugden, 2003; Walther et al., 2003; Walther and Bader, 2003).

La sérotonine est synthétisée à partir du tryptophane, un acide aminé essentiel apporté 

par l’alimentation. Le tryptophane est hydroxylé par la TPH pour donner le 5-

hydroxytryptophane (5-HTP). Ce dernier est finalement décarboxylé par l’AADC pour 

donner la 5-HT, la sérotonine (Figure 9, à gauche).

La sérotonine est stockée dans des vésicules via les transporteurs vésiculaires des 

monoamines (Vesicular MonoAmine Transporters ou VMAT), puis libérée dans le 

milieu extracellulaire. Une fois libérée, la sérotonine peut agir sur ses différents 

récepteurs. La sérotonine extracellulaire en excès est recapturée dans les cellules par 

le biais d’un transporteur spécifique, le transporteur de la sérotonine (Serotonin 

Transporter ou SERT). Elle peut ensuite être à nouveau stockée dans des vésicules 

ou bien être dégradée par des enzymes, les Monoamine Oxydases (MAO) A ou B qui 

Le tryptophane est hydroxylé au niveau du 5ème carbone par les TPH pour donner le 5-HTP. Le 5-

HTP est ensuite décarboxylé pour donner la sérotonine. La sérotonine est stockée dans des 

vésicules avant d’être libérée dans l’espace extracellulaire. Elle peut alors se lier à ses différents 

récepteurs et/ou être recapturée par le transporteur SERT, puis est dégradée par les MAO. Adapté 

de Canli and Lesch, 2007 et Walther and Bader, 2003.

Le tryptophane est hydroxylé au niveau du 5ème carbone par les TPH pour donner le 5-HTP. Le 5-

Figure 9 : Métabolisme de la sérotonine, libération et recaptage
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donnent comme produit de réaction enzymatique l’acide 5-hydroxy-indol-acétique (5-

HIAA).

Nous nous intéresserons ici uniquement à la sérotonine centrale produite par les 

noyaux du raphé.

3) LA SEROTONINE DANS LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL : 

ZONES DE PRODUCTION ET D’ACTION

Les neurones produisant la sérotonine centrale sont situés dans le tronc cérébral et 

s’étalent du bulbe rachidien jusqu’au mésencéphale en passant par le pont, en formant 

plusieurs noyaux nommés les noyaux du raphé (Dahlstroem et al., 1964; Hornung, 

2003). Ils sont classiquement organisés sous forme de 9 noyaux (de B1 à B9) sur l’axe 

antéro-postérieur, le noyau B9 étant le plus antérieur et B1 le plus postérieur. Les 

noyaux les plus postérieurs (de B1 à B3) projettent leurs axones vers le tronc cérébral 

et la moelle épinière, le noyau B4 projette vers le cervelet, et les noyaux plus antérieurs 

(de B5 à B9) projettent dans tout le diencéphale et le télencéphale, dans des régions 

aussi variées que le bulbe olfactif, le cortex cérébral, l’hippocampe, le striatum, le 

septum, l’amygdale, l’hypothalamus ou le thalamus. (Charnay and Léger, 2010; Pollak 

Dorocic et al., 2014) (Figure 10).

Schéma de l’innervation sérotoninergique du cerveau murin mature. Les noyaux 

postérieurs (de B1 à B3) projettent dans le tronc cérébral et la moelle épinière, les 

noyaux antérieurs (de B5 à B9) projettent dans le diencéphale (thalamus et 

hypothalamus) et le télencéphale (amygdale, striatum, hippocampe, cortex, bulbe 

olfactif). Adapté de Vitalis et al., 2013.

Schéma de l’innervation sérotoninergique du cerveau murin mature. Les noyaux 

Figure 10 : Innervation du système nerveux central par les noyaux du raphé
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L’immense variété des cibles des noyaux du raphé illustre bien le rôle ubiquitaire que 

joue la sérotonine dans la physiologie du système nerveux central.  

On détecte la présence de sérotonine dès le jour embryonnaire E10 chez la souris, 

E12 chez le rat et à partir du troisième trimestre de grossesse chez l’humain (Bonnin 

et al., 2011). Les neurones sérotoninergiques du raphé commencent à se différencier 

au même moment. L’innervation de leurs cibles se produira tout au long du 

développement, ainsi la sérotonine produite par les noyaux du raphé n’aura un impact 

qu’assez tardivement (à partir d’environ E16 chez le rat). Avant ce stade, c’est la 

sérotonine maternelle qui joue un rôle majeur dans le développement, avant que la 

barrière hémato-encéphalique se mette en place de manière définitive (Bonnin et al., 

2011; Velasquez et al., 2013). 

 

4) LA SEROTONINE DANS LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL : 

PRINCIPALES FONCTIONS 
 

Plusieurs approches ont permis d’étudier les fonctions centrales de la sérotonine. 

Premièrement, la quantité disponible de l’acide aminé précurseur, le tryptophane, peut 

influencer les niveaux de synthèse de sérotonine. Des approches génétiques chez les 

modèles murins ont aussi été développées. L’invalidation des gènes des différentes 

TPH, de SERT, de transporteurs vésiculaires ou de ses récepteurs permettent 

d’influencer à plusieurs niveaux les actions de la sérotonine (Charnay and Léger, 2010; 

Göthert, 2013; Vitalis et al., 2013).  

Souvent vue comme « l’hormone du bonheur » à cause de l’efficacité de certains 

inhibiteurs de sa recapture (les « Serotonin selective reuptake inhibitors, ou SSRI, qui 

inhibent SERT) dans le traitement de troubles dépressifs (Wong and Licinio, 2004), les 

rôles de la sérotonine sont néanmoins bien plus larges que son influence sur l’humeur. 

Chez le mammifère adulte, elle est impliquée dans la régulation de phénomènes 

homéostatiques de base (comme la thermorégulation ou la respiration). Elle participe 

aussi à de nombreux mécanismes complexes liés à la cognition et au comportement, 

comme les mécanismes mnésiques, l’attention, le sommeil, les rythmes circadiens, la 

motricité, la récompense ou encore la sociabilité. La sérotonine n’a pas forcément un 

impact direct dans la régulation de ces fonctions, mais peut agir en tant que régulateur 

d’autres systèmes de neurotransmetteurs. Par exemple les noyaux du raphé 
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contrôlent la transmission dopaminergique dans plusieurs structures comme le cortex 

préfrontal, le striatum, l’amygdale ou l’aire tegmentaire ventrale (VTA) (Olvera-Cortés 

et al., 2008). 

Diverses approches génétiques ont aussi permis d’identifier des rôles de la sérotonine 

lors du neuro-développement. Par exemple l’invalidation du gène codant pour la TPH2 

chez la souris (TPH2 -/- ), qui réduit à 95% les taux de sérotonine centrale, induit un 

retard de développement du cortex pendant la période postnatale (Narboux-Nême et 

al., 2013). Ce phénotype est aussi retrouvé chez des souris invalidées pour le gène 

codant pour VMAT2, le transporteur vésiculaire de la sérotonine, spécifiquement dans 

les neurones exprimant SERT. Notons que les souris sont totalement viables et que 

ce retard de développement est ensuite rattrapé, mais des altérations plus subtiles à 

étudier et à long terme peuvent tout de même être possibles. De même, il est possible 

que des comorbidités puissent impacter ce phénotype plus lourdement. 

Si la diminution des taux de sérotonine centrale est délétère pour les processus neuro-

développementaux, il en est de même pour l’élévation des taux de sérotonine centrale. 

Par exemple, des mutations de SERT qui altèrent sa fonction de recapture, et donc 

provoquent des taux de sérotonine extracellulaire élevés, induisent un ralentissement 

de la migration tangentielle des neurones GABAergiques (Riccio et al., 2009). Dans le 

même sens, une application de sérotonine sur des tranches ex vivo de cerveau en 

développement induit un ralentissement de la vitesse de migration radiale des 

neurones pyramidaux (Riccio et al., 2011). L’excès de sérotonine semble altérer 

d’autres phénomènes que la migration. Par exemple le blocage temporaire de SERT 

par la fluoxetine chez la souris pendant la période postnatale (entre P4 et P21) 

provoque des comportements anxieux à l’âge adulte (Karpova et al., 2009). Ainsi la 

sérotonine pourrait affecter plusieurs étapes neuro-développementales. 

Les méthodes permettant de moduler les niveaux de sérotonine ne permettent 

cependant pas d’étudier le système sérotoninergique en détail. Ainsi, l’étude précise 

de ses récepteurs est indispensable. 
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B)  LES RECEPTEURS DE LA SEROTONINE 
 

1) DECOUVERTE 
 

L’histoire de la découverte des différents récepteurs de la sérotonine s’étale sur la 

seconde moitié du 20ème siècle. Dans les années 1950, Gaddum et Picarelli décrivent 

que la contraction de l’intestin du cochon d’Inde induite par la sérotonine peut être 

inhibée totalement par la dibenzyline, et partiellement par la morphine (Gaddum and 

Picarelli, 1957). Cela suggère l’existence d’au moins deux récepteurs de la sérotonine, 

qu’ils nomment les récepteurs D (ayant une affinité pour la dibenzyline) et M (affinité 

pour la morphine). Plus tard des études utilisant des ligands marqués radioactivement 

([3H]5HT et [3H]LSD), ciblant avec des affinités différentes les récepteurs de la 

sérotonine, permettent de visualiser plusieurs d’entre eux (Peroutka and Snyder, 

1979). Dans les années 1980, une classification en 3 familles de récepteurs est 

proposée : les récepteurs 5-HT1-like, 5-HT2 et 5-HT3 (Bradley et al., 1986). Finalement, 

les grands progrès en biologie moléculaire des années 1980 et 1990 ont permis le 

clonage de tous les récepteurs de la sérotonine connus à ce jour. 

Chez les mammifères, les récepteurs de la sérotonine sont aujourd’hui au nombre de 

14, classés en 7 grandes familles (de 5-HT1 à 5-HT7) en fonction de leur séquence et 

des voies de signalisation qu’ils contrôlent. A l’exception du récepteur 5-HT3, qui est 

un récepteur ionotropique, les récepteurs de la sérotonine sont tous des RCPG. Le 

récepteur 5-HT6 fut l’un des derniers découverts par clonage en 1993 (Monsma et al., 

1993; Ruat et al., 1993). L’historique de la découverte et la classification des différents 

récepteurs de la sérotonine est récapitulé dans la figure 11. Ces récepteurs sont 

exprimés dans des régions cérébrales différentes, au niveau de types cellulaires 

différents ou encore dans des compartiments cellulaires différents. Ils sont également 
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couplés à des voies de signalisation différentes. Ils permettent donc à une seule 

molécule, la sérotonine, de moduler une grande diversité de phénomènes.

2) COUPLAGES AUX PROTEINES G ET AUTRE VOIES DE 

SIGNALISATION

D’un point de vue du couplage aux protéines G, les 6 familles de RCPG (5-HT1, 5-HT2,

5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 et 5-HT7) peuvent être rassemblées en 3 groupes : classiquement, 

les récepteurs des familles 5-HT1 (5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F) et 5-HT5

Evolution de la classification des récepteurs de la sérotonine, de la première 

classification établie par Gaddum et Picarelli jusqu’au consensus aujourd’hui 

obtenu grâce au clonage des récepteurs. Adapté du “Handbook of the 

Behavioral Neurobiology of Serotonin, Volume 31 - 2nd Edition,”.

Evolution de la classification des récepteurs de la sérotonine de la première

Figure 11 : Evolution de la classification des récepteurs de la sérotonine
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(5-HT5A, 5-HT5B) sont couplés aux protéines Gαi/o, les récepteurs de la famille 5-HT2 

(5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C) sont couplés aux protéines Gαq, et les récepteurs des 

familles 5-HT4, 5-HT6 et 5-HT7 sont couplés aux protéines Gαs (Figure 8). Ces 

couplages ne sont pas figés, et de nombreux exemples montrent une certaine flexibilité 

dans le couplage des récepteurs de la sérotonine aux protéines G. Par exemple le 

récepteur 5-HT2A, canoniquement couplé aux protéines Gαq, peut aussi activer les 

protéines de la famille Gαi/o quand il est stimulé par des ligands hallucinogènes 

comme l’acide lysergique diéthylamide (le LSD) (González-Maeso et al., 2007). Le 

récepteur 5-HT2C, aussi couplé canoniquement aux protéines Gαq, peut aussi être 

couplé aux protéines Gα13 pour activer la phospholipase D (PLD) (McGrew et al., 

2002). Le récepteur 5-HT4 est couplé principalement aux protéines Gαs, mais des 

couplages aux protéines Gαi/o et Gα13 ont aussi été décrits (Bockaert et al., 2006; 

Pindon et al., 2002; Ponimaskin et al., 2002). Enfin, le récepteur 5-HT7, aussi couplé 

aux protéines Gαs, peut induire l’activation de protéines Gα12, ce qui induit des 

modifications de morphologie cellulaire médiés par les GTPases Rho-A et Cdc42 

(Guseva et al., 2014; Kvachnina et al., 2005).  

Au-delà de ces couplages aux protéines G, les récepteurs de la sérotonine, comme 

de nombreux autres RCPG, sont associés à des GIP qui forment des interactomes 

complexes. Ces GIP régulent la fonction des RCPG, et leur permettent de contrôler 

différentes voies de signalisation intracellulaires (Marin et al., 2012). Les deux 

principales approches expérimentales qui ont été utilisées afin d’identifier des 

interactions physiques entre les RCPG et leurs partenaires sont la technique de 

double-hybride chez la levure, et les approches de protéomique. La technique de 

double-hybride permet d’étudier l’interaction physique entre deux peptides de 

synthèse, elle suppose donc de choisir un ensemble de peptides à étudier. A l’inverse, 

les approches de protéomique sont considérées comme non-biaisées. Pour ces 

approches, on procède classiquement à la purification du récepteur et de ses 

interacteurs potentiels par co-immunoprécipitation. Les protéines purifiées sont 

ensuite identifiées par spectrométrie de masse. Une limite de ces expériences est 

qu’on ne peut étudier le récepteur endogène qu’à la condition d’avoir un anticorps 

capable d’immunoprécipiter le récepteur à partir de tissus. En l’absence de tels outils, 

on peut utiliser des systèmes de surexpression hétérologue des récepteurs étiquetés 

in vitro. Cette approche permet d’étudier le récepteur dans son entièreté, mais 



44

l’inconvénient est qu’on étudie dans ce cas le récepteur en dehors de son contexte 

physiologique, et à un taux d’expression en général supérieur à son expression 

physiologique. Pour pallier à ce problème, il est possible de combiner cette approche 

avec des expériences de GST (Gluthatione-S-Transferase) pull-down. Elles consistent 

à exprimer une protéine de fusion constituée d’une GST liée à un peptide de synthèse 

composé de la séquence protéique du domaine du récepteur pour laquelle on 

recherche des partenaires, qu’on appelle l’appât. Dans le cas des RCPG, c’est en 

général le domaine C-terminal intracellulaire (Bockaert et al., 2003). 

Figure 12 : Méthodes permettant l'identification des interactions entre les RCPG et les GIP

L’approche de double-hybride dans des levures (« Genetic approaches » à gauche) permet 

d’étudier l’interaction entre deux peptides de synthèse couplés à des protéines qui favorisent la 

transcription d’un gène rapporteur en cas d’interaction. Les approches de protéomique 

combinées à la spectrométrie de masse permettent d’étudier de manière non-biaisée des 

interactions avec un récepteur entier exprimé dans des systèmes d’expression hétérologue (au 

milieu) ou des interactions entre un peptide de synthèse et des protéines présentes dans un lysat 

(à droite). (Marin et al., 2012).



45 

 

Le complexe formé par l’appât et les interacteurs peut ensuite être purifié et analysé 

par spectrométrie de masse (figure 12). 

Par ces différentes méthodes, les interactomes de certains récepteurs de la sérotonine 

ont été étudiés en détail. 

Les GIP associées aux récepteurs de la sérotonine, comme pour les autres RCPG, 

peuvent être de natures très différentes et avoir de nombreux rôles. Elles peuvent 

permettent par exemple de réguler le trafic intracellulaire de ces récepteurs. C’est le 

cas par exemple de l’interaction entre 5-HT1A et Yif1B. La méthode de double hybride 

a permis d’identifier l’interaction entre le récepteur 5-HT1A et la protéine Yif1B au 

niveau du domaine C-terminal du récepteur. Cette interaction a été validée par GST 

pull down à partir de lysats de cerveaux de rats. Yif1B fut ensuite identifiée comme 

étant indispensable à l’adressage du récepteur 5-HT1A au niveau des parties distales 

des dendrites de neurones hippocampiques en culture. (Carrel et al., 2008). 

Plusieurs des récepteurs de la sérotonine possèdent des domaines de reconnaissance 

aux protéines contenant des domaines PSD-95/Disc large/Zonula occludens-1 (PDZ) 

au niveau de leur domaine C-terminal. C’est le cas des récepteurs 5-HT2A, 5-HT2B, 5-

HT2C et certains variants d’épissage du récepteur 5-HT4. Ces domaines de liaisons 

permettent l’ancrage des récepteurs aux protéines PDZ qui peuvent assurer plusieurs 

rôles dont l’adressage et la compartimentalisation subcellulaire des récepteurs. Par 

exemple le récepteur 5-HT2A interagit avec les protéines Multi-PDZ protein 1 (MUPP1), 

Post-synaptic density 95 (PSD-95), Membrane-associated guanylate kinase with 

inverted domain structure2 (MAGI2), synapse-associated protein (SAP)97, Channel 

PDZ interacting protein (CIPP), MAGUK p55 subfamily member 2 (MPP2) et 3 (MPP3) 

(Becamel et al., 2001; Becamel et al., 2004; Pichon et al., 2010). L’interaction du 

récepteur 5-HT2A avec PSD-95 notamment est requise pour l’adressage du récepteur 

au niveau des dendrites (Allen et al., 2008; Xia et al., 2003). 

Certaines GIP permettent aussi à ces récepteurs de contrôler de nombreuses voies 

de signalisation. La calmoduline par exemple peut interagir avec le récepteur 5-HT1A 

au niveau de son domaine intracellulaire i3. Cette interaction facilite l’internalisation du 

récepteur 5-HT1A, promeut l’activation des voies de signalisations liées aux ERK1/2 ou 

encore module la phosphorylation du récepteur 5-HT1A par la PKC (Della Rocca et al., 

1999; Turner et al., 2004). Autre exemple, le récepteur 5-HT2C interagit avec la 
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phosphatase and tensin homologue (PTEN) au niveau de son domaine i3. PTEN est 

une phosphatase qui régule négativement la voie de signalisation Akt/PkB. 

L’interaction entre PTEN et le récepteur 5-HT2C a été montrée dans la VTA, une région 

cérébrale impliquée dans la récompense et les phénomènes d’addiction. L’altération 

de l’interaction entre PTEN et le récepteur par des peptides interférant réduit la 

fréquence de décharge des neurones de la VTA et prévient l’effet récompensant du 

tetrahydrocannabinol (THC) et de la nicotine (Ji et al., 2006). 

Depuis 2007, les approches de double-hybride et protéomique ont permis d’identifier 

plus de 120 partenaires potentiels du récepteur 5-HT6 (Chaumont-Dubel et al., 2019). 

Cela fait du récepteur 5-HT6 l’un des RCPG dont l’interactome a été le plus caractérisé. 

Nombreuses de ces interactions doivent encore être validées in vivo et leur rôle doit 

être étudié. Néanmoins, l’identification de ces partenaires a déjà permis de démontrer 

plusieurs rôles du récepteur 5-HT6, notamment dans le neuro-développement. Par 

exemple le récepteur 5-HT6 a pu être identifié comme un acteur important des 

phénomènes de migration radiale des neurones corticaux et d’initiation de la pousse 

neuritique médiés par la kinase Cdk5 (Duhr et al., 2014; Jacobshagen et al., 2014). 

 

C) LE RECEPTEUR 5-HT6 

 

1) DECOUVERTE 
 

Le récepteur 5-HT6 est le dernier récepteur de la sérotonine identifié. Il a été découvert 

chez le rat par deux laboratoires en 1993 (Monsma et al., 1993; Ruat et al., 1993) à 

partir d’une banque d’ADN codant (ADNc) venant du striatum. Le récepteur humain a 

été séquencé en 1996 (Kohen et al., 1996), et le récepteur de souris en 2001 (Kohen 

et al., 2001). 

 

2) LOCALISATION 
 

a) Structures cérébrales exprimant le récepteur 

En réalisant des expériences de Northern Blot à partir d’extraits de cerveaux de rats, 

Monsma et al. en 1993 ont observé une très forte abondance d’ARNm codant pour ce 
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récepteur dans le striatum du rat. Ils observent aussi la présence d’ARNm dans les 

tubercules olfactifs, le cortex cérébral et l’amygdale, mais ne détectent rien dans 

l’hippocampe et l’hypothalamus. 

L’étude de Ruat et al publiée la même année, en utilisant des approches de Northern 

Blot et d’hybridation in situ (ISH) montre aussi une très forte expression du récepteur 

dans le striatum du rat. Ils observent également la présence d’ARNm dans le cortex 

cérébral et, contrairement à l’étude précédente, dans l’hippocampe et l’hypothalamus. 

A la périphérie, ils identifient aussi une faible expression de ce récepteur dans 

l’estomac. Chez le cochon d’Inde, ils observent un schéma d’expression légèrement 

différent : le récepteur est exprimé dans le striatum, les tubercules olfactifs et le cortex, 

mais aussi dans le cervelet, le tronc cérébral et les bulbes olfactifs. 

L’équipe de Michel Hamon, en utilisant la RT-PCR sur des échantillons de cerveau de 

rat observent la présence d’ARNm codant pour le récepteur dans le striatum, les 

tubercules olfactifs, le cortex, l’hippocampe, la VTA, la substance noire et le cervelet 

(Gérard et al., 1996). 

Yoshioka et al. en 1998 confirment par ISH la localisation du récepteur dans le 

striatum, les tubercules olfactif, l’hippocampe et le cortex chez le rat (Yoshioka et al., 

1998). 

Kohen et al. en 1996 identifient un schéma d’expression chez l’humain semblable à 

celui du rat, avec une expression majoritairement dans le striatum, puis dans 

l’hippocampe et l’amygdale, avec de faibles niveaux d’expression dans la substance 

noire, le thalamus et les noyaux sous-thalamiques, le cortex n’ayant pas été étudié 

(Kohen et al., 1996).  

Ces approches permettant d’étudier l’ARNm codant pour le récepteur 5-HT6 donnent 

des résultats relativement cohérents entre les études, mais certaines divergences sont 

difficilement explicables. D’autres approches sont donc indispensables à l’étude du 

schéma d’expression du récepteur. 

L’équipe de Michel Hamon est la première à produire un anticorps permettant de cibler 

directement le récepteur. Les expériences réalisées sur des coupes de cerveau de rat 

montrent un immunomarquage au niveau des tubercules olfactifs, du striatum, du 

cortex, de l’hippocampe et du cervelet (Gérard et al., 1997; Hamon et al., 1999). Ces 
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résultats correspondent globalement aux résultats obtenus précédemment par 

Northern Blot et ISH, à part au niveau du cervelet. En effet, cet anticorps révèle une 

quantité importante de récepteur dans le cervelet, alors que les études précédentes 

ont montré qu’il ne contient que très peu ou pas d’ARNm codant pour le récepteur, ce 

qui remet en cause sa spécificité.

Le récepteur 5-HT6 semble donc exprimé de façon robuste dans le striatum, le cortex 

cérébral et l’hippocampe (figure 13). En revanche, son expression dans les autres 

structures reste à confirmer.

Ce schéma d’expression est intéressant car ces 3 structures sont toutes impliquées 

dans différents mécanismes cognitifs majeurs. Le striatum est une structure sous-

corticale faisant partie des ganglions de la base, il est constitué de plusieurs sous-

structures (le noyau caudé-putamen, le noyau accumbens), qui reçoivent des 

projections notamment dopaminergiques et glutamatergiques de nombreuses 

structures. Il est impliqué dans la motricité, la motivation, la récompense et le 

conditionnement de type Pavlovien.

Identification de l’expression du récepteur (+) ou non (-). Dans plusieurs études, certaines régions n’ont 

pas été étudiées (Ø).

Identification de l’expression du récepteur (+) ou non ( ). Dans plusieurs études certaines régions n’ont 

Figure 13 : Tableau récapitulatif des études de caractérisation de l'expression du récepteur 5-HT6
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L’hippocampe est une structure du système limbique responsable de nombreux 

phénomènes liés à la mémoire, que ce soit la mémoire épisodique ou la mémoire 

spatiale. C’est un centre d’intégration multisensorielle majeur permettant la formation 

des souvenirs et leur réactivation à long terme. 

Enfin le cortex cérébral est probablement la structure du cerveau la plus complexe et 

diversifiée dans ses rôles. Il est organisé en 6 couches, chacune contenant des 

neurones ayant des morphologies et des fonctions différentes. Le cortex possède un 

ensemble d’aires servant de centres intégrateurs majeurs des informations 

sensorielles, qu’elles soient somatosensorielles, auditives ou visuelles par exemple. Il 

permet également le contrôle du mouvement volontaire (cortex moteur) et des 

fonctions cognitives que l’on qualifie de « supérieures », c’est à dire des fonctions 

cognitives en général volontaires et hautement complexes (cortex frontal et préfrontal). 

Parmi celles-ci, on trouve la planification, la prise de décision dans des 

environnements complexes (comme les interactions sociales), la mémoire de travail, 

ainsi que certaines formes d’expression (comme la parole). Ces dernières fonctions, 

bien que particulièrement évoluées chez les primates, qui ont un cortex préfrontal très 

développé, sont aussi présentes chez d’autres mammifères comme les rongeurs. 

Le récepteur 5-HT6 semble particulièrement exprimé dans ces différentes régions, ce 

qui indique un rôle potentiellement important dans le contrôle de certaines formes de 

cognitions. 

Pour connaitre plus en détail le rôle du récepteur 5-HT6, il est indispensable de 

connaitre les types cellulaires qui l’expriment, afin de savoir à quels niveaux des 

circuits neuronaux ce récepteur est impliqué. Il est par exemple important de 

déterminer précisément dans quelles structures cérébrales le récepteur se trouve, s’il 

est exprimé par des neurones excitateurs ou inhibiteurs, et dans quels compartiments 

subcellulaires il est localisé. Je vais décrire les différentes études réalisées à ce sujet. 

b) Types cellulaires exprimant le récepteur 

Concernant les différents types cellulaires exprimant le récepteur 5-HT6, peu d’études 

ont été réalisées à ce jour. On peut néanmoins citer le travail récent réalisé par l’équipe 

du Dr Inge De Jong qui a utilisé une approche d’ISH permettant, en utilisant différents 

marqueurs spécifiques de différents types cellulaires, de décrire avec précision les 

cellules exprimant le récepteur 5-HT6 chez le rat (Helboe et al., 2015). Premièrement 
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cette étude confirme l’expression du récepteur majoritairement dans le striatum, 

l’hippocampe et le cortex. Cette étude montre aussi que le récepteur est exprimé 

exclusivement dans les neurones, aucune expression n’étant détectable au niveau des 

astrocytes exprimant la Glial fibrillary acidic protein (GFAP). Dans toutes les régions 

étudiées, les neurones exprimant le récepteur sont majoritairement des neurones de 

projection, mais il est également présent dans un faible pourcentage d’interneurones.  

Dans le cortex et l’hippocampe, les neurones de projection sont des neurones 

excitateurs glutamatergiques, alors que dans le striatum, les neurones de projection 

sont des neurones inhibiteurs GABAergiques : les « medium spiny neurons » (MSN). 

Ainsi le récepteur 5-HT6 pourrait agir directement sur différents systèmes de 

neurotransmetteur : les systèmes glutamatergique et GABAergique. 

c) Localisation subcellulaire du récepteur 

Du point de vue de la localisation subcellulaire du récepteur 5-HT6, les premières 

informations remontent aux études d’immunomarquages de l’équipe de Michel 

Hamon. Les marquages indiquent une localisation du récepteur dans les dendrites et 

particulièrement dans les épines dendritiques (Gérard et al., 1997). Divers anticorps 

dirigés contre le récepteur ont été commercialisés depuis, mais leur spécificité et leur 

sensibilité n’est pas suffisante pour permettre un cartographie précise du récepteur in 

vivo.  

Les immunomarquages initiaux suggéraient également que le récepteur pourrait être 

localisé au niveau de structures ressemblant à des cils primaires, notamment dans le 

striatum (Brailov et al., 2000; Hamon et al., 1999). De nombreuses autres études ont 

permis d’observer une localisation ciliaire du récepteur 5-HT6, par des méthodes de 

transfection de versions étiquetées du récepteur in vitro (Berbari et al., 2008a; 

Guadiana et al., 2013; Hu et al., 2017; Jiang et al., 2019; Kohli et al., 2017; Lesiak et 

al., 2018). Il est important de noter que pour observer une localisation uniquement 

ciliaire du récepteur, le niveau d’expression du récepteur doit être suffisamment faible. 

En effet, la surexpression du récepteur conduit à sa localisation au niveau de la 

membrane somato-dendritique (Duhr et al., 2014; Lesiak et al., 2018; Pujol et al., 

2020). L’équipe du Dr. John F. Neumaier a pu démontrer par immunomarquage que 

le récepteur 5-HT6 endogène était localisé majoritairement dans les cils primaires dans 

le striatum de souris (Brodsky et al., 2017). Il a pour cela validé la spécificité de 
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l’anticorps utilisé (sc-26668; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) en utilisant 

une souche de souris Knock-Out (KO) pour le récepteur 5-HT6. Cet anticorps n’est 

malheureusement plus disponible commercialement aujourd’hui, mais d’autres études 

l’ayant utilisé ont montré une localisation à la membrane du corps cellulaire, que ce 

soit au niveau du canal artériel fœtal chez la souris (Hooper et al., 2016), au niveau 

des neurones pyramidaux du cortex préfrontal chez l’humain adulte (Lorke et al., 

2006), et, dans un contexte de recherche sur la maladie de Parkinson, dans des 

neurones dopaminergiques issus de cellules fœtales murines (rat), de cellules fœtales 

humaines, et de cellules souches embryonnaires humaines (hESC) (Aldrin-Kirk et al., 

2016). Ces dernières données sont surprenantes étant donné que l’anticorps utilisé 

est identique. Une source de divergence pourrait venir des protocoles 

d’immunomarquages différents. Ces études ne se sont en revanche pas intéressées 

à une possible localisation ciliaire du récepteur.  

Nous avons donc une vision assez générale des régions d’expression du récepteur 5-

HT6, certaines informations restent contradictoires, notamment car il est impossible 

pour le moment de réaliser une étude sûre par immunomarquage pour visualiser 

directement le récepteur endogène. Cela permettrait de mieux caractériser les régions 

dans lesquelles le récepteur est exprimé, les types cellulaires qui l’expriment, ainsi que 

sa localisation subcellulaire. Il est donc nécessaire de mettre au point de nouveaux 

outils permettant l’étude du récepteur endogène.  

 

3) SIGNALISATION (PROTEINE G ET INTERACTOME) 
 

a) Couplage aux protéines G 

Les premières informations concernant les voies de signalisation liées au récepteur 5-

HT6 remontent à sa découverte en 1993. Dans l’étude de Ruat et al., en 1993, 

l’expression du récepteur de rat dans des cellules COS-7 provoque une augmentation 

du taux d’AMPc intracellulaire suite à une stimulation par la sérotonine, indiquant un 

couplage positif à l’adénylate cyclase et donc aux protéines Gαs. Ce couplage est 

confirmé dans des cultures de neurones de striatum venant d’embryons de souris, 

montrant que le récepteur endogène est aussi positivement couplé à l’adénylate 

cyclase (Sebben et al., 1994). Le récepteur 5-HT6 de souris, exprimé dans des cellules 
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JEG-3 et COS-7 peut aussi induire la production d’AMPc. Ce couplage est également 

présent in vivo (Deraredj Nadim et al., 2016). Ces différentes études montrent aussi 

que le récepteur 5-HT6 présente une activité constitutive, l’expression du récepteur 

provoquant l’augmentation du taux d’AMPc même en l’absence de ligand. 

 

b) Couplage aux GIP 

Les premières informations concernant les GIP associées au récepteur 5-HT6 

remontent à 2007. Le groupe de Hyewhon Rhim identifie, grâce à la technique de 

double-hybride en utilisant la partie C-terminale du récepteur, un nouveau partenaire 

potentiel du récepteur 5-HT6 : la protéine Fyn (Yun et al., 2007). Fyn est une tyrosine 

kinase pouvant être impliquée dans de nombreux phénomènes dans le système 

nerveux central, comme la potentialisation à long-terme (LTP), la mémoire spatiale et 

le développement de l’hippocampe (Grant et al., 1992). Cette interaction a été validée 

dans des systèmes de surexpression hétérologue avec les protéines complètes, puis 

dans des lysats de cerveaux de souris grâce à la technique de GST pull-down en 

utilisant la partie C-terminale du récepteur comme appât. D’un point de vue fonctionnel, 

la stimulation du récepteur 5-HT6 par la sérotonine promeut l’auto-phosphorylation de 

Fyn sur son résidu tyrosine 420. De plus, l’activation de Fyn par le récepteur 5-HT6 

induit l’activation des kinases ERK1/2. L’expression de Fyn augmente aussi l’activité 

du récepteur 5-HT6 au niveau de la voie Gαs, notamment en empêchant son 

internalisation. D’autres études montrent l’association du récepteur avec les protéines 

Jab1 (Yun et al., 2010), MAP1B (Kim et al., 2014), SNX14 (Ha et al., 2015) et Nova-1 

(Kim et al., 2019) (figure 14). 
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Figure 14 : Couplage du récepteur 5-HT6 à des voies de signalisation non-canoniques

(A) L'association du récepteur 5-HT6 avec Fyn et MAP1B inhibe l'internalisation du récepteur, 

promouvant ainsi la signalisation opérée par le récepteur (voies Gs et Erk1,2). L'association du 

récepteur avec Fyn est essentielle pour l'activation d'Erk1/2 dépendante du récepteur. Fyn peut 

phosphoryler MAP1B. (B) L'association du récepteur 5-HT6 avec Jab1 inhibe également 

l'internalisation du récepteur. L'activation du récepteur 5-HT6 conduit à la perturbation du 

complexe récepteur 5-HT6-Jab1 et à l'association de Jab1 avec cJun phosphorylée. Le complexe 

Jab1-phospho-cJun est ensuite transféré vers le noyau où il promeut l'expression de gènes. (C)

Le récepteur 5-HT6 interagit avec Nova-1, un régulateur d’épissage. Nova-1 est transloquée vers 

le cytoplasme et s'associe au domaine C-terminal du récepteur 5-HT6, réduisant ainsi son activité 

d'épissage. Inversement, Nova-1 augmente l'internalisation et la dégradation du récepteur par le 

protéasome. (D) L'association du récepteur 5-HT6 avec la sorting nexin 14 (SNX14) régule 

négativement la signalisation médiée par le récepteur en 1) favorisant l'internalisation et la 

dégradation du récepteur et 2) en séquestrant les protéines Gαs. La phosphorylation de SNX14 

par la PKA induit la libération de Gαs. Le SNX14 non phosphorylé est ensuite transféré vers la 

membrane où il se lie au domaine i3 du récepteur. Adapté de Chaumont-Dubel et al., 2019.
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Les recherches menées au sein de mon équipe ont permis d’identifier de nombreux 

autres partenaires du récepteur 5-HT6 par des approches de protéomique.  

- Couplage à mTOR 

Le premier crible protéomique réalisé par mon équipe (Meffre et al., 2012) montre que 

le récepteur, surexprimé dans des cellules HEK293, interagit avec mTOR et des 

protéines du complexe mTORC1, comme Raptor ou encore la G protein beta subunit-

like (GβL). Dans le système nerveux central, l’activation du récepteur 5-HT6 par 

l’agoniste spécifique WAY-181187 induit l’activation de mTOR au niveau du cortex 

préfrontal et du striatum (Meffre et al., 2012). Dans des modèles murins 

développementaux de schizophrénie (élevage en isolement social ou traitement à la 

phéncyclidine (PCP) pendant la période post-natale), mTOR est suractivée de façon 

durable puisque bien que les traitements se fassent chez l’animal jeune (jour postnatal 

P7 à P11), la suractivation est détectable chez l’animal adulte (P60). Cette 

suractivation est responsable de déficits de sociabilité et de mémoire à l’âge adulte. 

Un traitement aigue avec de la rapamycine (inhibiteur de mTOR) 30 min avant les tests 

comportementaux permet de restaurer des capacités cognitives normales, de même 

qu’un traitement avec un antagoniste du récepteur 5-HT6, le SB-258585 (Meffre et al., 

2012) (figure 15).  
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Une étude plus récente de mon équipe montre aussi cette suractivation de mTOR 

après traitement chronique avec du THC pendant l’adolescence. Cette suractivation 

est aussi associée à des déficits cognitifs, et de la même manière, inhiber mTOR ou 

le récepteur 5-HT6 prévient l’apparition des déficits (Berthoux et al., 2020). Une autre 

Figure 15 : Modulation de l'activité de mTOR par le récepteur 5-HT6, impact sur la cognition

Le PCP, l’isolement sociale et les agonistes du récepteur 5-HT6 activent mTOR. L’activation de 

mTOR par le récepteur 5-HT6 se fait directement ou bien par la voie PI3K. L’activation chronique 

de mTOR provoque des déficits cognitifs à l’âge adulte, qui peuvent être temporairement 

prévenus par un traitement aigue avec des antagonistes du récepteur 5-HT6 pendant 

l’adolescence. (Meffre et al., 2012).
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étude montre que les effets bénéfiques de la restriction alimentaire sur la mémoire 

sont médiés par une baisse de l’activation de mTOR, ce qui est causé par une baisse 

de l’activation du récepteur 5-HT6, elle-même induite par un apport alimentaire réduit 

en tryptophane, le précurseur de la sérotonine (Teng et al., 2019). 

Ces résultats montrent ainsi un lien entre le récepteur 5-HT6 et la voie mTOR, qui 

semble globalement être délétère pour la cognition en cas d’activation aberrante. 

- Couplage à la Neurofibromine 

Mon équipe a mis en évidence la présence de la Neurofibromine 1 (Nf1) dans 

l’interactome du récepteur (Meffre et al., 2012). La neurofibromine 1 est une protéine 

activatrice des Ras-GAP (Ras GTPase activating proteins), dont des mutations 

peuvent provoquer la neurofibromatose de type 1, une pathologie entre autre 

caractérisée par des déficits cognitifs et des tumeurs. En collaboration avec l’équipe 

du Dr Séverine Morisset-Lopez, mon équipe a pu montrer que l’activité constitutive du 

récepteur 5-HT6 au niveau de la voie Gαs est fortement réduite dans des cellules HeLa 

déficientes en Nf1 (Nf1-/-). De même, une forte diminution de l’activité constitutive du 

récepteur est observée lorsqu’on traite des cellules exprimant le récepteur et Nf1 avec 

un peptide qui interfère avec leur interaction. Cela suggère que l’activité constitutive 

du récepteur requiert son interaction avec Nf1. La perturbation de l’association entre 

le récepteur et le domaine Plecktrin Homology (PH) de la neurofibromine inhibe aussi 

l’activité constitutive du récepteur, alors que la surexpression du domaine PH dans des 

cellules déficientes en neurofibromine restaure l’activité constitutive. Ce domaine PH 

est muté chez les patients atteints de la neurofibromatose de type 1, indiquant qu’un 

défaut de l’activité du récepteur 5-HT6 pourrait participer à l’apparition des symptômes 

cognitifs. 

In vivo, dans un modèle de neurofibromatose (souris Nf1+/-), l’activité constitutive du 

récepteur est diminuée. Chez ces animaux, on observe également une diminution du 

niveau basal de phosphorylation de CREB (cAMP-responsive element-binding 

protein), un facteur de transcription activé par l’AMPc. Contrairement à ce qu’on 

observe chez des animaux de type sauvage, la phosphorylation de CREB n’est pas 

diminuée par l’application de SB-271046, un agoniste inverse spécifique du récepteur 

5-HT6. L’ensemble de ces données suggère donc que, in vivo, l’activité constitutive du 
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récepteur dépend de son interaction avec Nf1, et que la production d’AMPc liée à cette 

activité constitutive régule la phosphorylation de CREB (Deraredj Nadim et al., 2016).

- Interaction avec Cdk5 

Le deuxième crible protéomique a été réalisé par GST pull down sur des lysats de 

cerveaux de souris, avec comme appât le domaine C-terminal du récepteur 5-HT6. 

Parmi les protéines interagissant avec le récepteur, nous avons identifié un réseau de 

protéines participant à la régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine (Duhr 

et al., 2014) (figure 16). 

Parmi ces protéines mon équipe s’est particulièrement intéressée à la protéine Cyclin-

dependant kinase 5 (Cdk5). Cette protéine est connue pour son implication dans de 

nombreux processus neuro-développementaux (Kawauchi, 2014) et en particulier la 

migration neuronale. En collaboration avec l’équipe du Dr Alexandre Dayer, mon 

équipe a montré que l’inhibition de l’expression du récepteur 5-HT6 par des shRNA 

empêche la migration correcte des neurones pyramidaux du cortex. Pour migrer, ces 

neurones doivent d’abord passer d’une morphologie multipolaire à une morphologie 

bipolaire. Ils vont ensuite pouvoir se déplacer de la SVZ vers les couches externes du 

cortex. Lorsque l’expression du récepteur 5-HT6 est diminuée, la transition 

5-HT
6
R

Figure 16 : Le récepteur 5-HT6 interagit avec un réseau de protéines impliquées dans 

la fonction du cytosquelette d'actine

Réseau de protéines liées à l’actine interagissant avec le domaine C-terminal du récepteur 5-

HT6. Les interactions entre le récepteur et les protéines Cdk5 et GPRIN1 (entourées en rouge) 

ont un rôle démontré dans différents phénomènes développementaux, comme la migration 

neuronale et la construction de l’arborisation dendritique. Adapté de Duhr et al., 2014.
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morphologique et la migration des neurones sont fortement inhibées. Dans ce contexte 

de « knock-down » du récepteur, la surexpression d’un récepteur résistant au shRNA, 

ou de la kinase Cdk5 activée par son cofacteur p35, permet de rétablir une migration 

normale des neurones pyramidaux corticaux, suggérant un contrôle de la migration

par le complexe 5-HT6-Cdk5 (figure 17). 

Ce mécanisme est indépendant de l’activité Gαs du récepteur car un phénotype 

normal peut aussi être rétabli par l’expression d’une version mutée du récepteur qui 

n’est plus capable d’interagir avec les protéines Gαs (mutation « Gαs-dead ») (Harris 

et al., 2010).

Cette régulation a été confirmée par l’étude de la phosphorylation de deux cibles de la 

kinase Cdk5. Lorsqu’elles sont phosphorylées par Cdk5, les protéines FAK (Focal 

Adhesion Kinase) et DCX participent au contrôle de la migration neuronale en régulant 

l’organisation des microtubules. Lorsque l’expression du récepteur 5-HT6 est inhibée, 

la phosphorylation Cdk5-dépendante de FAK et DCX est fortement diminuée. 

Figure 17 : Implication de la voie 5-HT6 - Cdk5 dans la migration radiale des neurones 

corticaux

L’inhibition de l’expression du récepteur 5-HT6 par un shRNA ralentit la migration radiale des 

neurones pyramidaux du cortex (en rouge, à gauche), ce qui est rétabli par une restauration de 

l’expression du récepteur (au milieu). Une surexpression de Cdk5 et de son cofacteur p35 permet 

aussi le rétablissement d’une migration normale (à droite). Adapté de Jacobshagen et al., 2014.
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En revanche, la surexpression du récepteur 5-HT6 augmente la phosphorylation de 

FAK et DCX. L’ensemble de ces résultats démontre que la migration des neurones 

pyramidaux corticaux est contrôlée par le complexe 5-HT6-Cdk5 via la phosphorylation 

par Cdk5 de diverses cibles.  

En plus de son rôle bien connu dans la migration neuronale, Cdk5 est également un 

acteur clé de la différentiation neuronale (Kawauchi, 2014). L’expression du récepteur 

5-HT6 dans des cellules de neuroglioblastome NG108-15 promeut l’apparition de 

neurites 24h après transfection. Ces changements morphologiques s’accompagnent 

de changements physiologiques classiquement associés à la différentiation de ces 

cellules, comme l’apparition à la membrane plasmique de canaux calciques voltage-

dépendants, ce qui suggère que l’expression du récepteur 5-HT6 dans les cellules 

NG108-15 induit leur différentiation neuronale. Cette différentiation est indépendante 

de la présence d’un agoniste et ne dépend pas de la voie Gαs puisqu’elle est observée 

également après transfection du récepteur Gαs-dead. L’équipe a donc cherché à voir 

si l’interaction entre le récepteur et Cdk5 pouvait jouer un rôle dans la différentiation 

induite par l’expression du récepteur. L’inhibition de Cdk5 soit par une approche 

pharmacologique, soit en surexprimant un mutant dominant-négatif de cette kinase 

résulte en la perte de la différentiation induite par l’expression du récepteur, ce qui 

suggère qu’en effet, la fonction de Cdk5 est requise pour induire la différentiation des 

cellules. Il est connu que Cdk5 peut phosphoryler les récepteurs avec lesquels elle 

interagit, comme par exemple le récepteur TrkB du BDNF. Une recherche en 

protéomique des sites phosphorylés sur le récepteur 5-HT6 a mis en évidence une 

phosphorylation du récepteur dépendante de Cdk5 sur le résidu Sérine 350 (Duhr et 

al., 2014). Cette phosphorylation est nécessaire à l’induction de la différentiation 

neuronale par Cdk5 puisque l’expression d’une version du récepteur 5-HT6 pour 

laquelle la sérine 350 est mutée en alanine n’induit pas cette différentiation. La 

phosphorylation du récepteur va ensuite permettre l’activation de Cdc42, qui est 

responsable de l’initiation de la pousse neuritique. 

- Interaction avec GPRIN1 

Parmi les partenaires du récepteur présentés en figure 16 on trouve la G Protein 

Regulated Inducer Of Neurite Outgrowth 1 (GPRIN1). GPRIN1 est une protéine 

capable de se lier au protéines G activées et d’induire la pousse neuritique (Ge et al., 
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2009; Nordman and Kabbani, 2012). Pendant ma thèse, j’ai participé à une étude

(Pujol et al., 2020, en annexe) qui a montré que la complexification de l’arborisation 

dendritique dans les cellules NG108-15, 48h après transfection du récepteur 5-HT6, 

requiert l’interaction du récepteur avec GPRIN1.  GPRIN1 interagit avec le domaine 

C-terminal du récepteur, ainsi qu’avec la protéine Gs. Cette interaction est 

indépendante de la présence d’agonistes, mais est dépendante de l’activité 

constitutive du récepteur au niveau de la voie Gαs. En retour, le recrutement de 

GPRIN1 promeut l’activation de la voie Gαs et induit la complexification de 

l’arborisation dendritique de façon dépendante de l’AMPc et de la PKA (figure 18)

Ces études démontrent que le récepteur 5-HT6 peut interagir de façon séquentielle 

avec différents partenaires de façon à moduler plusieurs mécanismes neuro-

Figure 18 : Contrôle de mécanismes neuro-développementaux par l'interaction successive 

entre le récepteur 5-HT6, Cdk5 et GPRIN1

Cdk5 phosphoryle le récepteur 5-HT6, ce qui induit l’activation de Cdc42 par le récepteur et 

l’initiation de la pousse neuritique (à gauche). Plus tardivement GPRIN1 interagit avec le 

récepteur ce qui promeut la complexification de l’arborisation dendritique par un mécanisme lié à 

l’activation de la PKA. Adapté de Pujol et al., 2020.
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développementaux, de la migration neuronale, à l’induction de la pousse neuritique, et 

jusqu’à la morphogenèse de l’arbre dendritique. Ces résultats mettent en évidence les 

propriétés allostériques des RCPG, qui peuvent adopter de nombreuses 

conformations actives et physiologiquement pertinentes, certaines d'entre elles étant 

stabilisées lors de l'interaction avec les GIP en l'absence d'agonistes (figure 18). 

 

c) Impact de la localisation du récepteur sur ses partenaires 

Le récepteur 5-HT6 semble être localisé dans plusieurs compartiments cellulaires in 

vivo, notamment la membrane du compartiment somato-dendritique (Gérard et al., 

1997) et la membrane du cil primaire (Brodsky et al., 2017). 

Une étude relativement récente utilisant une approche de protéomique a décrit 

l’interactome du récepteur exprimé au niveau du cil primaire dans des cellules NIH3T3 

(Kohli et al., 2017). Cet interactome est particulièrement enrichi en protéines ayant un 

rôle dans la dynamique du cytosquelette d’actine. Par exemple, le complexe Arp2/3 

(actin related proteins 2/3), déjà identifié dans le crible protéomique de l’étude Duhr et 

al. (figure 16) est aussi retrouvé dans cette étude. Dans le contexte du cil primaire, 

l’actine peut avoir différents rôles, comme la formation/élongation/rétraction/excision 

du cil. 

Ainsi un rôle du récepteur 5-HT6 dans la dynamique de l’actine ciliaire peut-être 

envisagé. L’équipe de John Neumaier montre que l’inhibition du récepteur 5-HT6 par 

le SB-399885 induit une réduction de la taille des cils dans des cultures de neurones 

de striatum (Brodsky et al., 2017), ce phénomène pourrait être médié par une 

modification de la dynamique de l’actine. 

Le récepteur 5-HT6 serait donc capable d’influencer de très nombreuses voies de 

signalisation. Cependant les phénomènes qui déterminent ces interactions sont 

encore largement inconnus. In vivo, le récepteur est exprimé dans des types cellulaires 

différents et pourrait ainsi être en contact avec des partenaires exprimés 

différentiellement dans ces types cellulaires. L’exemple de l’interaction séquentielle 

entre le récepteur, Cdk5 et GPRIN1 suggère aussi que le stade développemental est 

déterminant pour l’association du récepteur avec des partenaires différents. Enfin, la 

localisation subcellulaire du récepteur pourrait aussi être un facteur influençant son 

couplage. Un exemple récent montre, par l’utilisation d’une sonde FRET permettant 
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de mesurer les niveaux d’AMPc dans des cellules mIMCD3, que la sérotonine n’induit 

pas d’élévation des niveaux d’AMPc quand le récepteur 5-HT6 n’est présent qu’au 

niveau du cil primaire. En revanche, les niveaux d’AMPc augmentent quand le 

récepteur est localisé au niveau somatique (Jiang et al., 2019). 

Le récepteur 5-HT6 est exprimé spécifiquement dans certaines régions cérébrales 

impliquées dans des fonctions cognitives majeures, dans lesquels il pourrait être 

impliqué dans la modulation de la balance inhibitrice/excitatrice. Cependant, les rôles 

du récepteur 5-HT6 sont probablement bien plus complexes. De nombreuses études 

récentes ont mis en lumière des interactions avec différents complexes protéiques, 

contrôlant différentes fonctions physiopathologiques du récepteur. Par exemple la 

suractivation de mTOR dans un contexte pathologique comme la schizophrénie, ou 

bien l’interaction séquentielle du récepteur avec deux partenaires différents (Cdk5 puis 

GPRIN1), qui régule différentes étapes du développement neuronal. 

 

4) ROLES DU RECEPTEUR 5-HT6 DANS LA COGNITION 
 

La présence du récepteur 5-HT6 dans des régions contrôlant des fonctions cognitives 

importantes a conduit de nombreux chercheurs à réaliser des études cherchant à 

évaluer son impact sur la cognition. Deux approches ont principalement été utilisées. 

Premièrement, des approches génétiques modulant l’expression du récepteur. 

Deuxièmement, la méthode la plus utilisée, des approches pharmacologiques 

modulant l’activité du récepteur. L’émergence du récepteur 5-HT6 comme cible 

thérapeutique prometteuse dans le cadre des troubles cognitifs liés aux pathologies 

neuro-développementales a motivé l’industrie pharmaceutique à développer une 

pharmacopée très conséquente de ligands spécifiques du récepteur. Ces ligands 

peuvent être des agonistes (activateurs), des antagonistes neutres (qui inhibent 

l’activité induite par la sérotonine), ou bien agonistes inverses (qui inhibent l’activité 

constitutive du récepteur, en absence d’agoniste). Le récepteur 5-HT6 possède une 

activité constitutive in vitro (Kohen et al., 2001) et in vivo (Deraredj Nadim et al., 2016), 

c’est-à-dire un niveau d’activation basale indépendant de la présence de sérotonine. 

Les antagonistes neutres n’ont pas d’effet sur cette activité constitutive, alors que les 

agonistes inverses l’inhibent.  
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a) Impacts du récepteur sur le comportement 

Les premières études cherchant à comprendre le rôle du récepteur 5-HT6 ont été 

réalisées chez le rat et se basent sur l’utilisation d’oligonucléotides antisens afin 

d’inhiber l’expression du récepteur (Bourson et al., 1995; Sleight et al., 1998, 1996). 

Ces injections induisent pendant plusieurs jours un panel de comportements 

anormaux, difficiles à interpréter : des bâillements, des étirements et une mastication 

fréquente anormale. Une observation particulièrement intéressante est que le 

traitement de ces animaux à l’atropine, un antagoniste cholinergique muscarinique, 

permet d’annuler ces effets. Cela indique que le récepteur 5-HT6 pourrait être un 

inhibiteur du système cholinergique. Il apparait aussi que l’inhibition du récepteur 5-

HT6 par différents antagonistes permet de corriger les pertes de capacité mnésiques 

provoquées par une altération de la transmission cholinergique, induite 

expérimentalement par la scopolamine, un antagoniste cholinergique  (Foley et al., 

2004; Woolley et al., 2003). Cela corrobore les résultats mentionnés précédemment, 

indiquant que l’inhibition du récepteur favorise la transmission cholinergique. 

Les régions exprimant le récepteur 5-HT6 suggèrent un rôle du récepteur dans la 

mémoire, qui est de plus une fonction cognitive relativement aisée à mesurer chez le 

rongeur grâce à différents tests. Deux études menées en parallèle publiées en 2001 

(Rogers and Hagan, 2001; Woolley et al., 2001) ont montré chez le rat que l’inhibition 

de la fonction du récepteur, soit par injection systémique d’oligonucléotides antisens, 

soit pharmacologiquement par injection d’antagonistes spécifiques du récepteur 5-

HT6, le SB-271046 et le SB-357134, améliore la rétention d’une tâche de mémoire 

spatiale (test de la piscine de Morris). Toujours chez le rat, une autre étude a montré 

que l’inhibition du récepteur 5-HT6 par le SB-271046 ou le Ro 04-6790 améliore la 

rétention mnésique dans une tâche de reconnaissance d’un nouvel objet (King et al., 

2004). L’inhibition du récepteur par deux autres antagonistes, le SB-357134 et le SB-

399885 a aussi été associée à une meilleure consolidation d’une tâche de 

conditionnement pavlovien chez le rat (Perez-García and Meneses, 2005). Cela 

suggère donc un effet pro-mnésique des antagonistes du récepteur.  D’autres études 

ont montré que l’inhibition du récepteur chez le rat peut favoriser la flexibilité cognitive, 

comme montré dans un test de changement de tâche attentionnel. (Hatcher et al., 

2005). 
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b) Impacts du récepteur sur la neurotransmission 

Plusieurs études basées sur la microdialyse après administration d’antagonistes ou 

agonistes du récepteur 5-HT6 ont décrit certains rôles que peut avoir le récepteur 5-

HT6 sur la sécrétion de neurotransmetteurs. Ainsi dès le début des années 2000 

(Dawson et al., 2001, 2000), il est établi que l’inhibition du récepteur 5-HT6 par le 

SB271046 n’induit pas de changements dans les niveaux de sérotonine, de dopamine 

ou de noradrénaline dans le cortex frontal, le striatum et l’hippocampe, alors qu’elle 

induit l’élévation du taux de glutamate dans le cortex frontal et l’hippocampe, mais pas 

le striatum. Cela indiquerait que le récepteur peut inhiber la transmission 

glutamatergique excitatrice, inhibition qui serait levée par l’application d’antagonistes. 

Cette stimulation de la transmission glutamatergique par les antagonistes est tout à 

fait cohérente avec leur effet pro-mnésique. 

Concernant la transmission cholinergique, l’inhibition du récepteur 5-HT6 induit une 

augmentation de la libération d’acétylcholine (Riemer et al., 2003), ce qui est en accord 

avec les résultats comportementaux précédemment cités. 

De façon assez cohérente, on observe que l’administration d’agonistes du récepteur 

stimulent la libération de GABA dans le cortex frontal, l’hippocampe et le striatum 

(Schechter et al., 2008). Ainsi l’activation du récepteur augmenterait la transmission 

GABAergique inhibitrice, ce qui pourrait être responsable de son potentiel rôle 

inhibiteur de la transmission glutamatergique. 

 

c) Effet des agonistes du récepteur 5-HT6 

De façon surprenante, si les antagonistes ont des effets comportementaux clairs, il 

n’en est pas de même pour les agonistes. Sur certains comportements, les agonistes 

produisent les mêmes effets que les antagonistes. Une explication répandue est que, 

une partie du récepteur étant localisée dans des structures cérébrales et des types 

cellulaires différents, les antagonistes et les agonistes cibleraient préférentiellement 

des réseaux de neurones différents, ce qui aurait pour résultat des effets 

comportementaux semblables (l’activation du récepteur dans certains neurones de 

certaines structures et l’inhibition du même récepteur dans d’autres neurones/d’autres 

structures pourraient résulter dans des effets comportementaux semblables). Dans ce 

sens, un modèle imaginé par King et al., 2008 propose que les antagonistes inhibent 
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le récepteur présent au niveau de neurones GABAergiques inhibiteurs, ce qui lèverait 

l’inhibition induite par ces neurones sur les neurones glutamatergiques (figure 19). 

Parallèlement, certains agonistes pourraient activer spécifiquement le récepteur 

présent au niveau de neurones glutamatergiques excitateurs. 

5) CIBLE THERAPEUTIQUE

Les propriétés pro-cognitives des antagonistes et de certains agonistes du récepteur 

5-HT6, notamment par rapport aux capacités mnésiques, ont conduit au lancement 

d’études cliniques afin de vérifier leur efficacité pour le traitement des troubles cognitifs 

dans diverses pathologies neuropsychiatriques comme la maladie d’Alzheimer, la 

schizophrénie ou encore l’épilepsie. Malheureusement, à ce jour, les résultats de ces 

études cliniques ne sont pas probants.

Figure 19 : Modèle expliquant les effets des ligands du récepteur 5-HT6 sur la transmission 

GABAergique et glutamatergique

Les antagonistes du récepteur 5-HT6 inhiberaient préférentiellement le récepteur situé à la 

membrane des interneurones GABAergiques. Cela induirait une levée de l’inhibition tonique des 

interneurones GABAergiques sur les neurones glutamatergiques, provoquant l’élévation des taux 

de glutamate extracellulaire, facilitant certains mécanismes cognitifs. Adapté de Schechter et al., 

2008.
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- Maladie d’Alzheimer : 

La maladie d’Alzheimer (MA) est caractérisée par un déclin cognitif progressif se 

terminant par une démence généralisée. Il n’existe à ce jour pas de traitement curatif 

de la maladie, mais différentes approches sont envisagées pour ralentir l’avancée des 

symptômes et faciliter la vie des patients. Parmi ces traitements, différents inhibiteurs 

de l’AChE sont utilisés, car ils permettent pendant un certain temps de compenser la 

baisse de production d’ACh induite par la dégénérescence des noyaux cholinergique 

observée dans la MA. Ainsi, connaissant les effets des antagonistes du récepteur 5-

HT6 sur la transmission cholinergique et globalement leurs effets bénéfiques sur la 

cognition, de nombreuses études ont testé ces antagonistes dans le contexte de la 

MA. Malheureusement, les résultats actuels obtenus en phase II et III des essais 

cliniques chez l’humain ne montrent pas de résultats positifs (Khoury et al., 2018). 

- Schizophrénie :  

La schizophrénie est une pathologie neuropsychiatrique d’origine neuro-

développementale apparaissant chez le jeune adulte et caractérisée par plusieurs 

types de symptômes : les symptômes « positifs » (hallucinations, délires), les 

symptômes « négatifs » (anhédonie, retrait social) et des troubles cognitifs (altérations 

des fonctions exécutives, de l’attention, de la mémoire). Ces derniers sont 

particulièrement handicapants et il n’existe pas de traitement permettant de les 

soulager, ce qui fait du récepteur 5-HT6 une cible particulièrement intéressante. 

Plusieurs études conduites chez le rongeur, sur des modèles comportementaux 

récapitulant ces symptômes, ont montré que les antagonistes du récepteur 5-HT6 

peuvent rétablir des performances cognitives normales (Meffre et al., 2012). A ce jour, 

aucune étude clinique n’a encore été effectuée chez l’homme. 

- Epilepsie  

Une augmentation de l’activité de mTOR a lieu dans l’hippocampe et le cortex de rats 

traités avec de la pilocarpine, un modèle expérimental d’épilepsie temporale. Cette 

suractivation de mTOR est corrélée à une augmentation de l’expression du récepteur 

5-HT6 (Wang et al., 2015). Des prétraitements des rats avec l’antagoniste SB399885 

prévient la suractivation de mTOR induite par le traitement à la pilocarpine, suggérant 
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que le récepteur est impliqué dans cette suractivation de mTOR rencontrée dans 

l’epilepsie, et qu’il forme une cible thérapeutique intéressante pour cette pathologie. 

- Troubles du spectre de l’autisme 

Les troubles du spectre de l’autisme (TSA) sont un ensemble de troubles 

comportementaux d’origine neuro-développementale caractérisés par des déficits de 

communication et d’interaction sociale, ainsi que des stéréotypies motrices et des 

formes d’inflexibilité cognitive. Des données préliminaires de l’équipe montrent que le 

SB258585, un antagoniste du récepteur 5-HT6, permet de restaurer certains de ces 

déficits chez des souris qui présentent une délétion génétique du récepteur µ aux 

opioïdes, qui est un modèle couramment utilisé pour étudier les altérations 

comportementales liées aux TSA. 

Malgré l’intérêt thérapeutique important qui concerne le récepteur 5-HT6, son rôle 

physiologique dans le système nerveux adulte reste encore très peu compris. 
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OBJECTIFS 
 

Le récepteur 5-HT6 est un RCPG qui semble être impliqué dans de nombreux 

phénomènes mécanismes physiologiques à l’âge adulte et pendant le développement. 

Classiquement couplé aux protéines Gαs, des études récentes ont permis d’entrevoir 

les nombreuses voies de signalisations liées à ce récepteur. Ces interactions sont 

potentiellement nombreuses, et leur rôle est encore à déterminer. Les rôles du 

récepteur 5-HT6 sont donc encore mal décrits. Actuellement, la méconnaissance de la 

localisation exacte du récepteur 5-HT6 dans le cerveau et dans la cellule, due à 

l’absence d’anticorps spécifiques permettant des études d’immunomarquage, ne 

permet pas de comprendre totalement ses rôles. Dans ce travail de thèse, j’ai entrepris 

une caractérisation de l’expression du récepteur 5-HT6 dans le cerveau de souris 

adulte et en développement en utilisant une souche de souris « knock-in » (KI) 

exprimant le récepteur 5-HT6 étiqueté avec une protéine fluorescente (GFP). J’ai ainsi 

pu décrire les structures dans lesquelles le récepteur est exprimé, les types cellulaires 

qui l’expriment ainsi que sa localisation subcellulaire. Ce travail a donné des résultats 

particulièrement intéressants, notamment pendant la période post-natale, où le 

récepteur semble avoir un rôle particulier. J’ai ensuite entrepris un travail visant à 

étudier le rôle du récepteur 5-HT6 pendant cette période post-natale, sur le 

développement in vivo du comportement de la souris. 
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MATERIEL ET METHODES 
 

Animaux : 

Nous avons utilisé deux souches de souris (sur la base de souris C57BL/6) 

génétiquement modifiées. Une qui présente un récepteur 5-HT6 tagué avec une GFP 

au niveau de la partie C-terminale intracellulaire du récepteur(5-HT6
GFP/GFP), et une qui 

a subi une délétion de la séquence codante pour le récepteur 5-HT6 (5-HT6
KO/KO). Ces 

souris ont été générées par l’Institut Clinique de la Souris (ICS, Illkirch-Graffenstaden, 

France, http://www.ics-mci.fr/fr/). La présence d’une GFP au niveau C-terminal du 

récepteur chez les souris 5-HT6
GFP/GFP ne semble pas affecter l’adressage à la 

membrane du récepteur ni son couplage fonctionnel à la protéine Gs et à d’autres 

interacteurs in vitro (Duhr et al., 2014; Pujol et al., 2020). Les souris ont été hébergées 

avec nourriture et boisson ad libitum, avec un cycle « jour/nuit » de 12h/12h. Toutes 

les expérimentations ont été réalisées pendant la phase de jour. 

Les procédures ont été réalisées dans le strict respect des directives d'utilisation et de 

soin des animaux de l'Université de Montpellier. 

 

Immunohistofluorescence : 

Préparation des coupes : 

Souris de P15 à P60 : Les souris ont été euthanasiées avec une dose létale d’Euthasol 

Vet puis perfusées en intracardiaque avec une solution de liquide cérébrospinal 

artificiel (Artificial Cerebro-Spinal Fluid : ACSF) froide afin de rincer les vaisseaux 

sanguins. Nous avons choisi une perfusion avec de l’ACSF car le marquage de la GFP 

est de meilleure qualité avec ce protocole, comparé à d’autres protocoles avec 

perfusion de PFA ou de PBS. Les cerveaux ont ensuite été fixés pendant 24h dans 

une solution de paraformaldéhyde (PFA) à 4% poids/volume (p/v) dans du tampon 

phosphate salin (Phosphate-Buffered Saline : PBS) (Sigma) à 4°C. Après rinçages 

dans une solution PBS, les cerveaux ont été coupés (coupes de 30µm) avec un 

vibratome (Leica). Les tranches ont ensuite été conservées à -20°C dans une solution 

de cryoconservation (30% Etylène Glycol, 30% Glycérol, 25% PBS, 15% eau pure) 

jusqu’à usage. Avant utilisation, les coupes ont été rincées dans du PBS puis 

immunomarquées (protocole décrit plus bas).  
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Pour les immunomarquages réalisés afin de mesurer les cils primaires et comparer 

leur taille entre les différents génotypes (WT et 5-HT6
KO/KO), les perfusions ont été 

réalisées avec du PFA 4% (p/v) dilué dans du PBS, car nous avons remarqué que la 

morphologie des cils était mieux conservée par rapport à une perfusion avec l’ACSF. 

Souris de P1 à P10 : Le protocole de préparation des coupes reste globalement le 

même hormis quelques différences. Les souris ont ici été anesthésiées sur de la glace, 

puis perfusées avec de l’ACSF. Après fixation, les cerveaux ont été incubés dans une 

solution de PBS avec 30% de sucrose en poids/volume (p/v) pour être cryo-protégés. 

Les cerveaux ont ensuite été séchés, inclus dans un milieu OCT (VWR), puis congelés 

à -80°C jusqu’à usage. Les cerveaux ont été coupés (coupes de 16µm) avec un 

cryostat (Leica), puis les coupes ont été montées directement sur lame de verre 

(ThermoScientific) et conservées à -80°C jusqu’à usage. 

Cette différence de protocole de coupe est justifiée par la consistance des cerveaux 

des jeunes souris qui rend impossible leur coupe avec un vibratome. 

Souris de E13,5 et E17,5 : Les embryons de souris n’ont ici pas été perfusés. Les 

cerveaux ont été directement disséqués dans du PBS froid, fixés, puis traités de la 

même manière que pour les souris de P1 à P10. 

Immunomarquages :  

Pour tous les protocoles de fixation et de coupe, les coupes ont été rincées avec du 

PBS, incubées dans une solution de blocage composée de PBS, BSA 3% p/v (Sigma), 

Triton X-100 0,2 % v/v (Sigma) pendant 2 heures à température ambiante (TA), puis 

incubées dans la solution d’anticorps primaires composée de PBS, BSA 1% p/v et 

Triton X-100 0,2% v/v sur la nuit à 4°C. Les anticorps primaires et leur concentration 

sont détaillés dans le tableau suivant : 

Immunoreactivity   Species Concentration Ref 

GFP 
Chicken 1/500 Invitrogen A10262 

Rabbit 1/1000 Chromotek PABG1 

AC3 Rabbit 1/5000 EnCor Biotech RPCA-ACIII-AP 

Arl13b Mouse 1/1000 NIH NeuroMab 75-287 

S100Beta Mouse 1/500 Abcam AB11178 

GFAP Rabbit 1/1000 DAKO Z0334 

NeuN Mouse 1/500 EMD Millipore MAB337 

GABA Rabbit 1/1000 Sigma A2052 

DARPP-32 Rabbit 1/1000 Cell signaling 2306S 
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Après des rinçages avec du PBS, les coupes sont incubées avec les anticorps 

secondaires coulés à des fluorophores (Invitrogen molecular probes) dans une 

solution de même composition que la solution de l’anticorps primaire pendant 2h à TA. 

Les coupes ont ensuite été rincées montées dans un milieu de montage adapté à la 

fluorescence (Dako). 

 

Césariennes :  

Les césariennes ont été réalisées au stade embryonnaire E18,5, environ 24h avant la 

mise-bas estimée. Les mères gestantes ont été euthanasiées par dislocation cervicale 

puis les embryons rapidement extraits. Les souris nouveau-nées ont ensuite été 

placées sur une plaque chauffante (37°C) revêtue d’un papier absorbant humidifié. 

Ensuite, pendant plusieurs minutes, leur respiration a été stimulée par de très légères 

pressions sur le thorax, jusqu’à ce qu’elle soit autonome. Les nouveau-nés ont ensuite 

été donnés à une mère adoptive ayant mis bas au plus tard 24h avant la procédure. 

 

Cultures cellulaires :  

Les cultures primaires de neurones striataux ont été préparées à partir d’embryons de 

souris 5-HT6
GFP/GFP. Elles ont été réalisées à partir d’embryons au stade embryonnaire 

E15,5. Les structures ont été disséqués dans du milieu Hibernate-A (Thermofisher), 

puis les neurones dissociés enzymatiquement avec de la trypsine et mécaniquement 

par des allers-retours de pipette. Les neurones ont été ensemencés dans des puits de 

12mm de diamètre sur lamelles de verre préalablement revêtues de Poly-L-ornithine 

et de Laminine (Sigma-Aldrich). Le milieu de culture est composé de Neurobasal-A 

(Thermofisher) supplémenté de 2% v/v de B27 (Thermofisher), de 0,5% v/v de 

GlutaMax (thermofisher) et d’antibiotiques (pénicilline/streptomycine). Les neurones 

ont été maintenus à 37°C et 5% de CO2 dans un incubateur humidifié. Au 10ème jour 

in vitro (DIV 10), les cultures ont été traitées avec une solution contrôle (DMSO) ou 

avec 1µM de SB271046 ou avec 1µM de WAY181187. 24h après le traitement, les 

cultures ont été fixées puis préparées pour immunocytofluorescence. 

 

Immunocytofluorescence :  

Pour fixation, le milieu des neurones est entièrement retiré et les neurones ont été 

incubés dans une solution de PFA 4% (p/v) dans du PBS à 37°C pendant 10min. Les 
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neurones ont ensuite été rincés 3x 10min dans du PBS, puis ont été incubés dans une 

solution de blocage (la même que pour l’immunohistofluorescence) pendant 30min à 

TA. 

 

Imagerie :  

L’acquisition des images a été réalisée grâce à un microscope confocal (Leica SP8) 

équipé d’objectifs à immersion dans l’huile et de lasers de 488nm, 561nm et 633nm.  

 

Traitement des animaux et tests comportementaux : 

Les souris (souches sauvage, 5-HT6
KO/KO et WT) ont été traitées par injections sous-

cutanées quotidiennement pendant 5 jours de la période néo-natale, selon deux 

fenêtres de traitement (certains de P1 à P5 et d’autres de P5 à P9 inclus). Pour chaque 

fenêtre de traitement, il y a 3 groupes expérimentaux :  

Traitement avec des agonistes inverses du récepteur 5-HT6 : SB271046, (3mg/kg). 

Traitement avec un antagoniste neutre du récepteur 5-HT6 : CPPQ (3mg/kg). 

Traitement avec la solution véhicule seule : sérum physiologique (eau + 0,9% NaCl) + 

5% DMSO (Sigma) + 5% Tween-80 (Sigma). 

 

Les animaux ont ensuite passé différents tests comportementaux 

pendant l’adolescence (entre P30 et P40). 

 

Le choix de réaliser deux fenêtres de traitements différentes vient de l’âge jeune des 

animaux. L’idée initiale était de traiter quotidiennement les animaux pendant 10 jours 

d’affilés, mais nous avons voulu éviter de faire subir quotidiennement pendant 10 jours 

des injections sous-cutanées à des souris en période néo-natale. 

 

Test en arène ouverte :  

Matériel : 

- Arène en plexiglas blanche 50x50x50 cm 

- Lumière (environ 20 lux au centre) 

Déroulement du test : Chaque jour, les animaux sont habitués à la pièce 

d’expérimentation durant 30min avant le début des tests. Les souris sont placées 

individuellement dans l’arène. Les animaux explorent alors librement le dispositif 
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durant 10min puis sont replacées dans leur cage d’hébergement. On mesure a 

posteriori le nombre de redressements, le nombre et la durée totale de toilettage, la 

vitesse moyenne et la distance totale. 

Test de l’arène en croix surélevée (dit test « elevated plus maze) Eleveted Plus Maze 

(EPM) : 

Matériel : 

- Dispositif en plexiglas d’une hauteur de 50cm, avec 4 bras de 30x5cm dont 2 

bras ouvert et 2 bras fermés (par des parois de 15cm).

- Lumière (entre 200 et 300 lux)

Déroulement du test : Les animaux sont préalablement habitués à la salle 

d’expérimentation 30min avant le début des tests. 

Chaque souris est placée individuellement au centre du dispositif avec la tête orientée

vers un bras ouvert. L’animal explore alors librement durant 5min puis est replacé dans 

sa cage d’hébergement. On mesure a posteriori le temps passé dans chaque bras. Un 

animal est considéré comme sorti ou entré dans un bras lorsque les 4 pattes sont dans 

la zone. 

Figure 20 : Test de l’arène surélevée en croix
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Test de reconnaissance d’un nouvel objet : 

Matériel :

- Arène en plexiglas blanche 50x50x50

- Paires d’objets identiques (10x5cm)

- Objets de même taille mais textures/formes/couleurs différentes

- Lumière (au centre de l’arène : 37-57lux)

Déroulement du test : Chaque jour, les animaux sont au préalable habitué à la pièce 

d’expérimentation durant 30min avant le début des tests. 

JOUR 1 : HABITUATION : Les souris sont placées individuellement dans l’arène sans 

objet, et explorent alors librement le dispositif durant 10min puis sont replacées dans 

leur cage d’hébergement.

JOUR 2 : FAMILIARISATION : Deux objets identiques sont placés dans l’arène à 

15cm des parois et environ 15cm l’un de l’autre. Les souris sont replacées dans 

l’arène. Les animaux explorent alors librement durant 10min puis sont replacées dans 

leur cage d’hébergement. On mesure a posteriori le temps d’exploration de chaque 

objet qui correspond au moment où l’animal à le museau orienté vers l’objet (<2cm) 

en excluant les moments où l’animal grimpe sur l’objet 

JOUR 3 : TEST : Un des deux objets est remplacé par un nouvel objet de taille similaire 

mais de texture/forme/couleurs différentes. Les animaux explorent alors librement 

durant 10min puis sont replacées dans leur cage d’hébergement. On mesure à 

posteriori le temps de d’exploration de chaque objet (nouvel objet et objet familier).

Test de sociabilité à 3 chambres (ou « test de Crawley ») : 

24h24h

HABITUATION TESTFAMILIARISATIO

24h

Figure 21 : Test de reconnaissance d'un nouvel objet
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Matériel :  

- Arène transparente en plexiglas divisée en trois chambres de tailles égales (40 

x 20 x 22,5 cm), disposant de deux portes coulissantes (8 x 5 cm) permettent 

la circulation entre les chambres. 

- Des cages grillagées, métalliques et de forme cylindriques (18 x 9 cm) 

- Objets de taille similaire à une souris. 

- Panneaux LED (Arène : 30-40 lux) 

- Souris interactrices non familières, de même sexe et même âge que les souris 

à tester.  

 

 

Déroulement du test : Les animaux interacteurs sont habitués au confinement dans 

les cages grillagées pendant les 2 jours précédant le test (20 minutes / jour).  

Les animaux sont préalablement habitués à la salle d’expérimentation 30 min avant le 

début des tests.  

HABITUATION : Les souris sont placées individuellement dans la chambre centrale 

avec les portes coulissantes relevées et les cages vides. Elles explorent alors 

librement le dispositif durant 10min. A la fin de ces 10min, les animaux sont ramenés 

dans la chambre centrale et les portes coulissantes sont rabattues.  

TEST DE PREFERENCE SOCIALE : Pendant que la souris est dans la chambre 

centrale, une souris non familière est introduite dans une cage métallique d'une des 

chambres latérales et un objet est introduit dans la seconde cage métallique comme 

témoin de la nouveauté. Les portes coulissantes sont alors relevées et la souris est 

libre d’explorer le dispositif durant 10min à nouveau.  Le nombre d'entrées dans 

chaque compartiment, le temps passé dans chaque chambre et le nombre et la durée 

des contacts du nez avec la souris interactrice ou l’objet sont analysés a posteriori à 

partir des enregistrements vidéo. A la fin des 10min, les animaux sont ramenés dans 

la chambre centrale. 
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Analyses statistiques : 

Les données ont été analysées à l’aide du logiciel GraphPad Prism. Tous les tests 

statistiques réalisés sont indiqués au niveau des résultats correspondants.

TEST DE PERERENCE 

Figure 22 : Test de préférence sociale
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RESULTATS 
 

Malgré de nombreuses études, le schéma d’expression exact du récepteur 5-HT6 reste 

mal connu. La majorité des techniques utilisées ont permis de mesurer les quantités 

d’ARNm codant pour le récepteur, et les quelques études d’immunohistochimie ont 

utilisé des anticorps dont la spécificité est douteuse. Une cartographie claire de 

l’expression du récepteur est donc indispensable. 

Ce travail de thèse se base sur l’utilisation d’une souche de souris génétiquement 

modifiée « knock-in » (KI) (5-HT6
GFP/GFP) qui exprime une version du récepteur 5-HT6 

(5-HT6-GFP) directement couplée à une protéine fluorescente verte (GFP), ce qui 

permet de cartographier de façon détaillée l’expression du récepteur 5-HT6 dans le 

système nerveux central de la souris par immunomarquage contre la GFP. Pour les 

expériences fonctionnelles j’ai également utilisé une souche de souris knock-out pour 

le récepteur 5-HT6 (5-HT6
KO/KO). Il s’agit d’un KO constitutif, généré par délétion de 

l’exon 3 et 4 du récepteur par une approche Crispr-Cas9.  

Etant donné les rôles divers que semble avoir le récepteur lors du développement et 

à l’âge adulte, j’ai réalisé une cartographie de l’expression du récepteur à différents 

stades développementaux et à l’âge adulte qui est de 2 mois (60 jours) chez la souris. 

Dans un premier temps, je vais décrire ce travail de caractérisation chez la souris 

adulte. 

I) CARACTERISATION DE L’EXPRESSION 

DU RECEPTEUR 5-HT6 DANS LE 

SYSTEME NERVEUX CENTRAL DE LA 

SOURIS ADULTE  
 

A) CARTOGRAPHIE GENERALE DE L’EXPRESSION DU 

RECEPTEUR 5-HT6 DANS LE SYSTEME NERVEUX 

CENTRAL DE LA SOURIS ADULTE 
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J’ai utilisé la souche de souris 5-HT6
GFP/GFP afin de cartographier les différentes régions 

exprimant le récepteur 5-HT6 dans des tranches de cerveau et de moelle épinière de 

souris adulte (figure 23A). J’ai réalisé l’immunomarquage de la GFP couplée au 

récepteur, et acquis les images en microscopie confocale.  

Au niveau frontal du cerveau (Figure 23B.a), nous observons la présence du récepteur 

au niveau de couches corticales externes (Figure 23B.a.1) et internes (Figure 

23B.a.2). Le récepteur est aussi exprimé dans les bulbes olfactifs (Figure 23B.a.3).  

Plus postérieurement, le récepteur est encore exprimé dans différentes couches 

corticales, ici dans le cortex moteur et somatosensoriel. (Figure 23B.b.1 et 2). Nous 

observons un signal très fort dans différentes sous-structures du striatum : les noyaux 

caude-putamen (Figure 23B.b.3), le noyau accumbens (Figure 23B.b.4) et les 

tubercules olfactifs (Figure 23B.b.5). Une expression plus faible est aussi visible au 

niveau du septum (Figure 23B.b.6).   

A un niveau encore plus postérieur, le récepteur est toujours exprimé au niveau du 

cortex, ici le cortex pariétal associatif (Figure 23B.c.1).  Le récepteur est aussi présent 

au niveau de l’hippocampe : CA1 (Figure 23B.c.2), CA3 (Figure 23B.c.3) et gyrus 

denté (Figure 23B.c.4). Nous identifions aussi la présence du récepteur au niveau de 

l’hypothalamus (Figure 23B.c.5). En revanche les différents noyaux appartenant au 

thalamus ne semblent pas exprimer le récepteur 5-HT6 (Figure 23B.c.6). 

Nous n’observons pas d’expression du récepteur dans le cervelet ni dans le bulbe 

rachidien (Figure 23B.d.1 et 3) mais une forte expression dans le mésencéphale, ici le 

colliculus (Figure 23B.d.2). 

Enfin, nous identifions une expression du récepteur 5-HT6 au niveau de la moelle 

épinière (ici au niveau thoracique), dans la corne dorsale (Figure 23B.e.1) et la corne 

ventrale Figure (23B.e.2). 

L’expression du récepteur 5-HT6 est donc retrouvée dans de nombreuses structures 

aux rôles très divers. Comme déjà décrit dans la littérature, l’expression du récepteur 

est la plus forte dans des régions impliquées dans la régulation de fonctions cognitives 

supérieurs, notamment le cortex, l’hippocampe et le striatum. Nous nous focaliserons 

spécifiquement sur ces structures. 
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B)ETUDE DE LA LOCALISATION SUBCELLULAIRE DU 

RECEPTEUR 

5-HT6 DANS DIFFERENTS TYPES CELLULAIRES

La localisation subcellulaire du récepteur 5-HT6 est encore une question ouverte, 

certaines études ayant montré sa localisation dans les dendrites (Gérard et al., 1997)

ou dans les cils primaires (Brailov et al., 2000). Seulement les anticorps utilisés dans 

ces études montrent l’expression du récepteur 5-HT6 dans le cervelet, or les 

marquages effectués sur nos souris 5-HT6
GFP/GFP ne montrent aucun marquage dans 

le cervelet, de façon cohérente avec une étude récente utilisant la méthode d’ISH 

(Helboe et al., 2015), remettant fortement en cause la spécificité de ces anticorps. La 

caractérisation des régions exprimant le récepteur que j’ai réalisée (figure 23) montre 

que le récepteur est localisé dans des structures cellulaires fines et allongées 

ressemblant à des cils. J’ai tiré profit de l’enrichissement dans les cils de plusieurs 

protéines, considérées comme des marqueurs de cil primaire, pour réaliser des co-

marquages et valider cette localisation ciliaire. Dans cette étude les marqueurs sont 

l’adénylate cyclase 3 (AC3) et la GTPase ciliaire Arl13b. Les co-marquages 

AC3/Arl13b/GFP montrent que toutes les structures cellulaires dans lesquelles le 

récepteur 5-HT6 est exprimé sont des cils primaires (Figure 24A). 

La figure 24 présente le résultat de ces immunomarquages dans les trois structures 

exprimant fortement le récepteur et impliquées dans des fonctions cognitives 

(A) Représentation en vue sagittale d’un cerveau de souris adulte. Les lignes rouges et classés de (a) à 

(e) indiquent les niveaux de coupes présentées en (B). (B) Images de coupes coronales (à gauche) 

traitées par coloration de Nissl (tirées du Mouse Brain Atlas https://mouse.brain-map.org/) aux niveaux où 

les immunomarquages (présentés à droite) ont été réalisés. Sur chaque image, les encadrés blancs 

numérotés représentent les zones d’où les marquages présentés à droite sont issus. (a.1) couches 

externes du cortex préfrontal. (a.2) couches internes du cortex préfrontal. (a.3) bulbe olfactif. (b.1)

couches externes du cortex moteur. (b.2) couches internes du cortex moteur. (b.3) noyau caudé-putamen. 

(b.4) noyau accumbens. (b.5) tubercule olfactif. (b.6) septum. (c.1) cortex pariétal. (b.2) CA1 de 

l’hippocampe. (c.3) CA3 de l’hippocampe. (c.4) DG de l’hippocampe. (c.5) hypothalamus. (c.6) thalamus. 

(d.1) cervelet. (d.2) mésencéphale. (d.3) bulbe rachidien. (e.1) corne dorsale de la moelle épinière. (e.2)

corne ventrale de la moelle épinière. Le marquage du récepteur 5-HT6 est présenté en vert.

(A) Représentation en vue sagittale d’un cerveau de souris adulte. Les lignes rouges et classés de (a) à 

Figure 23 : Visualisation de l’expression du récepteur 5-HT6 par immunofluorescence dans le 

cerveau de souris adulte.
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supérieures : le cortex, l’hippocampe et le striatum. Nous remarquons que l’expression 

de ces deux marqueurs dans les cils est exclusive, les cils exprimant fortement AC3 

(en rouge) n’expriment pas la protéine Arl13b (en cyan) et inversement.

Figure 24 : Co-expression du récepteur 5-HT6 avec différents marqueurs du cil primaire 

dans différentes structures. 

(A) Immunomarquages des protéines ciliaires AC3 (en rouge) et Arl13b (en cyan), et du récepteur

5-HT6-GFP (en vert) dans la couche V du cortex moteur (à gauche), le CA1 de l’hippocampe (au 

milieu) et le noyau caudé-putamen du striatum (à droite). (B) Quantification des cils primaires co-

exprimant les marqueurs ciliaires et le récepteur 5-HT6. (a) Pourcentage des cils exprimant AC3 

qui co-expriment le récepteur 5-HT6 (en vert) (cortex : n=813 cils AC3+ chez 4 animaux ; 

hippocampe : n=580 cils AC3+ chez 3 animaux ; striatum : n=3110 cils AC3+ chez 10 animaux). 

(b) Pourcentage des cils exprimant Arl13b qui co-expriment le récepteur 5-HT6 (en vert) (cortex : 

n=197 cils Arl13b+ chez 4 animaux ; hippocampe :  n=58 cils Arl13b+ chez 3 animaux ; striatum : 

n=451 cils Arl13b+ chez 10 animaux). (c) Pourcentage des cils exprimant le récepteur 5-HT6 qui 

co-expriment AC3 (en rouge) et Arl13b (en cyan) (cortex : n=765 cils 5-HT6 + chez 4animaux ; 

hippocampe : n=600 cils 5-HT6+ chez 3 animaux ; striatum : n=3273 cils 5-HT6+ chez 10 

animaux). Les moyennes des pourcentages de chaque animal sont représentées +/- sem.
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J’ai quantifié la proportion des cils exprimant AC3 qui co-expriment le récepteur (figure 

24B.a) et la proportion des cils exprimant Arl13b qui co-expriment le récepteur (figure 

24B.b).  

J’ai aussi quantifié la proportion des cils qui expriment le récepteur 5-HT6 et qui co-

expriment AC3 ou Arl13b (figure 24B.c). Ces résultats sont discutés un peu plus bas. 

Dans la littérature, deux études suggèrent que le marqueur exprimé dans un cil donné 

pourrait dépendre du type cellulaire. En effet, en réalisant différents 

immunomarquages les auteurs de ces études ont déterminé que les cils neuronaux 

sont enrichis en AC3, alors que les cils astrocytaires expriment fortement la protéine 

Arl13b (Sipos et al., 2018; Sterpka and Chen, 2018). J’ai donc voulu déterminer si dans 

nos conditions, les cils marqués par AC3 pourraient être des cils neuronaux, alors que 

ceux marqués par Arl13b appartiendraient à des astrocytes. Pour cela, j’ai réalisé des 

co-marquages d’AC3 ou Arl13b avec différents marqueurs de types cellulaires dans 

les différentes structures d’intérêt. Pour identifier les neurones, j’ai réalisé des 

marquages de la protéine nucléaire neuronale NeuN, largement utilisé comme 

marqueur neuronal ubiquitaire (Gusel’nikova and Korzhevskiy, 2015). Pour identifier 

les astrocytes, dans l’hippocampe, j’ai réalisé des marquages de la Glial fibrillary acidic 

protein (GFAP). Ce marqueur astrocytaire est fortement exprimé dans l’hippocampe 

mais son niveau d’expression est faible dans les autres structures. Dans le cortex et 

le striatum, j’ai donc marqué la S100 calcium-binding protein β (S100β), un marqueur 

astrocytaire fortement exprimé dans ces structures (Hinkle et al., 1997). Les résultats 

obtenus sont présentés dans la figure 25, où le marqueur ciliaire apparait en cyan et 

le marqueur de type cellulaire est représenté en rouge. Dans les trois structures, nous 

observons que la totalité des cils exprimant un niveau élevé de la protéine AC3 sont 

associés à des neurones. En revanche, les cils exprimant un niveau élevé d’Arl13b 

sont associés à des astrocytes. Nos résultats confirment donc que des cils appartenant 

à des types cellulaires différents ont un profil moléculaire différent, en particulier quant 

au marqueur qui permet de les identifier. 
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Imagerie confocale de différents 

marqueurs de types cellulaires et 

ciliaires. (A) Immunomarquages en 

rouge de NeuN, une protéine 

neuronale (en haut), et de S100β, une 

protéine astrocytaire (en bas) dans le 

cortex. Les co-marquages avec AC3 

ou Arl13b (en cyan) montrent 

l’association des cils AC3+ avec les 

neurones et l’association des cils 

Arl13b+ avec les astrocytes. (B)

Immunomarquages dans 

l’hippocampe de NeuN (en haut) et de 

GFAP, une protéine astrocytaire 

hippocampique (en bas). Les co-

marquages avec les marqueurs 

ciliaires montrent l’association des cils 

AC3+ avec les neurones et Arl13b+ 

avec les astrocytes. (C)

Immunomarquages dans le striatum, 

même observation que dans le cortex 

en (A).

Figure 25 : Expression 

différentielle des marqueurs 

ciliaires AC3 et Arl13b par les 

neurones et les astrocytes.
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Ces résultats nous permettent maintenant d’identifier de façon claire les cils neuronaux 

et les cils astrocytaires. Les résultats présentés en figure 24B permettent donc de 

quantifier la proportion de neurones et d’astrocytes exprimant le récepteur 5-HT6 dans 

les différentes structures. En effet, jusqu’à maintenant le récepteur 5-HT6 a toujours 

été décrit comme un récepteur uniquement neuronal. L’étude récente réalisée chez le 

rat par ISH (Helboe et al., 2015) ne parvient pas à identifier la présence d’ARNm 

codant pour le récepteur dans les astrocytes, or nous observons bien la présence du 

récepteur dans ces cellules. Dans la figure 24B, l’histogramme (a) représente en vert 

la proportion de cils neuronaux (AC3 positifs) exprimant le récepteur 5-HT6. En 

moyenne 76% des cils neuronaux corticaux expriment le récepteur 5-HT6, et ce 

pourcentage atteint 98% dans l’hippocampe et le striatum. Ceci démontre donc une 

très forte expression du récepteur dans les neurones. L’histogramme (b) quantifie en 

vert la proportion de cils astrocytaires (Arl13b positifs) exprimant le récepteur. Nous 

observons que 68% des cils astrocytaires corticaux expriment le récepteur 5-HT6. Ce 

pourcentage est de 55% dans l’hippocampe et 52% dans le striatum. Ce résultat 

démontrant que plus de la moitié des astrocytes expriment le récepteur 5-HT6 est très 

intéressant car, comme dit auparavant, cette localisation astrocytaire n’a pas été 

décrite dans la littérature. Le rôle et la structure du récepteur dans les astrocytes 

restent donc à élucider. Enfin, l’histogramme (c) représente la proportion de neurones 

(en rouge) et d’astrocytes (en cyan) parmi les cellules exprimant le récepteur 5-HT6. 

Dans le cortex, 82% des cellules qui expriment le récepteur sont des neurones et 18% 

sont des astrocytes. Cette proportion est très différente dans le striatum et 

l’hippocampe, où environ 95% des cellules exprimant le récepteur sont des neurones 

et seulement 5% sont des astrocytes.  

L’étude de Helboe et al., 2015, identifie que la majorité des cellules exprimant le 

récepteur 5-HT6 dans nos 3 structures d’intérêt sont les neurones de projection plutôt 

que les interneurones. J’ai donc voulu vérifier quels types de neurones expriment le 

récepteur dans mon modèle d’étude. Pour cela, j’ai réalisé des immunomarquages des 

différents types neuronaux afin de déterminer lesquels expriment le récepteur. Dans 

le cortex (ici le cortex moteur), j’ai mis en évidence la population d’interneurones 

GABAergiques inhibiteurs en marquant le GABA (en rouge), principal 

neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux central. J’ai réalisé des co-

marquages avec un anticorps anti-GFP pour visualiser le récepteur 5-HT6-GFP au 
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niveau de ces neurones (en vert) (figure 26A). J’ai pu ainsi quantifier la proportion 

d’interneurones GABAergiques exprimant le récepteur 5-HT6, représentée par la 

proportion de neurones marqués en rouge et possédant un cil vert (figure 26A, 

histogramme de gauche). En moyenne seuls 9% des interneurones GABAergiques du 

cortex moteur expriment le récepteur. L’histogramme de droite représente en noir la 

proportion de neurones exprimant le récepteur et exprimant le GABA. Nos résultats 

montrent que les interneurones GABAergiques représentent moins de 1% de la totalité 

des cellules exprimant le récepteur 5-HT6 dans le cortex. Dans l’hippocampe, j’ai 

réalisé les mêmes marquages (figure 26B), cependant la forte densité neuronale rend 

impossible d’identifier globalement à quelle cellule est rattaché un cil, rendant une 

quantification précise impossible. Néanmoins, même sans quantification précise, nous 

observons facilement que le récepteur 5-HT6 est très majoritairement exprimé par des 

cellules qui ne sont pas des interneurones GABAergiques, indiquant un schéma 

d’expression semblable au cortex. Des interneurones GABAergiques hippocampiques 

exprimant le récepteur sont cependant parfois identifiables, comme illustré dans la 

figure 26B. Dans le striatum, les neurones principaux sont les neurones épineux 

moyens (medium spiny neurons : MSN). Ces neurones représentent environ 95% des 

neurones du striatum et sont des neurones GABAergiques inhibiteurs. Cette 

caractéristique ne permet donc pas de marquer les interneurones GABAergiques du 

striatum afin de les différencier des MSN. Les MSN expriment cependant 

spécifiquement la Dopamine and cAMP Regulated neuronal PhosphoProtein (DARPP-

32), une protéine qui régule la plasticité synaptique des MSN médiée par la dopamine 

(Yagishita et al., 2014). J’ai ainsi réalisé des co-marquages contre la DARPP-32 afin 

de visualiser les MSN (en rouge) et le récepteur 5-HT6-GFP (en vert) (figure 26C). 

Nous pouvons voir que la très grande majorité des cils primaires exprimant le récepteur 

5-HT6 sont associés aux MSN dans le striatum. 
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Le récepteur est présent très majoritairement dans les neurones de projection dans 

les différentes structures étudiées, avec une faible proportion d’interneurones 

exprimant aussi le récepteur. Ce résultat est cohérent avec la dernière étude publiée 

à ce sujet (Helboe et al., 2015), en revanche nous identifions que les astrocytes 

expriment aussi le récepteur 5-HT6. 

Notre étude de caractérisation montre donc que, chez la souris adulte, la localisation 

subcellulaire du récepteur 5-HT6 semble restreinte aux cils primaires.

Figure 26 : Expression du récepteur 5-HT6 par différents types neuronaux

Imagerie en microscopie confocale de co-marquages du récepteur 5-HT6-GFP avec différents 

marqueurs neuronaux. (A) Immunomarquages des interneurones GABAergiques (GABA en 

rouge) et du récepteur 5-HT6 (en vert) dans le cortex. L’histogramme de gauche représente le 

pourcentage d’interneurones GABAergiques associés à un cil primaire exprimant le récepteur 5-

HT6 (en noir) (n=115 neurones GABAergiques chez 6 animaux). L’histogramme de droite 

représente le pourcentage de cils primaires exprimant le récepteur 5-HT6 associés à des 

interneurones GABAergiques (en noir) (n=726 cils primaires exprimant le récepteur 5-HT6 chez 6 

animaux). Les moyennes des pourcentages de chaque animal sont représentées +/- sem. (B)

Immunomarquages des interneurones GABAergiques (GABA en rouge) et du récepteur 5-HT6

(en vert) dans l’hippocampe. (C) Immunomarquages des MSN (DARPP-32 en rouge) et du 

récepteur 5-HT6 (en vert) dans le cortex.
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C)ROLE DU RECEPTEUR 5-HT6 DANS LA 

MORPHOLOGIE DU CIL PRIMAIRE.

Certaines études qui ont décrit la présence du récepteur 5-HT6 dans les cils primaires 

ont aussi rapporté que la surexpression du récepteur (Guadiana et al., 2013; Hu et al., 

2017) pouvait allonger la taille des cils, voir provoquer des cils ramifiés. Inversement, 

l’équipe de John Neumaier a montré qu’un traitement aigu de cultures de neurones 

embryonnaires de striatum avec un antagoniste du récepteur (le SB399885) induisait 

une forte réduction (de moitié) de la taille des cils primaire après 24h. J’ai voulu 

reproduire ces résultats pour en étudier les mécanismes plus en détail. Pour cela j’ai 

réalisé des cultures primaires de striatum à partir d’embryons de souris 5-HT6
GFP/GFP 

au stade E15,5, que j’ai traitées avec un agoniste inverse du récepteur (le SB271046) 

ou un agoniste (le WAY181187) au 10ème jour in vitro (DIV10) et fixées après 24h. 

La figure 27 montre qu’il n’y a pas de différence significative de taille des cils primaires 

entre les différentes conditions de traitement, bien qu’une tendance apparaisse (à la 

Figure 27 : Impact de l’inhibition ou l’activation pharmacologique du récepteur 5-HT6 sur la 

longueur des cils primaires dans des cultures primaires de neurones de striatum.

Les cultures primaires de neurones de striatum venant d’embryons 5-HT6
GFP/GFP ont été traitées à DIV10 

avec du SB271046 (agoniste inverse) ou du WAY181187 (agoniste) et fixées après 24h. La longueur 

des cils a été mesurée après immunomarquage du récepteur 5-HT6-GFP (vehicle n = 536 ; SB271046 

n = 894 ; WAY181187 n = 778).
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baisse pour le SB271046 et à la hausse pour le WAY181187), mais les différences 

sont très faibles.  

Pour étudier le rôle potentiel du récepteur dans la morphologie des cils dans un 

contexte in vivo j’ai comparé la longueur des cils sur des coupes de cerveau préparées 

à partir de souris WT ou bien à partir de souris KO constitutives pour le gène codant 

pour le récepteur 5-HT6 (5-HT6
KO/KO). Les images présentées dans la figure 28 

montrent les cils neuronaux, marqués avec des anticorps dirigés contre la protéine 

AC3, dans nos 3 structures d’intérêt, chez les souris WT (en haut) ou KO (en bas). Les 

histogrammes présentent la quantification de la longueur de ces cils, réalisées grâce 

au plug-in Simple neurite tracer du logiciel Image J (n > 231 cils pour chaque structure 

et génotype). Nous pouvons ici faire deux observations. Que ce soit chez les souris 

WT ou KO, la taille des cils varie suivant la structure considérée. On peut voir que les 

cils sont plus courts dans le cortex (7,99 +/- 0,12µm chez les WT et 7,23 +/- 0,1µm 

chez les 5-HT6
KO/KO), alors qu’ils sont le plus long au niveau du striatum (14,55 +/- 

0,25µm chez les WT et 11,81 +/- 0,14µm 5-HT6
KO/KO). Dans l’hippocampe, la taille des 

cils est intermédiaire (9,89 +/- 0,15µm chez les WT et 9,39 +/- 0,09µm chez les 5-

HT6
KO/KO). Nous observons également que les cils primaires sont significativement plus 

petits chez les souris 5-HT6
KO/KO que chez les souris WT dans le cortex et le striatum. 

Nous observons une tendance également à la diminution de la taille des cils dans 

l’hippocampe mais la significativité n’est pas atteinte, malgré un effectif élevé (p=0,07). 

L’influence du récepteur sur la taille des cils hippocampique pourrait être plus faible 

que dans les autres structures, demandant un effectif encore plus élevé pour la mettre 

en évidence.  
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Ces résultats suggèrent que le récepteur 5-HT6 a bien une influence sur la taille du cil. 

Toutefois, la taille observée dépend aussi de la structure cérébrale étudiée. Ceci 

pourrait être dû simplement à un taux d’expression différent du récepteur dans les 

Figure 28 : Impact de la délétion génétique du récepteur 5-HT6 sur la longueur des cils 

primaires.

(A) Immunomarquages de la protéine AC3 dans le cortex, l’hippocampe et le striatum chez des 

animaux de type sauvage (WT) et des animaux 5-HT6
KO/KO. (B) Histogrammes présentant la 

longueur moyenne des cils dans les différentes structures et suivant le génotype (WT en noir et 

5-HT6
KO/KO en gris), mesurée à l’aide du logiciel Image J. Résultats analysés par un test de 

Kruskal-Wallis (n > 231 cils par génotype et par structure chez 3 animaux ; *p < 0,05 ; ****p < 

0,0001).
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différentes structures, ou cela pourrait mettre en jeu d’autres facteurs tels que des 

interactions avec différentes voies de signalisation.  

 

II) CARACTERISATION DE L’EXPRESSION 

DU RECEPTEUR 5-HT6 DANS LE 

SYSTEME NERVEUX CENTRAL 

EMBRYONNAIRE ET POST-NATAL  
 

Le récepteur 5-HT6 est un acteur important du développement neuronal. Nous avons 

vu en introduction qu’il participe en particulier à la migration neuronale, phénomène 

ayant lieu principalement pendant la deuxième moitié du développement 

embryonnaire. Il est donc important de déterminer son expression pendant cette 

période. Or, aucune étude ne décrit de façon exhaustive l’expression spatio-temporelle 

du récepteur 5-HT6 au cours du développement embryonnaire et pendant la période 

post-natale. Nous avons donc tiré avantage de notre modèle de souris KI GFP pour 

réaliser précisément cette caractérisation.  

 

A) DESCRIPTION SPATIOTEMPORELLE DE 

L’EXPRESSION DU RECEPTEUR 5-HT6 DANS LE 

CERVEAU DE LA SOURIS PENDANT LA PERIODE 

EMBRYONNAIRE 
 

Nous avons tout d’abord déterminé le stade embryonnaire auquel le récepteur 

apparait. Pour cela, nous avons réalisé des immunomarquages ciblant le récepteur 5-

HT6-GFP sur des coupes d’embryons de souris 5-HT6
GFP/GFP. Comme présenté dans 

la figure 29, nous détectons la présence du récepteur dès le stade embryonnaire E13,5 

(figure29A). Nous observons à ce stade l’expression du récepteur à différents endroits. 

Son expression est retrouvée dans quelques cellules au niveau de la plaque corticale 

et dans le striatum. On détecte également un marquage plus intense, avec un nombre 

de cellules marquées plus important au niveau de la VZ et la SVZ. Au cours du 

développement embryonnaire, les régions exprimant le récepteur 5-HT6 restent les 
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mêmes. En revanche, comme le montrent les images obtenues sur de coupes venant 

d’embryons à E17,5 (figure 29B) la densité de marquage augmente très 

significativement, suggérant une augmentation du nombre de cellules exprimant le 

récepteur au cours du temps. On observe ici, comme à l’âge adulte, une expression 

ciliaire du récepteur 5-HT6, comme montré par les comarquages contre le récepteur 

5-HT6-GFP, Arl13b et AC3. La colocalisation du récepteur 5-HT6 et Arl13b est 

facilement observable, en revanche la colocalisation entre le récepteur 5-HT6 et AC3 

est ici difficile à voir, le marquage AC3 ne montrant apparemment pas spécifiquement 

de cils primaires, excepté au niveau de la VZ et SVZ. Cela pourrait être dû au fait qu’à 

ce stade développemental, les cils ne sont pas entièrement formés, et peuvent être 

qualifiés de « proto-cils », n’exprimant pas fortement AC3 (Arellano et al., 2012). La 

Figure 29 : Expression du récepteur 5-HT6 au niveau des cils primaires dans différentes 

structures du cerveau embryonnaire de souris.
(A)  Immunomarquages du récepteur 5-HT6-GFP (en vert) au stade embryonnaire E13,5 au 

niveau du cortex, des VZ et SVZ (séparées par une ligne pointillée), et du striatum. Le 

récepteur 5-HT6 est visible dans des structures ponctiformes. (B) Immunomarquages du 

récepteur 5-HT6-GFP (en vert), Arl13b (cyan) et AC3 (rouge) au stade embryonnaire E17,5 

au niveau du cortex, SVZ et VZ, et du striatum.
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forte densité de marquage au niveau de cils présents dans la VZ et la SVZ est 

cohérente avec le rôle du récepteur 5-HT6 dans les phénomènes ayant lieu dans cette 

zone, comme la migration des neuroblastes, et suggère un potentiel rôle dans d’autres 

phénomènes comme la prolifération. 

B) CARACTERISATION SPATIOTEMPORELLE DE 

L’EXPRESSION DU RECEPTEUR 5-HT6 DANS LE 

CERVEAU DE LA SOURIS PENDANT LA PERIODE 

POSTNATALE 
 

Le développement postnatal est un stade de développement primordial pour la 

formation des circuits neuronaux. Il est notamment caractérisé par une élongation et 

complexification des différentes neurites des neurones (dendrites et axones). Comme 

nous l’avons décrit en introduction et présenté dans l’étude en annexe, le récepteur 5-

HT6, via son interaction avec ses partenaires Cdk5 et GPRIN1, participe aux 

différentes étapes du développement neuronal in vitro, il est donc important de 

caractériser son expression au cours du développement postnatal. 

Comme le montre la figure 30, au stade post-natal, le récepteur est retrouvé dans les 

mêmes structures que chez l’adulte. Le récepteur est exprimé au niveau du cortex, de 

l’hippocampe, du striatum, du septum et des tubercules olfactifs. Cependant, nous 

pouvons ici faire une observation extrêmement intéressante. Au cours du temps, la 

localisation subcellulaire du récepteur évolue. En effet, la figure 30A montre l’évolution 

de la localisation subcellulaire du récepteur entre P0 et P30 dans le striatum. On 

remarque qu’entre P0 et jusqu’à P7-P10 la localisation subcellulaire du récepteur 5-

HT6 n’est plus limitée au cil primaire mais s’étend jusqu’au compartiment somato-

dendritique. Ceci est illustré au niveau du striatum (figure 30A), mais comme indiqué 

dans la figure 30B, qui montre l’expression du récepteur à P5, nous observons cette 

relocalisation dans presque toutes les régions exprimant le récepteur, à l’exception les 

couches corticales les plus externes.  
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La littérature (Lesiak et al., 2018) et nos expériences in vitro suggèrent que la 

Figure 30 : Changement transitoire de la localisation subcellulaire du récepteur 5-HT6 au 

cours de la période post-natale.

(A)  Immunomarquages dirigés contre le récepteur 5-HT6-GFP (en vert) à différents stades de 

développement après la naissance dans le striatum, de P1 à P30. La relocalisation transitoire 

du récepteur 5-HT6 est observable de P1 à P7 ici. (B) Illustration d’une coupe de cerveau à 

P5 immumarquée contre le récepteur 5-HT6-GFP (en vert). Une relocalisation est observable 

dans (1) les couches internes du cortex mais pas les couches plus externes (2). Relocalisation

aussi observable dans le striatum (3) et le septum (4).
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localisation subcellulaire du récepteur dépend de son niveau d’expression. Lorsque le 

récepteur est exprimé à un faible niveau, on le trouve uniquement dans le cil primaire. 

En revanche, lorsque le récepteur est surexprimé, il est retrouvé également au niveau 

membranaire, aussi bien dans des lignées cellulaires que dans des neurones en 

culture. Cela pourrait ici suggérer qu’entre P0 et P10, l’expression du récepteur est 

fortement augmentée. Nous avons initié des expériences de qPCR et de RNAscope 

pour confirmer cette hypothèse. Le fait que ce changement de localisation transitoire 

apparaisse à la naissance indique que des changements concomitants à la mise bas 

(comme des changements hormonaux chez la mère par exemple) impactent 

l’expression du récepteur. Pour tester l’influence de la naissance par voie naturelle sur 

la relocalisation transitoire du récepteur 5-HT6, j’ai réalisé des césariennes chez des 

mères gestantes environ 24h avant la mise-bas, à E18,5. 

J’ai ainsi comparé la localisation du récepteur 5-HT6 entre des animaux 2 jours après 

la césarienne ou 2 jours après la mise-bas naturelle (figure 31). Nous observons 

toujours une relocalisation du récepteur 5-HT6, indiquant que la naissance, peu 

importe par quelle voie, est impliquée dans ce phénomène.

Nous avons montré dans la partie précédente que chez l’adulte le récepteur est 

exprimé majoritairement dans les neurones de projection dans différentes structures. 

Nous avons donc voulu voir si ce sont les mêmes types neuronaux qui l’expriment 

Figure 31 : Impact d'une naissance par césarienne sur la relocalisation du récepteur 5-HT6.

Immunomarquage dirigé contre le récepteur 5-HT6-GFP (en vert) dans le striatum à P2 après 

mise bas par voie naturelle (à gauche) ou après césarienne (à droite).
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pendant la période post-natale. Pour cela, nous avons réalisé des co-marquages 

GFP/GABA au niveau du cortex sur des coupes issus d’animaux à P5. La figure 32A 

présente le résultat de ces marquages, avec le GABA représenté en rouge et le 

récepteur en vert. On remarque la présence de quelques neurones GABAergiques 

exprimant le récepteur, indiqués par des flèches blanches. Cependant, comme illustré 

par la superposition des marquages, la grande majorité des cellules exprimant le 

récepteur n’expriment pas le GABA. Comme chez l’adulte, cela suggère que le 

récepteur se trouve en grande partie dans les neurones de projections (figure 32A). 

Dans le striatum, il apparait que l‘expression du récepteur 5-HT6 est répartie de façon 

non-homogène (figure 30B et 32B). Le striatum est une structure organisée en 

mosaïque comprenant deux types de structures : les striosomes (ou patchs) et la 

matrice, qui diffèrent par les afférences qu’ils reçoivent et leurs projections (Gerfen, 

1989; Smith et al., 2016) (voir figure 32C) ainsi que par leur dynamique 

développementale (Tinterri et al., 2018). A ce stade, le marqueur DARPP-32 est 

préférentiellement exprimés dans les neurones des striosomes (Tinterri et al., 2018). 

Pour vérifier l’hypothèse que le récepteur 5-HT6 pouvait être exprimé 

préférentiellement dans une de ces structures, j’ai réalisé des co-marquages du 

récepteur 5-HT6 (en vert) et de DARPP-32 (en rouge) sur des coupes d’animaux à P5, 

illustré en figure 32B. Nous pouvons observer que l’expression du récepteur est très 

localisée au niveau de ces striosomes pendant la période néonatale (figure 32B).  



97

(A)  Immunomarquages du récepteur 5-HT6-GFP (vert) et du GABA (en rouge) dans le cortex. 

Les flèches blanches indiquent les cellules qui co-expriment le récepteur et le GABA. (B) 

Immunomarquages du récepteur 5-HT6-GFP (vert) et de DARPP-32 (en rouge) dans le striatum. 

Les zones encadrées en blanc sont agrandies à droite de chaque image. (C) Schéma montrant 

un exemple d’afférences spécifiques des striosomes (ou patchs) et de la matrice. Les striosomes 

reçoivent surtout des afférences du cortex pré-limbique (PrL) alors que la matrice reçoit des 

afférences du cortex PrL et du cortex cingulaire (Cg).

Figure 32 : Expression du récepteur 5-HT6 par des types neuronaux spécifiques pendant la 

période post-natale.
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Ce changement transitoire de localisation subcellulaire du récepteur semble important 

pour le développement neuronal. Dans l’étude de Pujol et al., 2020, j’ai notamment pu 

identifier que cette relocalisation permettrait au récepteur d’entrer en interaction avec 

GPRIN1, interaction qui promeut la complexification de l’arborisation dendritique par 

un mécanisme ligand-indépendant, et AMPc-PKA-dépendant (voir article en annexe). 

Une hypothèse intéressante serait que ce changement de localisation du récepteur lui 

permettrait d’entrer en interaction avec de nombreux autres partenaires pendant la 

période post-natale. Afin d’étudier cette hypothèse, des études d’interactomique sont 

en cours afin d’identifier les partenaires du récepteur lorsqu’il est exprimé dans le cil 

primaire uniquement, et lorsqu’il est également présent dans le compartiment somato-

dendritique. 

III) ETUDE DU ROLE DU RECEPTEUR 5-HT6 

DANS LE DEVELOPPEMENT LORS DE LA 

PERIODE POST-NATALE 
 

A) IMPACT DE L’INHIBITION DU RECEPTEUR 5-HT6 

PENDANT LA PERIODE POSTNATALE SUR LE 

COMPORTEMENT A L’ADOLESCENCE 
 

Le récepteur 5-HT6 est donc exprimé dès le développement embryonnaire dans des 

régions cérébrales liées aux fonctions cognitives. De plus sa localisation, la plupart du 

temps au niveau du cil primaire, change de façon transitoire pendant plusieurs jours 

après la naissance. Cela suggère un rôle du récepteur dans la mise en place de circuits 

neuronaux important pour la cognition pendant la période post-natale. Afin d’étudier le 

rôle du récepteur 5-HT6 pendant cette période, j’ai réalisé des injections sous-cutanées 

quotidiennes de l’agoniste inverse SB271046 (3mg/kg) chez des souris nouveau-nées, 

soit de P1 à P5, soit de P5 à P9. Les souris ont ensuite passé une batterie de tests 

comportementaux à l’adolescence (de P30 à P40) afin d’étudier la cognition. Ces tests 

comportementaux ont été réalisés avec l’aide de Clara Margarido, une ingénieure de 

l’équipe. 

Les différents tests comportementaux nous ont permis d’évaluer chez ces souris :  
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- Le comportement global et la motricité (dans une arène ouverte simple) 

- L’anxiété (arène surélevée en croix) 

- Les capacités mnésiques (test de reconnaissance d’un nouvel objet) 

- La sociabilité (test de Crawley, dit test de sociabilité à 3 chambres). 

1) IMPACT DE L’INHIBITION DU RECEPTEUR 5-HT6 PENDANT LA 

PERIODE POST-NATALE SUR LE COMPORTEMENT GENERAL 

DES SOURIS A L’ADOLESCENCE. 
 

Dans le test de l’arène ouverte, nous avons mesuré plusieurs comportements chez les 

souris. La motricité globale en mesurant la distance parcourue, le nombre de fois où 

les souris se lèvent sur leurs pattes arrières, ainsi que le comportement de toilettage, 

en mesurant le nombre et la durée totale des toilettages. Les animaux traités avec le 

SB271046 entre P1 et P5 (figure 33A) ou P5 et P9 (figure 33B) ne montrent pas de 

différence comparé aux animaux traités avec la solution contrôle au niveau des 

différents paramètres mesurés : la distance parcourue (figure 33A.a et 33B.a), le 

nombre d’élévations sur les pattes arrières (figure 33A.b et 33B.b), le nombre (figure 

33A.c et 33B.c) et le temps de toilettage (figure 33A.d et 33B.d).  
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Les souris ont été traitées quotidiennement de (A) P1 à P5 ou de (B) P5à P9 avec l’agoniste 

inverse SB271046 ou la solution véhicule et ont passé un test en arène ouverte où plusieurs 

paramètres ont été mesurés. (a) la distance parcourue par les souris (b) le nombre d’élévation 

des souris sur leurs pattes arrières (c) le nombre de toilettages (d) temps total de toilettage. 

(ns : p>0,05, test de Mann-Whitney, chaque point représente une souris).

Les souris ont été traitées quotidiennement de (A) P1 à P5 ou de (B) P5à P9 avec l’agoniste

Figure 33 : Effet de l’inhibition du récepteur 5-HT6 en période postnatale sur les 

comportements de locomotion et de toilettage des souris à l’adolescence.
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2) IMPACT DE L’INHIBITION DU RECEPTEUR 5-HT6 PENDANT LA 

PERIODE POST-NATALE SUR L’ANXIETE DES SOURIS A 

L’ADOLESCENCE.

Le test de l’arène surélevée en croix se base sur un comportement normal de souris 

de ne pas vouloir s’exposer dans un environnement trop ouvert. Ainsi les souris auront 

naturellement tendance à passer plus de temps au niveau des bras fermés de l’arène 

(80% du temps environ). Dans ce test, un comportement anxieux se traduira par une 

augmentation du temps passé dans les bras fermés. Les souris traitées avec le 

SB271046 passent autant de temps dans le bras ouvert que les souris traitées avec la 

solution véhicule peu importe la fenêtre de traitement, de P1 à P5 (figure 34A) ou de 

P5 à P9 (figure 34B). Cela indique que par comparaison aux souris contrôles, les 

souris traitées au SB271046 ne présentent pas de comportements anxieux

particuliers.

;

Les souris ont été traitées quotidiennement entre P1 et P5 (A) ou entre P5 et P9 (B) avec 

l’agoniste inverse SB271046 ou la solution véhicule. Elles ont ensuite passé à l’adolescence le 

test de l’arène surélevée en croix. Les graphiques représentent la proportion de temps passé par 

les souris dans le bras ouvert de l’arène. Plus ce temps est court, plus les souris sont anxieuses. 

(ns : p>0,05, test de Mann-Whitney, chaque point représente une souris).

Les souris ont été traitées quotidiennement entre P1 et P5 (A) ou entre P5 et P9 (B) avec

Figure 34 : Effet de l’inhibition du récepteur 5-HT6 en période postnatale sur le 

comportement anxieux des souris à l’adolescence.
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3) IMPACT DE L’INHIBITION DU RECEPTEUR 5-HT6 PENDANT LA 

PERIODE POST-NATALE SUR LES CAPACITES MNESIQUES 

DES SOURIS. 
 

Pour mesurer les capacités mnésiques, les souris ont passé un test de reconnaissance 

d’un nouvel objet. Les souris sont d’abord mises en contact avec deux objets différents 

pendant 10min. Durant cette session de familiarisation, les souris vont explorer deux 

objets, qu’elles vont mémoriser. Après 24h les souris sont remises en contact avec 

deux objets, un objet familier rencontré lors de la session de familiarisation, et un 

nouvel objet. Si les souris ont bien mémorisé l’objet familier, elles passeront plus de 

temps à explorer le nouvel objet. On peut donc calculer un index de discrimination de 

l’objet, prenant en compte le temps passé à explorer le nouvel objet par rapport au 

temps d’exploration de l’objet familier suivant la formule suivante : (temps exploration 

nouvel objet – temps exploration objet familier) / (temps exploration nouvel objet + 

temps exploration objet familier). Un indice égal à 0 indique une exploration égale du 

nouvel objet et de l’objet familier, montrant une absence de mémorisation de l’objet 

familier. Un indice supérieur à 0 indique que l’objet familier a été mémorisé. Ici, les 

traitements de P1 à P5 (figure 35A) et de P5 à P9 (figure 35B) avec le SB271046 

n’induisent pas de changement significatif de la valeur de l’indice par rapport aux 

animaux traités avec la solution véhicule. Ainsi l’inhibition du récepteur 5-HT6 pendant 

la période post-natale ne semble pas induire d’altérations mnésiques à l’adolescence. 
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4) IMPACT DE L’INHIBITION DU RECEPTEUR 5-HT6 PENDANT LA 

PERIODE POST-NATALE SUR LE COMPORTEMENT SOCIAL 

DES SOURIS A L’ADOLESCENCE.

Pour tester la sociabilité des souris, on utilise un indicateur qui est la préférence d’une 

souris à explorer un congénère inconnu plutôt qu’un objet inconnu. Les souris 

explorent une arène à 3 chambres : 1 chambre centrale vide, 1 chambre contenant un 

objet inconnu et 1 chambre contenant une souris inconnue dans une petite cage. Un 

score de préférence sociale est calculé de la même manière que pour la 

reconnaissance d’un nouvel objet : (temps exploration souris inconnue – temps 

Les souris ont été traitées quotidiennement entre P1 et P5 (A) ou entre P5 et P9 (B) avec 

l’agoniste inverse SB271046 ou la solution véhicule. Elles ont ensuite passé à l’adolescence un 

test de reconnaissance du nouvel objet. Les souris sont d’abord mises en contact avec deux 

objets différents pendant 10min. Après 24h les souris sont mises en contact avec deux objets, 

l’un étant le même que la session de la veille, et un nouvel objet. L’index de discrimination 

représente la différence de temps passé à explorer les deux objets sur le temps total d’exploration 

des deux objets lors de la deuxième session. La valeur 0 (ligne pointillée) représente une situation 

où les souris explorent autant le nouvel objet que l’ancien. Une valeur supérieure à 0 indique que 

les souris explorent plus le nouvel objet que l’objet familier, indiquant une mémorisation de l’objet 

familier (ns : p>0,05, test de Mann-Whitney, chaque point représente une souris).

Les souris ont été traitées quotidiennement entre P1 et P5 (A) ou entre P5 et P9 (B) avec 

Figure 35 : Effet de l’inhibition du récepteur 5-HT6 en période postnatale sur les capacités 

de mémorisation d’objets des souris à l’adolescence.
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exploration objet inconnu) / (temps exploration souris inconnu + temps exploration 

objet inconnu). Un indice égal à 0 indique une exploration égale de la souris et de 

l’objet, indiquant une absence de préférence sociale. Un indice supérieur à 0 indique 

une préférence sociale. Ici, les traitements de P1 à P5 (figure 36A) et de P5 à P9 

(figure 36B) avec le SB271046 induisent une baisse significative de la préférence 

sociale à l’adolescence. Ces résultats suggèrent que, pendant la période post-natale, 

le récepteur 5-HT6 a un rôle dans le développement des circuits sous-tendant la 

préférence sociale. A partir de ces résultats, nous avons voulu vérifier trois choses : 1) 

le SB271046 est un agoniste inverse du récepteur 5-HT6, nous avons réalisé des 

traitements avec un antagoniste neutre, le CPPQ, pour évaluer l’importance de 

l’activité constitutive du récepteur sur le développement post-natal ; 2) que cet effet du 

SB271046 est spécifique de la période post-natale P1-P9 ; 3) que l’effet du SB271046 

est bien dépendant du récepteur 5-HT6 et n’engage pas d’autre récepteur. 

Premièrement, les traitements avec le CPPQ de P1 à P5 (figure 36A) ou de P5 à P9 

(figure 36B) n’induisent pas de déficits significatifs de préférence sociale à 

l’adolescence comparés au traitement contrôle. Cependant nous n’observons pas non 

plus de différence significative entre les animaux traités avec le CPPQ et le SB271046. 

Un effectif plus grand d’animaux est requis pour pouvoir conclure de manière sûre sur 

ces résultats, cependant ils suggèrent que l’inhibition de l’activité constitutive et de 

l’activité induite par la sérotonine du récepteur induit un effet sur la sociabilité, ce qui 

ne semble pas être le cas quand uniquement l’activité induite par la sérotonine est 

inhibée par le CPPQ. 
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Ensuite, pour évaluer l’importance de la période P1-P9 sur le développement du 

comportement social, nous avons inhibé l’activité du récepteur 5-HT6 avec le 

SB271046 juste après cette fenêtre temporelle, de P11 à P15 (figure 37), période où 

le récepteur a repris une localisation majoritairement ciliaire. Ces traitements 

n’induisent pas de déficit de préférence sociale à l’adolescence, ce qui indique que 

Les souris ont été traitées quotidiennement de (A) P1 à P5, de (B) P5 à P9 avec l’agoniste inverse 

SB271046, l’antagoniste neutre CPPQ ou la solution véhicule et ont passé un test de préférence 

sociale à l’adolescence. Les souris explorent une arène à 3 chambres pendant 10min : 1 chambre 

centrale vide, 1 chambre contenant un objet et 1 chambre contenant une souris inconnue dans 

une petite cage pendant10min. Le score de sociabilité représente la différence de temps passé à 

explorer la sourie inconnue et l’objet sur le temps total d’exploration de la souris et l’objet. La 

valeur 0 (ligne pointillée) est une valeur abstraite qui représente une situation où les souris 

explorent autant l’objet que la souris inconnue. Une valeur supérieure à 0 indique que les souris 

explorent plus la souris que l’objet, indiquant une préférence sociale (ns : p>0,05 ; *p<0,05 test 

de Kruskal-Wallis comparant les 3 conditions. Chaque point représente une souris).

Les souris ont été traitées quotidiennement de (A) P1 à P5, de (B) P5 à P9 avec l’agoniste inverse 

Figure 36 : Effet de l’inhibition du récepteur 5-HT6 en période postnatale sur la préférence 

sociale des souris à l’adolescence.
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l’activité du récepteur 5-HT6 est importante spécifiquement pendant la période P1-P9 

pour le développement du comportement social.

Enfin, nous avons voulu vérifier la spécificité du SB271046 sur l’activité du récepteur 

5-HT6. Pour cela nous avons réalisé un traitement au SB271046 sur des animaux 5-

HT6
KO/KO. Dans un premier temps, nous avons mesuré la préférence sociale chez ces 

animaux 5-HT6
KO/KO comparé aux animaux WT (figure 38). Aucun déficit de préférence 

sociale n’est observé chez les animaux KO. Ce résultat est surprenant compte-tenu 

des déficits de sociabilité observés chez les animaux dont le récepteur est inhibé par 

le SB271046 entre P1 et P9. De possibles mécanismes de compensation peuvent 

expliquer ces résultats. Cependant cette préférence sociale inaltérée nous a permis 

de tester l’absence d’effets du SB271046 sur ces animaux. 

Figure 37 : Effet de l'inhibition du récepteur 5-HT6 plus tardive sur la préférence sociale 

à l'adolescence

Les souris ont été traitées quotidiennement de P11 à P15 avec l’agoniste inverse SB271046 ou 

la solution véhicule et ont passé un test de préférence sociale à l’adolescence. (ns : p>0,05 test 

T de student. Chaque point représente une souris).
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Malgré un effectif encore faible, nous n’observons aucune différence significative de 

préférence sociale entre les animaux KO qui ont été traités entre P1 et P5 (figure 39A) 

ou entre P5 et P9 (figure 39B) avec le SB271046, suggérant que les effets observés 

chez les animaux WT sont spécifiques du récepteur 5-HT6.

Figure 38 : Effet de la délétion génétique constitutive du récepteur 5-HT6 sur la préférence 

sociale

Des souris WT et 5-HT6
KO/KO ont passé le test de préférence sociale à l’adolescence. (ns : p>0,05 test 

de Mann-Whitney, chaque point représente une souris).

Les souris 5-HT6KO/KO ont été traitées quotidiennement de (A) P1 à P5 ou de (B) P5 à P9 avec 

l’agoniste inverse SB271046 et ont passé le test de préférence sociale à l’adolescence (ns : 

p>0,05 test de Mann-Whitney, chaque point représente une souris).

Les souris 5 HT6KO/KO ont été traitées quotidiennement de (A) P1 à P5 ou de (B) P5 à P9 avec

Figure 39 : Effet du traitement au SB271046 chez les souris 5-HT6
KO/KO.
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Pour conclure, nos résultats montrent que l’inhibition du récepteur 5-HT6 pendant la 

période post-natale P1-P9 induit des déficits spécifiquement du comportement social 

à l’adolescence. Nos données suggèrent également que cet effet est induit par une 

inhibition spécifiquement de l’activité constitutive du récepteur 5-HT6. Initialement, les 

expériences ont été réalisées avec deux fenêtres de traitement (P1-P5 et P5-P9) pour 

éviter d’imposer un stress trop important à des souris nouveau-nées en traitant 

pendant 10 jours d’affilés. Nous avons finalement décider d’initier des traitements de 

P1 à P10, les résultats sont en cours d’analyse et nous donnerons peut-être des 

informations plus tranchées. Nous avons aussi initié des expérimentations afin de 

savoir si les déficits de préférence sociale observés à l’adolescence persistent à l’âge 

adulte (à partir de P60). 

B) IMPACT DES TRAITEMENTS AVEC LE SB271046 ET LE 

CPPQ SUR LA MORPHOLOGIE DES NEURONES IN 

VIVO 
 

Les corrélats biologiques de ces déficits de préférence sociale induits par le traitement 

au SB271046 sont encore à étudier. Nous avons montré in vitro que le récepteur 5-

HT6 était un acteur important du développement de l’arborisation dendritique des 

neurones, et que son action dépend de son interaction avec plusieurs partenaires. Son 

rôle in vivo dans le développement du neurone est encore à établir. Le comportement 

social résulte d’un ensemble de fonctions cognitives complexes, dont un centre 

intégrateur important est le cortex préfrontal. Ainsi il est possible que les déficits de 

sociabilité observés à l’adolescence après inhibition du récepteur 5-HT6 en période 

post-natale résultent d’altérations au niveau du cortex préfrontal. J’ai initié des 

expérimentations sur des souris venant d’une souche exprimant une protéine 

fluorescente (YFP) sous le contrôle du promoteur de la protéine Thy-1 (souche Thy1-

YFP), une protéine exprimée par de nombreux neurones de projection, notamment au 

niveau des couches pyramidales du cortex. Ces neurones expriment donc la protéine 

YFP cytosolique, qui permettra une analyse précise de leur morphologie, notamment 

de leur arborisation dendritique et de leurs épines dendritiques. Ces souris sont 

traitées avec le SB271046 et le CPPQ pendant les mêmes fenêtres temporelles que 

pour les études comportementales, puis la morphologie de leurs neurones au niveau 

du cortex préfrontal sera étudiée par microscopie confocale à fluorescence. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 
 

Le récepteur 5-HT6 de la sérotonine, découvert il y a maintenant presque 30 ans, est 

un récepteur dont les propriétés restent mal connues. Il est cependant d’un fort intérêt 

en clinique, car il constitue une cible thérapeutique intéressante pour le traitement de 

pathologies neuropsychiatriques comme la MA, la schizophrénie, les troubles du 

spectre de l’autisme ou l’épilepsie. Plus récemment, il a été identifié comme un acteur 

important du neuro-développement. Au cours de la dernière décennie, mon équipe a 

réalisé deux études de protéomique qui ont permis de mettre en évidence un 

interactome complexe du récepteur 5-HT6. Certains partenaires du récepteur, 

notamment Cdk5 et GPRIN1, sont impliqués dans divers phénomènes neuro-

développementaux, comme la migration des neurones au niveau du cortex ou encore 

la formation de l’arborisation dendritique. Cependant, les rôles du récepteur 5-HT6 

dans le développement cérébral sont encore peu étudiés, et son rôle à l’âge adulte est 

encore mal compris. Dans ce travail de thèse, j’ai tiré profit d’une lignée de souris 5-

HT6 GFP/GFP pour effectuer une cartographie de l’expression du récepteur 5-HT6 dans 

le cerveau de souris adulte et en développement, travail qui n’avait pas pu être réalisé 

avec la même fiabilité jusqu’à présent, faute d’anticorps spécifiques, qui ont montré 

jusqu’à présent des contradictions avec les études de l’ARNm codant pour le 

récepteur. Cette caractérisation a permis de mettre en évidence le profil d’expression 

du récepteur à plusieurs échelles : à l’échelle des structures du cerveau, des types 

cellulaires, et des compartiments subcellulaires. J’ai pu réaliser ce travail à différents 

stades : embryonnaire, nouveau-né, jeune et adulte. 

 

A) LE RECEPTEUR 5-HT6 A L’AGE ADULTE 
 

Chez la souris adulte, j’ai mis en évidence les structures dans lesquelles le récepteur 

est exprimé. En accord avec différentes études déjà publiées, l’expression du 

récepteur semble particulièrement forte dans le cortex, l’hippocampe et le striatum. En 

revanche, nous pouvons maintenant affirmer son expression dans le septum, 

l’hypothalamus, le mésencéphale et la moelle épinière, et son absence du cervelet et 

du thalamus. Ainsi, ce récepteur est présent dans de nombreuses structures dont les 
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rôles diffèrent fortement, suggérant une implication dans de multiples fonctions, et pas 

seulement les fonctions cognitives supérieures. Une étude récente a par exemple 

montré le rôle du récepteur 5-HT6 exprimé dans la moelle épinière et de son interaction 

avec mTOR dans les douleurs neuropathiques (Martin et al., 2020).  

Clairement, le récepteur 5-HT6 semble être le plus exprimé dans le cortex, 

l’hippocampe et le striatum, où il est localisé au niveau des cils primaires neuronaux 

et astrocytaires. Dans ces 3 structures, il est très préférentiellement exprimé par les 

neurones de projections (neurones pyramidaux du cortex et de l’hippocampe et MSN 

du striatum). Egalement dans ces 3 structures, plus de la moitié des astrocytes 

expriment le récepteur, alors qu’apparemment une minorité d’interneurones 

l’expriment, environ 10% des interneurones dans le cortex. L’expression du récepteur 

par une large majorité des MSN du striatum (98%) indique un rôle important dans cette 

structure. Des approches de surexpression du récepteur 5-HT6 au niveau du striatum 

ont été employées dans plusieurs études réalisées par l’équipe de John Neumaier 

(Brodsky et al., 2016; Eskenazi et al., 2015; Eskenazi and Neumaier, 2011a, 2011b; 

Ferguson et al., 2008). Ces surexpressions ont ciblé les zones dorsales (caudé-

putamen) ou ventrales (noyau accumbens) du striatum, parfois dans tous les MSN, 

parfois dans les MSN exprimant spécifiquement les récepteur D1 ou D2 de la 

dopamine. De façon intéressante, la surexpression du récepteur 5-HT6 dans les MSN 

exprimant le récepteur D2 induit une réduction de la quantité de cocaïne auto-

administrée par des rats, ce qui n’est pas le cas quand le récepteur 5-HT6 est 

surexprimé dans les MSN exprimant le récepteur D1 (Brodsky et al., 2016). Ceci 

indique un rôle du récepteur 5-HT6 dans la récompense, qui dépend du type de MSN 

dans lequel il est exprimé. Bien que les effets de la surexpression d’un récepteur in 

vivo puissent être discutables, ce type d’approches visant à influencer la fonction du 

récepteur de manière cellule-spécifique semble être un bon moyen de mieux étudier 

le rôle du récepteur in vivo, et pourrait être appliqué à d’autres structures comme les 

différentes couches corticales ou hippocampiques. On peut ainsi imaginer des 

approches visant à inhiber l’expression du récepteur dans certains types cellulaires 

spécifiquement. De même, la restauration de l’expression du récepteur dans des types 

cellulaires spécifiques chez des animaux 5-HT6
-/- pourrait apporter des informations 

importantes concernant le rôle du récepteur dans des circuits spécifiques. Notamment, 

il serait intéressant d’étudier avec précision le rôle du récepteur 5-HT6 dans les 
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interneurones GABAergiques et les neurones pyramidaux glutamatergiques. En effet 

comme présenté en introduction (figure 18), les effets pharmacologiques des 

antagonistes s’expliquent par une action préférentielle sur les récepteurs exprimés à 

la membrane des interneurones GABAergiques. Or, nos observations montrent une 

expression du récepteur bien plus importante par les neurones glutamatergiques 

comparés aux interneurones GABAergiques dans le cortex cérébral ou l’hippocampe. 

Enfin, le rôle du récepteur 5-HT6 au niveau des astrocytes est encore totalement 

inconnu. Le cil primaire est un organite impliqué dans la prolifération cellulaire. Bien 

que les neurones matures ne prolifèrent plus, les astrocytes en sont encore capables. 

Il serait intéressant d’étudier le rôle du récepteur sur la prolifération astrocytaire. 

La signalisation liée aux protéines G du récepteur 5-HT6 est classiquement assurée 

par la protéine Gαs, qui induit une augmentation des niveaux d’AMPc. La localisation 

ciliaire du récepteur 5-HT6 semble fortement remettre en question ce couplage à la 

protéine Gαs. L’étude de Jiang et al., 2019, montre, grâce à des biosenseurs FRET 

compartiment-spécifiques permettant de visualiser avec une grande résolution spatiale 

la concentration d’AMPc, que le récepteur 5-HT6 induit la production d’AMPc quand il 

est exprimé à la membrane somatique de cellules mIMCD3, mais que cette activation 

de l’adénylate cyclase n’est pas présente quand le récepteur se trouve uniquement au 

niveau du cil. D’autres RCPG ont déjà été identifiés comme modifiant leur couplage 

aux protéines G quand ils avaient une localisation ciliaire (Hilgendorf et al., 2019; 

Masyuk et al., 2013). Jiang et al. (2019) apportent toutefois une nuance. En effet 

l’activation du récepteur Smo (impliqué dans la voie Hh) par son agoniste SAG 

restaure la capacité du récepteur 5-HT6 à activer Gαs. Il semblerait donc qu’il y ait une 

influence d’autres voies de signalisation sur le couplage aux protéines G du récepteur 

5-HT6. Nous collaborons actuellement avec l’équipe du Dr David Clapham afin de 

caractériser les mécanismes de signalisation liés aux protéines G contrôlés par le 

récepteur 5-HT6 au niveau du cil primaire. 

J’ai également pu montrer que l’absence de récepteur 5-HT6 chez les souris 5-

HT6
KO/KO induisait une réduction de la taille ciliaire, notamment dans le cortex et surtout 

le striatum. Ainsi le récepteur serait impliqué dans la formation ou la maintenance du 

cil. Au niveau du cil, le récepteur semble interagir avec de nombreuses protéines 

associées à l’actine (Kohli et al., 2017). Ces interactions pourraient permettre au 
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récepteur de contrôler la polymérisation de l’actine et influencer la construction de 

l’axonème d’une manière encore inconnue. L’inhibition ou l’activation du récepteur 5-

HT6 dans des neurones en culture respectivement par le SB271046 et le WAY181187 

ne semble pas en revanche modifier la longueur des cils, indiquant que ce rôle du 

récepteur pourrait être indépendant des ligands. Ce résultat est contradictoire avec 

une étude montrant que l’inhibition du récepteur par le SB399885 in vitro réduit de 

moitié la taille des cils (Brodsky et al., 2017). Différents antagonistes, bien que 

permettant d’inhiber l’activation de la voie Gαs par le récepteur, pourraient en revanche 

avoir des effets contrastés sur les couplages du récepteur à différentes voies de 

signalisation, comme le couplage aux protéines liées à l’actine par exemple. 

 

B) ROLE DU RECEPTEUR 5-HT6 PENDANT LE 

DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE 
 

Pendant le développement embryonnaire, j’ai pu identifier que le récepteur 5-HT6 est 

co-localisé avec la protéine ciliaire Arl13b dans différentes structures comme le 

striatum et la plaque corticale, ainsi que dans des structures embryonnaires comme la 

VZ et la SVZ. Une colocalisation avec la protéine ciliaire AC3 est aussi identifiable au 

niveau de la VZ et de la SVZ. Les marquages montrent des structures plutôt 

ponctiformes ou très courtes, ne ressemblant pas encore à des cils primaires. Une 

étude (Arellano et al., 2012) montre que ces structures peuvent être qualifiées de 

« proto-cils », ne contenant pas encore un axonème mature, mais présentant tout de 

même un corps basal formé par le centrosome qui s’ancre à la membrane, et une 

extension membranaire. Ces résultats suggèrent que récepteur 5-HT6 contribue 

activement à la construction du cil primaire pendant le développement embryonnaire. 

Ainsi, il aurait une influence indirecte dans globalement tous les mécanismes 

impliquant les cils, comme la migration ou la formation des réseaux. En revanche, il 

aurait aussi une influence directe sur ces mécanismes, via son interaction avec Cdk5 

et GPRIN1 suggérant des effets pléiotropes sur le développement cérébral impliquant 

des mécanismes variés dépendant ou non de sa localisation dans le cil primaire. 
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C) ROLE DU RECEPTEUR DANS LE DEVELOPPEMENT 

POSTNATAL 
 

Un des résultats les plus intrigants de ce travail de thèse est l’identification d’un 

changement de localisation subcellulaire transitoire du récepteur 5-HT6, qui n’est plus 

localisé uniquement à la membrane ciliaire, mais aussi à la membrane du 

compartiment somato-dendritique. Ce changement a lieu pendant quelques jours 

après la naissance des souris (jusqu’à P10 environ), et a lieu dans globalement toutes 

les structures où le récepteur est présent. Les causes de ce changement de 

localisation du récepteur peuvent être nombreuses. La plus probable serait 

l’augmentation de l’expression du récepteur, puisqu’on peut voir dans divers modèles 

cellulaires in vitro que la surexpression du récepteur induit sa localisation au niveau 

de la membrane somato-dendritique (Duhr et al., 2014; Lesiak et al., 2018; Pujol et al., 

2020). Nous sommes actuellement en train de réaliser des expériences visant à 

montrer cette augmentation de l’expression pendant la période post-natale. Comme 

ce changement de localisation apparait au moment de la naissance, j’ai testé 

l’hypothèse selon laquelle des phénomènes concomitants à la mise bas (comme des 

changements hormonaux par exemple) pouvaient en être la cause. La réalisation de 

césariennes n’induit aucune altération de ce changement de localisation transitoire, 

suggérant que la naissance, qu’elle qu’en soit la voie, est suffisante à déclencher ce 

phénomène. Au niveau génétique, il serait intéressant d’étudier le promoteur du gène 

codant pour le récepteur 5-HT6 afin d’identifier de potentiels modulateurs de 

transcription, et d’évaluer son activation au cours du développement. Ce changement 

potentiel d’expression pourrait aussi s’accompagner de modifications de la machinerie 

de trafic intracellulaire. Le trafic du récepteur 5-HT6 au niveau du cil a été étudié par 

l’équipe de Kirk Mykytyn, qui a montré que le récepteur était doté de séquences 

d’adressage au cil (ciliary targetting sequences, CTS) reconnues par TULP3 et RABL2 

(Barbeito et al., 2021; Berbari et al., 2008b). On peut formuler l’hypothèse selon 

laquelle une augmentation de l’expression du récepteur conduirait à une saturation de 

ces protéines et à la non-prise en charge du récepteur qui irait à la membrane selon 

un mécanisme par défaut. Une autre hypothèse serait des changements de la 

disponibilité ou de l’activité de ces protéines pendant la période post-natale. 
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Ce changement de localisation subcellulaire du récepteur 5-HT6 pourrait avoir une 

forte influence sur ses fonctions. Comme énoncé plus haut, une des premières 

conséquences d’un tel changement de localisation au niveau somatique serait un 

couplage plus fort à la voie Gαs et donc une augmentation accrue de la production 

d’AMPc (Jiang et al., 2019). Il serait intéressant de pouvoir mesurer en temps réel avec 

des sondes FRET la production d’AMPc dans un contexte plus proche de la 

physiologie que des cellules en culture, par exemple sur des tranches ex vivo de 

cerveau de souris en période post-natale, comme il a été possible de le faire dans une 

étude sur le rôle du cil primaire et de l’AMPc dans la migration des neurones au niveau 

du flux rostral migratoire (Stoufflet et al., 2020). Avec de telles approches, nous 

pourrions observer la production d’AMPc induite par l’activation du récepteur par des 

ligands, dans des cellules où il est au localisé à la membrane du soma ou la membrane 

ciliaire. 

Un autre impact de ce changement de localisation est qu’il pourrait favoriser 

l’interaction entre le récepteur 5-HT6 et des partenaires non présents au niveau du cil 

primaire. Parmi tous les partenaires du récepteur identifiés à ce jour, il n’existe que 

peu d’information concernant une possible localisation ciliaire. Dans une étude 

récente, nous avons pu identifier que GPRIN1, une protéine impliquée dans le 

développement de l’arborisation dendritique, peut interagir avec le domaine C-terminal 

du récepteur 5-HT6, interaction qui favorise la complexification de l’arborisation 

dendritique (article en annexe). GPRIN1 n’est pas présente au niveau du cil, et est co-

localisée avec le récepteur au niveau de la membrane somato-dendritique pendant la 

période post-natale. Il est tentant d’imaginer que cette relocalisation transitoire du 

récepteur pourait conduire à des modifications importantes de son interactome, lui 

donnant des fonctions encore peu connues. 

Des expériences sont ainsi en cours pour identifier en quoi la localisation subcellulaire 

du récepteur influence l’interaction avec ses partenaires. La lignée de souris 5-HT6-

GFP générée au laboratoire constitue un atout majeur pour ces expériences du fait de 

la faible densité de récepteur dans le cerveau et de l’absence d’anticorps spécifiques 

permettant son immunoprécipitation avec de bon rendements, compatibles avec 

l’identification de partenaires par spéctrométrie de masse. En effet elle permettra 

d’immunoprécipiter le récepteur in situ et ses partenaires, puis de mener des 
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expériences de protéomique. Il sera ainsi possible de comparer l’interactome du 

récepteur quand celui-ci est uniquement au niveau du cil primaire (chez la souris adulte 

par exemple) ou quand il est aussi présent à la membrane somatique. 

Parmi les partenaires connus du récepteur, ceux qui sont liés au neuro-développement 

seront bien sûr d’un intérêt tout particulier. Par exemple, la protéine WAVE1, identifiée 

dans le deuxième crible protéomique (Duhr et al., 2014), peut être phosphorylée par 

Cdk5 et est connue comme étant importante pour la régulation de la polymérisation de 

l’actine en régulant l’activité du complexe Arp2/3. Localisé au niveau des épines 

dendritiques, WAVE1 est impliqué dans leur morphogénèse, et donc dans la formation 

des connexions synaptiques. Il est ainsi possible que le récepteur 5-HT6 module la 

formation des connexions synaptiques par des mécanismes qui restent à décrire. 

Enfin, la période post-natale pendant laquelle le récepteur change de localisation 

semble être importante pour l’action du récepteur sur le développement normal du 

comportement social des animaux. Ce type de comportement étant très dépendant du 

cortex préfrontal, il sera important d’analyser les possibles modifications dendritiques 

induites par l’inhibition post-natale du récepteur dans cette région. Etant donné que la 

relocalisation du récepteur se produit dans de nombreuses structures, il est étonnant 

que nous n’observions qu’un changement de comportement social chez les animaux 

traités avec un agoniste inverse lors de la période post-natale. D’autres tests plus fins 

sont requis, comme des tests d’apprentissage moteur (comme le rotarod) ou des tests 

de conditionnements opérants liés à la motivation pour étudier la fonction striatale par 

exemple. 

Pour conclure, ce travail de thèse a permis de cartographier précisément l’expression 

du récepteur 5-HT6 à plusieurs échelles : à l’échelle du système nerveux central, à 

l’échelle des types cellulaires, et à l’échelle des compartiments subcellulaires. Les 

informations obtenues permettent une meilleure compréhension du rôle du récepteur 

5-HT6 en condition physiologique.  De plus, le récepteur 5-HT6 apparait comme un 

récepteur dont la localisation est dynamique lors du développement post-natal. Cette 

caractéristique peut lui donner la capacité de déclencher des voies de signalisation 

différentes lors du développement cérébral, le plaçant comme un acteur dont de 

nombreuses fonctions potentielles restent à étudier. 
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H I G H L I G H T S

• Interactomics screens identified 125 candidate partners of the 5-HT6 receptor.
• 5-HT6 receptor interacting proteins modulate receptor trafficking.
• 5-HT6 receptor partners modulate receptor constitutive activity.
• 5-HT6 receptors control cognition through recruitment and activation of mTORC1.
• 5-HT6 receptors control migration and neurite growth through recruitment and activation of Cdk5.

A R T I C L E I N F O

Keywords:
Serotonin
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Constitutive activity
Cognition
Neurodevelopment

A B S T R A C T

The serotonin (5-HT)6 receptor is a Gs-coupled receptor exclusively expressed in the central nervous system.
Highest receptor densities are found in brain regions implicated in mnemonic functions where the receptor is
primarily but not exclusively located in the primary cilium of neurons. The 5-HT6 receptor continues to raise
particular interest for neuropharmacologists, given the pro-cognitive effects of antagonists in a wide range of
cognitive impairment paradigms in rodents and human. The 5-HT6 receptor also finely controls key neuro-
developmental processes including neuron migration and differentiation. However, its influence upon neuro-
development and cognition is not solely mediated by its coupling to the Gs-adenylyl cyclase pathway, suggesting
alternative signal transduction mechanisms. This prompted studies aimed at characterizing the receptor inter-
actome that identified 125 candidate receptor partners, making the 5-HT6 receptor one of the G protein-coupled
receptors with the most extensively characterized interactome. These studies showed that the receptor locali-
zation at the plasma membrane and, consequently, its signal transduction, are finely modulated by several
receptor partners. They demonstrated that prefrontal 5-HT6 receptors engage the mTOR pathway to compromise
cognition in neurodevelopmental models of schizophrenia, and a role of the 5-HT6-mTOR pathway in temporal
epilepsy. Finally, they revealed that the receptor activates Cdk5 signaling in an agonist-independent manner
through a mechanism involving receptor phosphorylation by the associated Cdk5 and highlighted its key role in
the migration of neurons and neurite growth. These new receptor-operated signaling mechanisms should be
considered in the future development of drugs acting on 5-HT6 receptors.
This article is part of the special issue entitled ‘Serotonin Research: Crossing Scales and Boundaries’.

1. Introduction

Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is certainly one of the most
popular neurotransmitters in the world. There are likely two reasons
behind this popularity: 1) the positive influence upon mood of ser-
otonin that is often considered as a major contributor of wellbeing and
happiness; 2) widely prescribed antidepressants, such as the famous
serotonin reuptake inhibitor fluoxetine (Prozac™), target the

serotonergic system. This popularity of serotonin has recently been il-
lustrated in France by the success of the short story entitled “Serotonin”
published by one of the most “à la mode” French authors, which de-
scribes the depressing and decadent life of a French farmer
(Houellebecq, 2019).

From the neuropharmacologist point of view, 5-HT continues to
raise a great interest, because it provides numerous possibilities of
clinical interventions, mainly but not exclusively in the central nervous
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system. Though the number of serotoninergic neurons is rather small
(350,000 in human) (Hornung, 2003), serotonin is implicated in nu-
merous physiological functions such as eating, thermoregulation, car-
diovascular functions, locomotion, reproduction, sleep, pain, learning
and memory, cognition, aggressiveness, response to stress, emotions,
reward and mood. Deregulation of those functions leads to major
pathologies such as anxiety (Kahn et al., 1988), depression (Nemeroff
and Owens, 2009), anorexia (Jean et al., 2007), headache (Goadsby,
2007), insomnia (Thase, 1999), schizophrenia (Bleich et al., 1988;
Meffre et al., 2012; Rasmussen et al., 2011), Alzheimer's disease (Cirrito
et al., 2011; Claeysen et al., 2015) and cognitive dysfunction associated
with the majority of these disorders. The wide impact of serotonin on
brain functions has been attributed to the extensively branched ser-
otonergic axons that innervate almost all brain nuclei (Charnay and
Leger, 2010) and its ability to activate a plethora of receptors: 14
subtypes belonging to seven families (5-HT1-5-HT7) have been identi-
fied in human (Bockaert et al., 2010a; Millan et al., 2008). All but the 5-
HT3 receptor belong to the G protein-coupled receptor (GPCR) super-
family. The diversity of functions modulated by each 5-HT GPCR sub-
type not only reflects its capabilities to engage different signal trans-
duction mechanism (Millan et al., 2008), but also its propensity to form
complexes with additional proteins, including proteins involved in non-
conventional (G-independent) signaling (Marin et al., 2012).

Among the different 5-HT receptor subtypes, the 5-HT6 receptor has
emerged as one particularly promising target for the treatment of
cognitive deficits of various neuropsychiatric diseases such as
Alzheimer's disease and schizophrenia, consistent with its highest ex-
pression in regions involved in cognitive functions (Codony et al., 2011;
de Bruin and Kruse, 2015; de Jong and Mork, 2017). 5-HT6 receptor
antagonists improve cognition in a wide range of preclinical models of
cognitive impairment and preliminary clinical studies demonstrated
pro-cognitive effects in human. The beneficial effect of antagonists is
generally attributed to the blockade of 5-HT6 receptors located on
GABAergic neurons and the relief of GABAergic inhibition of gluta-
matergic and cholinergic transmissions (Codony et al., 2011; de Jong
and Mork, 2017). The presence of 5-HT6 receptors on glutamatergic
neurons introduced a more complex picture (de Jong and Mork, 2017;
Helboe et al., 2015), and suggests that 5-HT6 receptor ligands might
affect the excitatory/inhibitory balance within local networks. 5-HT6
receptors also raise particular interest for the treatment of anxiety and
depression as well as eating disorders, but why both agonists and an-
tagonists exert anxiolytic- and antidepressant-like effects and reduce
food intake remains to be elucidated. Another important feature of the
5-HT6 receptor is its early expression during brain development and
data suggest that 5-HT6 receptors mediate defects in brain development
induced by an excess of serotonin (Dayer et al., 2015; Riccio et al.,
2009). In fact, several studies revealed that the receptor controls key
cellular events involved in neural circuit formation such as neuronal
migration and neurite growth (Duhr et al., 2014; Jacobshagen et al.,
2014).

Characterizing 5-HT6 receptor-operated signal transduction is pre-
requisite to fully understand their pathophysiological roles and the
therapeutic effects of 5-HT6 receptor ligands. The 5-HT6 receptor is

canonically coupled to the Gs-adenylyl cyclase pathway (Sebben et al.,
1994). As for many GPCRs, 5-HT6 receptor stimulation also induces
activation of the Erk1,2 MAP kinase pathway (Yun et al., 2007). As
these pathways generally have a positive influence upon cognition, it is
unlikely that their inhibition by 5-HT6 receptor antagonists would ac-
count for the pro-cognitive effects of these drugs. Likewise, activation of
the Gs-adenylyl cyclase pathway only partially accounted for the re-
ceptor effects upon neuronal migration (Riccio et al., 2009). Collec-
tively, these observations suggested the existence of alternative cou-
pling mechanisms and prompted several studies based on two-hybrid
screens or affinity purification coupled to mass spectrometry (AP-MS)
proteomic strategies aimed at characterizing receptor interacting pro-
teins. This review will describe the current knowledge on the 5-HT6
receptor interactome and its role in receptor signal transduction and
associated pathophysiological processes.

2. The 5-HT6 receptor interactome: one of the most-extensively
characterized GPCR interactomes

The Src family non-receptor protein tyrosine kinase Fyn was the first
5-HT6 receptor interacting protein discovered by the laboratory of
Hyewhon Rhim in 2006 thanks to a yeast two-hybrid screen using the
receptor's C-terminal domain as bait (Yun et al., 2007). The interaction
between full-length Fyn and 5-HT6 receptor was further demonstrated
in transfected cells and rat brain by co-immunoprecipitation.

Using a similar strategy, the same group of investigators then de-
monstrated an association of the receptor with Jun activation domain-
binding protein-1 (Jab1) (Yun et al., 2010), the light chain 1 (LC1)
subunit of MAP1B protein (MAP1B-LC1), a microtubule-associated
protein highly expressed in the brain (Kim et al., 2014) and, more re-
cently, Neuro-oncological ventral antigen 1 (Nova-1), a neuron-specific
RNA binding protein that regulates RNA splicing (Kim et al., 2019)
(Table 1). All three proteins were found to co-immunoprecipitate with
native receptors expressed in the brain and to interact with the receptor
C-terminal domain, suggesting that 5-HT6 receptors might recruit a
number of protein partners in a dynamic manner. Corroborating this
hypothesis, AP-MS proteomics screens aimed at identifying 5-HT6 re-
ceptor interacting proteins in a more global manner identified several
dozens of putative partners (Duhr et al., 2014; Ha et al., 2015; Meffre
et al., 2012). Due to the lack of 5-HT6 receptor antibody providing
immunoprecipitation yields compatible with the identification of co-
immunoprecipitated proteins, these studies were based on im-
munoprecipitation of recombinant, epitope-tagged receptors expressed
in cell lines or pull-downs performed with the C-terminal domain or the
intracellular loop (i)3 of the receptor as baits, in line with previous
work that identified these domains as critical sites for the recruitment
of GPCR interacting proteins and their coupling to G proteins, respec-
tively. Globally, they demonstrated that the receptor recruits several
proteins of the mechanistic Target Of Rapamycin (mTOR) pathway, a
network of protein including the Cyclin-dependent kinase (Cdk)5 and
some of its regulators and substrates known to control the dynamics of
actin cytoskeleton, and Sorting Nexin 14 (SNX14), a member of the
sorting nexin family involved in protein sorting and vesicular

Non-standard abbreviations used

AD Alzheimer's disease
ASD Autism spectrum disorder
AIS Axonal Initial Segment
Cdk Cyclin-dependent kinase
DR dietary restriction
GPCR G protein-coupled receptor
GPRIN1 G Protein-Regulated Inducer of Neurite Outgrowth 1
Jab1 Jun activation domain-binding protein-1

MAP1B-LC1 light chain 1 subunit of MAP1B protein
mTOR mechanistic Target Of Rapamycin
mTORC1 mTOR complex 1
NF1 Neurofibromatosis type 1
Nova-1 Neuro-oncological ventral antigen 1
PCP phencyclidine
Rheb Ras homolog enriched in brain
SNX14 Sorting Nexin 14
TLE Temporal lobe epilepsy
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Table 1
List of 5-HT6 receptor interacting proteins identified. For each protein, the Uniprot ID, gene name, method of purification, functional impact of its interaction with 5-
HT6 receptor (whenever available) and reference are indicated.

Protein name Uniprot ID Gene name Identification Function Reference

3-ketoacyl-CoA thiolase A Q921H8 Acaa1a Pull-down Duhr et al.
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase Q99J99 Mpst Pull-down Duhr et al.
60 kDa heat shock protein, mitochondrial P63038 Hspd1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Actin related protein 2/3 complex subunit 3 Q9JM76 Arpc3 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Actin related protein 2/3 complex subunit 4 P59999 Arpc4 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Actin related protein 2/3 complex subunit 5 Q9CPW4 Arpc5 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Actin related protein 2/3 complex subunit 5-like protein Q9D898 Arpc5l Co-IP (cilia) Kohli et al.
Actin-Binding LIM protein 1 E9Q9C7 Ablim1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Actin, aortic smooth muscle P62737 Acta2 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Actin, cytoplasmic 2 P63260 Actg1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Aldehyde dehydrogenase X Q6UB35 Mthfd1l Pull-down Duhr et al.
Alpha-actinin 4 E9Q2W9 Actn4 Co-IP (cilia) Kohli et al.

Ha et al.
Ankycorbin Q9EP71 Rai14 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Amphiphysin Q7TQF7 Amph Pull-down Ha et al.
AP-2 complex subunit alpha-1 P17426 Ap2a1 Pull-down Ha et al.
AP-2 complex subunit alpha-2 P17427 Ap2a2 Pull-down Ha et al.
AP-2 complex subunit beta Q9DBG3 Ap2b1 Pull-down Ha et al.
AP-3 complex subunit mu-2 Q8R2R9 Ap3m2 Pull-down Duhr et al.
Apoptosis inducing factor 1 Q9Z0X1 Aifm1 Pull-down Duhr et al.
Asparaginyl-tRNA synthetase Q8BP47 Nars Pull-down Duhr et al.
Ataxin-10 P28658 Atxn10 Co-IP Meffre et al.
Caldesmon 1 Q8VCQ8 Cald1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Calumenin Q6XLQ8 Calu Co-IP (cilia) Kohli et al.
cAMP dependant protein kinase type 1 Q9DBC7 Prkar1a Pull-down Duhr et al.
CDK5 regulatory subunit-associated protein 3 Q99LM2 Cdk5rap3 Co-IP Meffre et al.
Clathrin coat assembly protein AP180 Q61548 Snap91 Pull-down Ha et al.
Clathrin heavy chain 1 Q68FD5 Cltc Co-IP Meffre et al.
Coatomer subunit gamma-2 Q9QXK3 Copg2 Co-IP Meffre et al.
Conserved oligomeric Golgi complex subunit 3 Q8CI04 Cog3 Co-IP Meffre et al.
Coronin 1B Q9WUM3 Coro1b Co-IP (cilia) Kohli et al.
Coronin 1C Q9WUM4 Coro1c Co-IP (cilia) Kohli et al.
Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 2 Q6ZQ73 Cand2 Co-IP Meffre et al.
Cyclin-dependent kinase 5 P49615 Cdk5 Co-IP, GST pull-

down
Neuronal migration, neurite
outgrowth, receptor constitutive
activity

Meffre et al., Duhr
et al.

Cytochrome b-c1 complex subunit 8 Q9CQ69 Uqcrq Co-IP (cilia) Kohli et al.
DCC-interacting protein 13-alpha Q8K3H0 Appl1 Pull-down Ha et al.
DnaJ protein homolog 2 P63037 Dnaja1 Pull-down Duhr et al.
Dynamin-1 P39053 Dnm1 Pull-down Ha et al.
Dynamin-1-like protein Q8K1M6 Dnm1l Pull-down Ha et al.
Dynamin-2 P39054 Dnm2 Co-IP Meffre et al.

Ha et al.
Dynamin-3 Q8BZ98 Dnm3 Pull-down Ha et al.
Dynamin-like 120 kDa protein P58281 Opa1 Pull-down Duhr et al.
Elongation Factor Tu Q8BFR5 Tufm Pull-down Duhr et al.
Ermin Q5EBJ4 Ermn Pull-down Duhr et al.
Epsin-3 Q91W69 Epn3 Pull-down Ha et al.
Exocyst complex component 2 Q9D4H1 Exoc2 Co-IP Meffre et al.
Exportin-4 Q9ESJ0 Xpo4 Co-IP Meffre et al.
Exportin-T Q9CRT8 Xpot Co-IP Meffre et al.
F-actin-capping protein subunit alpha-1 Q5RKN9 Capza1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Flotilin 1 O08917 Flot1 Pull-down Duhr et al.
Fyn kinase P39688 Fyn Y2H Receptor trafficking, Erk signaling Yun et al.
G alpha 11 P21278 Gna11 Pull-down Duhr et al.
G protein Regulated Inducer of Neurite Outgrowth 1 Q3UNH4 Gprin1 Pull-down Duhr et al.
Gamma glutamyl transferase 7 Q99JP7 Ggt7 Pull-down Duhr et al.
Gelsolin P13020 Gsn Co-IP (cilia) Kohli et al.
Heat shock protein HSP 90-beta P11499 Hsp90ab1 Pull-down Ha et al.
Importin-8 Q7TMY7 Ipo8 Co-IP Meffre et al.
Imprinted and ancient gene protein (IMPACT) O55091 Impact Pull-down Duhr et al.
JAB1(CSN5) O35864 Cops5 Y2H Receptor expression, c-jun signaling in

the nucleus
Yun et al.

Kelch repeat and BTB domain protein Q8BNW9 Kbtbd11 Pull-down Duhr et al.
Leucine-rich repeat flightless interacting protein E9QN52 Lrrfip2 Co-IP (cilia) Kohli et al.
LIM domain and actin-binding protein 1 Q9ERG0 Lima1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase P21174 dnaN Pull-down Duhr et al.
Lymphocyte-specific protein 1 A2A6J4 Lsp1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Microtubule associated protein 1B P14873 Map1b Y2H Receptor trafficking, modulation of

receptor signaling
Kim et al.

Mitogen-activated protein kinase 1 P63085 Mapk1 Pull-down Duhr et al.
Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase Q3V3R1 Mthfd1l Co-IP Meffre et al.
Myosin Light Chain 12A Q6ZWQ9 Myl12a Co-IP (cilia) Kohli et al.

(continued on next page)
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trafficking (Duhr et al., 2014; Ha et al., 2015; Meffre et al., 2012).
Soon after its cloning, the 5-HT6 receptor was found in cilia-like

processes by electron microscopy and peroxidase staining (Brailov
et al., 2000; Hamon et al., 1999). Further studies confirmed ciliary
localization of endogenously expressed receptors and their co-locali-
zation with adenylyl cyclase 3 (AC3), a specific marker of the primary
cilium (Brodsky et al., 2017). Nevertheless, the precise characterization

of ciliary vs. extraciliary localization of 5-HT6 receptors has so far been
hampered by the lack of antibodies allowing detection of low amounts
of endogenous receptor and the fact that expression of recombinant
receptors leads to ectopic localization outside the primary cilia (Lesiak
et al., 2018). This issue was addressed by the generation of knock-in
mice expressing GFP-tagged 5-HT6 receptor (5-HT6-GFP mice)
(Deraredj Nadim et al., 2016). As shown on Fig. 1, GFP immunostaining

Table 1 (continued)

Protein name Uniprot ID Gene name Identification Function Reference

Myosin Light Chain 6B Q8CI43 Myl6b Co-IP (cilia) Kohli et al.
Myosin phosphatase rho-interacting protein P97434 Mprip Co-IP (cilia) Kohli et al.
Myosin regulatory light polypeptide 9 Q9CQ19 Myl9 Co-IP (cilia) Kohli et al.
NADP-dependant malic enzyme Q8BMF3 Me3 Pull-down Duhr et al.
Neurabin-2 Q6R891 Ppp1r9b Co-IP (cilia) Kohli et al.
Neurochondrin Q9Z0E0 Ncdn Co-IP Meffre et al.
Neurofibromin Q04690 Nf1 Co-IP Receptor constitutive activity Meffre et al. Deraredj-

Nadim et al.
Nexilin Q7TPW1 Nexn Co-IP (cilia) Kohli et al.
Obg-like ATPase 1 Q9CZ30 Ola1 Pull-down Duhr et al.
Paralemmin Q9Z0P4 Palm Pull-down Duhr et al.
pericentriolar material 1 protein Q9R0L6 Pcm1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3

(vps34)
Q6PF93 Pik3c3 Co-IP Meffre et al.

Phosphomannomutase 1 O35621 Pmm1 Pull-down Duhr et al.
Phostensin Q8BQ30 Ppp1r18 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Poly(Rc)-binding protein 1 P60335 Pcbp1 Pull-down Duhr et al.
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 F8WHR6 Ddx46 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Protein flightless 1 homolog Q9JJ28 Flii Co-IP (cilia) Kohli et al.
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1 Q9DBR7 Ppp1r12a Co-IP (cilia) Kohli et al.
Protein phosphatase 1A/PP2C alpha P49443 Ppm1a Pull-down Duhr et al.
Protein phosphatase PTC7 homolog/TA-PP2C Q6NVE9 Pptc7 Pull-down Duhr et al.
Protein prune homolog Q8BIW1 Prune1 Pull-down Duhr et al.
Protein Rheb Q540E6 Rheb Pull-down mTOR signaling Duhr et al. Meffre et al.
Protein-arginine deiminase type-2 Q08642 Padi2 Pull-down Duhr et al.
Putative adenosylhomocysteinase 2 Q80SW1 Ahcyl1 Pull-down Duhr et al.
Ragulator complex protein LAMTOR1 Q9CQ22 Lamtor1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Ran-binding protein 6 Q8BIV3 Ranbp6 Co-IP Meffre et al.
Regulatory-associated protein of mTOR Q8K4Q0 Rptor Co-IP Meffre et al.
Reticulocalbin-2 Q8BP92 Rcn2 Pull-down Duhr et al.
RNA Binding Protein Nova-1 Q9JKN6 Nova1 Y2H Splicing activity of Nova-1, receptor

expression
Kim et al.

Serine protein kinase ATM Q62388 Atm Co-IP Meffre et al.
Serine/threonine-protein kinase ATR Q9JKK8 Atr Co-IP Meffre et al.
Serine/threonine-protein kinase mTOR Q9JLN9 Mtor Co-IP Cognition Meffre et al.
Serine/threonine-protein kinase SMG1 Q8BKX6 Smg1 Co-IP Meffre et al.
Serine/threonine-protein phosphatase 2A Q67MZ3 STH1965 Pull-down Duhr et al.
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa regulatory

subunit epsilon isoform
Q61151 Ppp2r5e Co-IP (cilia) Kohli et al.

Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic
subunit

P62141 Ppp1cb Co-IP (cilia) Kohli et al.

Sorting-Nexin-14 Q8BHY8 Snx14 Pull-down Receptor trafficking and signal
transduction

Ha et al.

Src substrate cortactin Q60598 Cttn Co-IP (cilia) Kohli et al.
Succinate dehydrogenase (ubiquinone) Flavoprotein subunit,

mitochondrial
Q8K2B3 Sdha Co-IP (cilia) Kohli et al.

Supervillin Q8K4L3 Svil Co-IP (cilia) Kohli et al.
Synaptic vesicle membrane protein 1 Q62465 Vat1 Pull-down Duhr et al.
TELO2-interacting protein 1 homolog Q91V83 Tti1 Co-IP Meffre et al.
Telomere length regulation protein TEL2 homolog Q9DC40 Telo2 Co-IP Meffre et al.
Thioredoxin-like protein 1 Q8CDN6 Txnl1 Pull-down Duhr et al.
Transportin-1 Q8BFY9 Tnpo1 Co-IP Meffre et al.
Tropomodulin-3 Q9JHJ0 Tmod3 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Tropomyosin 3 related sequence 7 D3Z2H9 Tpm3-rs7 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Tropomyosin alpha-1 chain P58771 Tpm1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Tropomyosin alpha-3 chain E9Q7Q3 Tpm3 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Tropomyosin alpha-4 chain Q6IRU2 Tpm4 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Tropomyosin beta chain P58774 Tpm2 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Tubulin-specific chaperone D Q8BYA0 Tbcd Co-IP Meffre et al.
Unconventional myosin-VI E9Q175 Myo6 Co-IP (cilia) Kohli et al.
Vacuolar protein sorting-associated protein 35 Q9EQH3 Vps35 Pull-down Ha et al.
Vesicle sortin protein 26B Q8C0E2 Vps26b Pull-down Duhr et al.
Vesicle-fusing ATPase P46460 Nsf Co-IP Meffre et al.
WASP family protein number 1 Q8R5H6 Wasf1 Pull-down Duhr et al.
WD repeat-containing protein 1 O88342 Wdr1 Co-IP (cilia) Kohli et al.
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of hippocampal neurons from 5-HT6-GFP mice not only confirmed the
predominant expression of the 5-HT6 receptor in the primary cilium
where it is co-localized with the cilium marker Arl13b, but also re-
vealed a substantial receptor expression in the soma, dendrites and
dendritic spines, indicative of both ciliary and extraciliary localizations
of endogenously expressed receptors. The ciliary localization of the 5-
HT6 receptor depends on a five amino-acid sequence located in the
third intracellular loop (i3) of the receptor which, when recognized by
specialized sorting complexes, allows for the crossing of the preciliary
barrier (Berbari et al., 2008; Nachury et al., 2010). However, mutation
of this motif only partially prevented the receptor's ciliary localization,
suggesting a more complex regulation of its trafficking (Brodsky et al.,
2017).

In a recent study, Kohli et al. took advantage of the predominant
localization of the 5-HT6 receptor in the membrane of the primary ci-
lium to target APEX2, an enzyme that induces the biotinylation of

proteins within a radius of 20 nm in the presence of biotin-phenol, to
cilia membrane in order to identify ciliary membrane-associated pro-
teins following their affinity purification on streptavidin beads (Kohli
et al., 2017). They also stably expressed a 5-HT6-APEX-GFP construct in
a ciliated cell line and immunoprecipitated the receptor with a GFP
antibody in order to characterize the 5-HT6 receptor interactome spe-
cifically in the primary cilium. Most of the proteins identified in this
study were actin-binding proteins and differed from the previously
identified 5-HT6 receptor partners, suggesting that the receptor as-
sociates with different sets of proteins depending on its localization in
primary cilia vs. other cell compartments. Intriguingly, the number of
common proteins identified in the different proteomic screens is rather
limited. This might result from the non-exhaustive identification of
affinity-purified proteins in one study (Ha et al., 2015) and the different
cell models (HEK-293 and NIH3T3) and approaches (co-IP vs. in vitro
pull-down assays) used in the other ones (Duhr et al., 2014; Kohli et al.,
2017; Meffre et al., 2012). The generation of knock-in mice expressing
GFP-tagged 5-HT6 receptor (Deraredj Nadim et al., 2016) will certainly
provide a unique opportunity to directly identify receptor partners in an
authentic context and at various development stages.

Collectively, previously published studies of the 5-HT6 receptor in-
teractome identified 125 putative receptor partners (Table 1). Analysis
of Gene Ontology (GO) terms overrepresented in this comprehensive
dataset to determine the major biological processes and functions
within the 5-HT6 receptor interactome revealed an overrepresentation
of proteins related to “actin cytoskeleton organization” (46 proteins),
“post-synapse organization” (37 proteins), “TOR signaling” (32 pro-
teins), “receptor-mediated endocytosis” (30 proteins), “regulation of
endocytosis” (17 proteins) and “lamellipodium organization” (Fig. 2,
Tables 1 and 2). Other overrepresented GO terms are “regulation of
phosphoprotein phosphatase activity”, “regulation of nucleocyto-
plasmic transport”, “regulation of terminal button organization” and
“Rac protein signal transduction”. Though a limited number of inter-
actions have so far been functionally validated (see Table 1), studies
indicate a critical influence of some interacting proteins upon the 5-HT6
receptor trafficking and plasma membrane localization and, accord-
ingly, efficacy of signal transduction, while other partners stabilize the
receptor in active conformations able to transduce signals in absence of
agonist, as it will be described in the next chapter.

Fig. 1. Subcellular localization of 5-HT6 receptor in neurons. Double im-
munofluorescence staining of GFP (green) and the ciliary protein Arl13b (red)
in primary cultured hippocampal neurons from 5-HT6-GFP mouse embryos
shows the presence of the 5-HT6 receptor in the primary cilium where it is co-
localized with Arl13b, and a more discrete expression in other neuronal com-
partments including the cell body, dendrites and spines. Original confocal
images are illustrated. The white arrows point to primary cilia. Scale bar:
20 μm.

Fig. 2. Pie chart representing the percentage of genes encoding proteins of the 5-HT6 receptor interactome belonging to each indicated functional group. Percentage
values and gene names are shown in Table 2. Functional categories overrepresented in the 5-HT6 receptor interactome were assessed using the Cytoscape's ClueGo
plugin (version 2.5.4) (Bindea et al., 2009). Genes were grouped according to their Biological Function Gene Ontology (GO), using all evidence except those Inferred
from Electronic Annotation (IEA), and using the latest version of the Uniprot GOA database (06/26/2019). Functional groups were determined based on Kappa score
level (≥0.3), as previously described (Bindea et al., 2009). For each overlapping group, only the most significant term is represented.
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Table 2
Genes encoding proteins of the 5-HT6 receptor interactome retrieved in overrepresented GO categories. For each GO category, the number of genes, the % of genes (total number of unique proteins identified in the 5-HT6
receptor interactome: 125) and the names of the genes corresponding to the GO term are indicated.

GO GO term Gene number % of genes Gene names

GO:0007212 dopamine receptor signaling pathway 3 2.4 Gna11, Palm, Vps35
GO:0001919 regulation of receptor recycling 2 1.6 Lamtor1, Nsf
GO:0010762 regulation of fibroblast migration 3 2.4 Acta2, Appl1, Coro1c
GO:0016601 Rac protein signal transduction 3 2.4 Dnm2, Nf1, Wasf1
GO:0030049 muscle filament sliding 2 1.6 Myl6b, Tpm1
GO:0030239 myofibril assembly 5 4 Actg1, Dnm1l, Prkar1a, Tmod3, Wdr1
GO:0046847 filopodium assembly 3 2.4 Dnm3, Palm, Ppp1r9b
GO:0031111 negative regulation of microtubule polymerization or

depolymerization
4 3.2 Map1b, Wasf1, Tbcd, Prune1

GO:0043666 regulation of phosphoprotein phosphatase activity 7 5.6 Hsp90ab1, Mprip, Ppp1r12a, Ppp1r9b, Ppp2r5e, Wdr1, Mtor
GO:0046822 regulation of nucleocytoplasmic transport 7 5.6 Cdk5, Mapk1, Nf1, Ppm1a, Ppp1r12a, Xpo4, Map1b
GO:2000331 regulation of terminal button organization 5 4 Dnm1l, Vps35, Snap91, Wdr1, Dnm2
GO:0030036 actin cytoskeleton organization 46 36.8 Actg1, Actn4, Arpc3, Arpc4, Arpc5, Arpc5l, Atr, Cald1, Capza1, Cdk5, Coro1b, Coro1c, Cttn, Dnaja1, Dnm1l, Ermn, Flii, Gsn,

Lima1, Mtor, Nf1, Ppp1r9b, Prkar1a, Tmod3, Tpm1, Tpm2, Tpm3, Tpm3-rs7, Tpm4, Wasf1, Wdr1, Dnm2, Hsp90ab1, Map1b,
Rptor, Nsf, Snx14, Atm, Impact, Ppm1a, Prune1, Snap91, Tbcd, Vps35, Ablim, Opa1

GO:1903426 regulation of reactive oxygen species biosynthetic process 9 7.2 Dnm2, Fyn, Hsp90ab1, Hspd1, Mtor, Coro1b, Lsp1, Cdk5, Lrrfip2
GO:0051646 mitochondrion localization 10 8 Dnm1l, Map1b, Opa1, Wasf1, Wdr1, Ap3m2, Copg2, Cttn, Snap91, Tbcd
GO:0030100 regulation of endocytosis 17 13.6 Actn4, Ap2a1, Appl1, Dnm1, Dnm1l, Dnm2, Flot1, Nsf, Snap91, Wdr1, Coro1c, Nf1, Tbcd, Palm, Coro1b,Mtor, Cdk5
GO:0006898 receptor-mediated endocytosis 30 24 Ap2a1, Ap2a2, Ap2b1, Cltc, Cttn, Dnm1, Dnm1l, Dnm2, Dnm3, Flot1, Myo6, Nsf, Snap91, Wasf1, Wdr1, Actg1, Cdk5, Fyn, Opa1,

Rheb, Vps35, Actn4, Ap3m2, Snap91, lamtor1, Appl1, Amph, Palm, Mtor, Ppp1cb
GO:0097581 lamellipodium organization 21 16.8 Ablim1, Arpc5, Coro1b, Coro1c, Cttn, Dnm2, Mtor, Wasf1, Cdk5, Mapk1, Ppp1r9b, Fyn, Hsp90ab1, Hspd1, Lamtor, Rptor,

Mthfd1l, Ablim1, Impact, Actn4, Dnaja1
GO:0031929 TOR signaling 32 25.6 Atm, Lamtor1, Mtor, Rheb, Rptor, Telo2, Tti1, Ppp1r9b, Cdk5, Dnm2, Mapk1, Fyn, Hspd1, Lamtor, Ap2a1, Cltc, Ppp1cb, Dnm1l,

Opa1, Nf1, Wdr1, Mprip, Dnaja1, Dnm3, Aifm1, Cdk5rap3, Pik3c3, Atr, Smg1, Hsp90ab1, Myo6, Gsn
GO:0099173 postsynapse organization 37 29.6 Cdk5, Cttn, Dnm1l, Dnm3, Fyn, Opa1, Vps35, Mtor, Ppp1r9b, Dnm2, Mapk1, Map1b, Nf1, Coro1c, Wdr1, Coro1b, Palm, Rheb,

Aifm1, Atm, Hsp90ab1, Hspd1, lamtor, Rptor, Ppm1a, Ppp1r12a, Xpo4, Dnaja1, Actg1, Wasf1, Vat1, Ap3m2, Copg2, Myo6,
Snap91, Pptc7, Dnaja1
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3. From the modulation of canonical pathways to the engagement
of novel signaling pathways

3.1. Modulation of canonical pathways

Association of the 5-HT6 receptor with Fyn, or Jab1 or Map1B-LC1
increases receptor expression at the plasma membrane likely by pre-
venting its internalization (Kim et al., 2014; Yun et al., 2007, 2010)
(Fig. 3A and B), whereas receptor interaction with SNX14 and Nova-1
promotes its endocytosis and degradation (Ha et al., 2015; Kim et al.,
2019) (Fig. 3C and D). Given the large number of receptor interacting
proteins identified in the different interactomics screens that exhibit
“receptor endocytosis and recycling” or “regulation of endocytosis” GO
annotations (Table 1), it is likely that additional partners control re-
ceptor plasma membrane expression and stability.

Corroborating their contrasting effects upon receptor trafficking,
Fyn, Jab1 and Map1B-LC1 enhance receptor coupling to G proteins and
signal transduction (Kim et al., 2014; Yun et al., 2007, 2010), whereas
Nova-1 and SNX14 behave as negative regulators of receptor-operated
signaling pathways (Ha et al., 2015; Kim et al., 2019). SNX14 is also
able to bind to Gαs proteins via its putative RGS binding domain, thus
inhibiting receptor-operated Gs signaling (Fig. 3D). SNX14 might thus
negatively regulate 5-HT6 receptor signaling by promoting both en-
docytic receptor degradation and Gαs sequestration (Ha et al., 2015).

The data also indicate that some of the identified interactions not
only regulate the receptor functional activity but also affect the func-
tion of the partners. 5-HT6 receptor activation promotes Fyn phos-
phorylation on Tyr401 and Erk1,2 MAP kinase activation through a

mechanism dependent of both Fyn activation and 5-HT6 receptor/Fyn
interaction (Yun et al., 2007) (Fig. 3A). 5-HT6 receptor stimulation
reduces its interaction with Jab1. This leads to Jab1 translocation to the
nucleus and its association with c-Jun, thus stimulating the binding of c-
Jun and Jun D to AP-1 sites and their transcription factor activity (Yun
et al., 2010) (Fig. 3B). These findings suggest that 5-HT6 receptors can
regulate gene expression via Jab1. A more recent study showed that 5-
HT6 receptor expression as well as the activation of the Jab1/phospho-
c-jun pathway are increased in a rat model of status epilepticus induced
by pilocarpine injection (Liu et al., 2019). Treatment of the epileptic
rats with the 5-HT6 receptor antagonist SB271046 normalized the
Jab1/phospho-c-jun pathway activity, reduced the frequency of spon-
taneous recurrent seizures and reversed the associated learning and
memory impairments (Liu et al., 2019). This strongly suggests an im-
portant role of the Jab1/phospho-c-jun pathway, under the control of 5-
HT6 receptors, in status epilepticus.

Over-expression of the 5-HT6 receptor promotes Nova-1 transloca-
tion from the nucleus to the cytosol and thus inhibits its splicing activity
(Kim et al., 2019) (Fig. 3C). Again, this effect is likely mediated by the
physical interaction between 5-HT6 receptor and Nova-1, as expression
of a truncated version of the receptor deleted of the C-terminal domain
did not affect Nova-1 localization and splicing activity.

3.2. Constitutive activity

An important feature of the 5-HT6 receptor is its high level of
constitutive activity at Gs signaling, which was first established for
recombinant receptors expressed in cell lines (Kohen et al., 2001) and

Fig. 3. Regulation of 5-HT6 receptor trafficking and
signaling by interacting proteins. A. The association
of the 5-HT6 receptor with the Fyn kinase and MAP1B
inhibits receptor internalization, thus enhancing re-
ceptor-operated signaling (Gs and Erk1,2 pathways).
Association of the receptor with Fyn is essential for
receptor-dependent Erk12 activation. Fyn can phos-
phorylate MAP1B but whether both proteins con-
comitantly interact with the receptor and whether
they affect each other's interaction with the receptor
remain to be established. B. The association of the 5-
HT6 receptor with Jab1 also inhibits receptor inter-
nalization. 5-HT6 receptor activation leads to the
disruption of the 5-HT6 receptor-Jab1 complex and
association of Jab1 with phosphorylated cJun. The
Jab1-phospho-cJun complex is then translocated to
the nucleus where it enhances gene expression. C.
The 5-HT6 receptor interacts with the brain-enriched
splicing regulator Nova-1. Nova-1 is translocated to
the cytoplasm and associates with the 5-HT6 receptor
C-terminus when the receptor is over-expressed, thus
reducing its splicing activity. Conversely, Nova-1 in-
creases the internalization and degradation of the
receptor by the proteasome. D. The association of the
5-HT6 receptor with Sorting nexin 14 (SNX14) ne-
gatively regulates receptor-mediated signaling by i)
promoting receptor internalization and degradation
and ii) sequestrating Gαs. Phosphorylation of SNX14
by PKA induces the release of Gαs. The non-phos-
phorylated SNX14 is then translocated to the mem-
brane where it binds to the i3 loop of the receptor. In
A-D., the receptor's partners are represented in blue
and the dotted lines indicate the translocation of
proteins.
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then for native receptors in primary cultured neurons and the mouse
brain (Deraredj Nadim et al., 2016). In light of previous findings in-
dicating a possible influence of GPCR interacting proteins on their
constitutive activity (Ango et al., 2001; Bockaert et al., 2010b), De-
raredj-Nadim et al. focused on the role of receptor interaction with
Neurofibromin, a Ras GTPase-activating protein (Ras-GAP) encoded by
the tumor suppressor gene NF1 known to be involved in adenylyl cy-
clase activation by various GPCRs (Deraredj Nadim et al., 2016). Mu-
tations in the NF1 gene are responsible for Neurofibromatosis type 1
(NF1), a genetic disorder characterized by skin pigmentation, benign
skin tumors called neurofibromas, low-grade tumors of the central and
peripheral nervous systems and, in some patients, learning and atten-
tion deficits (Trovo-Marqui and Tajara, 2006). Silencing Neurofibromin
expression in HeLa cells and primary striatal neurons strongly reduced
5-HT6 receptor constitutive activity at Gs signaling (Deraredj Nadim
et al., 2016). Likewise, the level of receptor's constitutive activity (as-
sessed by measuring phosphorylated CREB and cAMP levels) was
strongly reduced in the brain of Nf1 heterozygous mice (Nf1+/−, NF1
model), compared to WT mice. Furthermore, treatment of brain micro-
discs from Nf1+/− mice with SB271046, a 5-HT6 receptor inverse
agonist, did not further decrease this reduced cAMP level, whereas this
compound did inhibit basal cAMP formation in micro-discs from WT
mice brain. Finally, agonist-independent activation of the receptor in
cultured cells was strongly reduced by an interfering peptide corre-
sponding to the 22 C-terminal amino acid residues of the receptor that
disrupts 5-HT6 receptor/Neurofibromin interaction or by NF1 muta-
tions identified in NF1 patients that are located in Neurofibromin PH
domain and affect its recruitment by the receptor (Deraredj Nadim
et al., 2016). Collectively, these findings demonstrate a key influence of
the 5-HT6 receptor/Neurofibromin physical interaction on the con-
stitutive activity of the receptor.

Another process that may influence 5-HT6 receptor constitutive
activity is its localization in the primary cilium. Primary cilia are mi-
crotubule-based structures found on almost every cell type (Wheatley
et al., 1996). They are dynamic structures that can assemble, dis-
assemble and reassemble in the cells, depending on the cell cycle
(Lepanto et al., 2016a, 2016b). They have numerous specialized roles,
including light or odor sensing, which are defined by the identity of the
receptors and signaling proteins they contain. Disruption in cilia

function through the mutations of genes involved in their formation or
function are linked to diseases termed ciliopathies (Reiter and Leroux,
2017). Though the 5-HT6 receptor is the only serotonin receptor tar-
geted to the cilium and its ciliary localization has been known for two
decades, little is known about the role of its targeting to the cilia. In an
elegant series of experiments based on the use of a biosensor allowing a
direct visualization of changes in cAMP concentration in the primary
cilium in combination with strategies to discriminate cAMP signal in
the cilium and the cell body, Jiang et al. recently demonstrated that 5-
HT6 receptors expressed in the ciliary membrane display a reduced
level of constitutive activity, when compared to receptors located out-
side the cilium (Jiang et al., 2019). These findings together with the
demonstration that native receptors exhibit constitutive activity
strongly support that part of endogenously expressed receptors are lo-
cated outside the cilium. The mechanism whereby 5-HT6 receptor
constitutive activity is abolished in the cilium remains to be fully elu-
cidated. Treatment of cells harboring ciliary localization of 5-HT6 re-
ceptors with an agonist of smoothened receptors to activate the
Hedgehog (Hh) signaling pathway restored receptor constitutive ac-
tivity (Jiang et al., 2019), suggesting that the absence of Hh signaling
might affect receptor coupling to Gs, or the ciliary expression of G
protein subunits or signaling molecules such as adenylyl cyclase. Other
explanations for the reduced constitutive activity of 5-HT6 receptors in
the primary cilium include the distinct lipid composition of the ciliary
membrane, which may impair its ligand-independent activation or the
absence of receptor partners essential for constitutive activity. Notably,
Neurofibromin was not identified in the proteomic screen assessing
partners of receptors specifically localized in the cilia (Kohli et al.,
2017). This suggests that the disruption of 5-HT6 receptor/Neurofi-
bromin interaction in the cilia might be one of the causes of the absence
of constitutively active receptors in this compartment.

3.3. Engagement of novel signaling pathways

3.3.1. mTOR pathway
As shown in Fig. 4 and Table 2, the 5-HT6 interactome shows a

remarkable enrichment in proteins of mTOR signaling pathway (25% of
identified proteins are encoded by genes with the “TOR signaling” GO
annotation). These include mTOR itself and Raptor, another component

Fig. 4. Engagement of mTOR and Cdk5 signaling
pathways by the 5-HT6 receptor. Left panel: The 5-
HT6 receptor recruits mTORC1 and stimulates mTOR
through a dual mechanism implicating the canonical
PI3K/Akt/Tsc1,2/Rheb pathway and a physical in-
teraction between 5-HT6 receptor and mTOR. A non-
physiological mTOR activation, under the control of
5-HT6 receptors, compromises cognition in neuro-
developmental models of schizophrenia and con-
tributes to epileptogenesis. Correspondingly,
blockade of 5-HT6 receptor-elicited mTOR activation
or food deprivation increases cognitive perfor-
mances. 5-HT6 receptor inhibition also increases
seizure latency and decreases their severity in tem-
poral lobe epilepsy. Right panel: The 5-HT6 receptor
interacts with Cdk5 and activates Cdk5 signaling in
an agonist-independent manner via a mechanism in-
volving receptor phosphorylation on Ser350 by Cdk5
bound to the receptor. The 5-HT6 receptor also re-
cruits and activates the non-receptor tyrosine kinase
Fyn, which can contribute to 5-HT6 receptor-oper-
ated Cdk5 activation through the induction of ex-
pression of the Cdk5 activator p35. Agonist-in-
dependent activation of Cdk5 by the 5-HT6 receptor
plays a key role in the migration of cortical neurons
and the initiation of neurite growth.
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of the mTOR complex 1 (mTORC1). These findings suggested a poten-
tial engagement of mTORC1 signaling upon 5-HT6 receptor stimulation
that was further established in both cell lines expressing recombinant
receptors and rodent brain, especially in the prefrontal cortex and the
striatum, following peripheral administration of a 5-HT6 receptor ago-
nist (Meffre et al., 2012). Receptor-dependent activation of the mTOR
pathway was inhibited by pharmacological inhibitors of PI3K or the
expression of a dominant-negative Ras homolog enriched in brain
(Rheb) mutant, indicating that it involves the canonical PI3K/Akt/Rheb
pathway implicated in mTOR activation by growth factor receptors
(Fig. 4). Furthermore, it required a physical interaction between the
receptor's C-terminal domain and mTOR (Meffre et al., 2012). Inter-
estingly, receptor-operated mTOR activation not only occurs in re-
sponse to the administration of an agonist, but also in specific patho-
physiological conditions. In two neuro-developmental models of
schizophrenia, rats treated with the NMDA receptor antagonist phen-
cyclidine (PCP) at the neonatal stage and rats reared in isolation after
weaning, a non-physiological mTOR activation was measured specifi-
cally in prefrontal cortex, whereas mTOR was not affected in striatal
neurons (Meffre et al., 2012). Moreover, administration of a 5-HT6 re-
ceptor antagonist at the adult stage normalized prefrontal mTOR ac-
tivity level in both models, indicating that it depends on a sustained
activation of 5-HT6 receptors. Likewise, an increased in mTOR activity
was measured in the hippocampus and cortex of rats treated with pi-
locarpine, a model of temporal epilepsy (TLE), which correlated with an
increase in 5-HT6 receptor expression (Wang et al., 2015). An enhanced
expression of the 5-HT6 receptor was likewise found in the temporal
cortex of TLE patients (Wang et al., 2015). Furthermore, pre-treatment
of pilocarpine-treated rats with the specific 5-HT6 receptor antagonist
SB399885 prevented both the increase in 5-HT6 receptor expression
and mTOR activation in the hippocampus measured after pilocarpine-
induced seizures, suggesting a key influence of 5-HT6 receptors in the
overactivation of mTOR occurring in TLE (Wang et al., 2015). Con-
versely, chronic (8 weeks) dietary restriction (DR) in the mouse induces
a decrease in 5-HT6 receptor expression in the hippocampus and the
prefrontal cortex and, correspondingly, a decrease in mTOR activity in
these brain areas, compared with mice that received a normal diet
(Teng et al., 2019). Further supporting the critical role of 5-HT6 re-
ceptors in the maintenance of a basal level of mTOR activity in the
brain of mice fed ad libitum, mTOR activation level was strongly re-
duced in the hippocampus of 5-HT6 receptor knock-out mice (5-HT6

−/

− mice), compared to wild type (WT) mice, and chronic dietary re-
striction did not further decrease this reduced mTOR activity level.

3.3.2. Cdk5 pathway
Among the signaling proteins recruited by the 5-HT6 receptor C-

terminal domain, Cdk5 also raised particular attention given its
common influence with the receptor upon neuro-developmental pro-
cesses such as migration (Dayer et al., 2015; Lalioti et al., 2010). In-
teraction between the full-length receptor and Cdk5 was first validated
by co-immunoprecipitation and BRET (Duhr et al., 2014). These ex-
periments showed that 5-HT6 receptors bind to Cdk5 in an agonist-in-
dependent manner but that the interaction is disrupted upon treatment
of cells by a 5-HT6 receptor antagonist. Further experiments showed
that Cdk5 bound to the receptor was active and that this activity was
inhibited by treatment of cells with an antagonist, which thus behaved
as an inverse agonist at Cdk5 signaling. Interesting, a Ser residue closed
to Cdk5-binding site in the receptor C-terminal domain (Ser350) was
identified as a substrate of Cdk5 bound to the receptor. Furthermore,
Ser350 phosphorylation was found to be essential to receptor-mediated
activation of Cdk5 signaling (Duhr et al., 2014). Collectively, these
findings suggest a reciprocal interplay between the 5-HT6 receptor and
associated Cdk5 whereby Cdk5 phosphorylates the Ser350 residue, a
process allowing agonist-independent activation of Cdk5 by the re-
ceptor. They provide the first demonstration of constitutive activity of a
GPCR that depends on its phosphorylation by an associated protein

kinase. They also indicate that 5-HT6 receptors not only constitutively
activate the canonical Gs-adenylyl cyclase pathway, but also additional,
Gs-independent, pathways.

4. Neurodevelopmental roles of the 5-HT6 receptor interactome

Neurodevelopment is achieved through a succession of tightly
regulated processes. Stem cells give birth to neuroblasts, which will
migrate to reach their final position. They will then start emitting
neurites, which will differentiate to form an axon and multiple den-
drites. Finally, the morphogenesis of dendritic spines will allow for the
network to become connected. Understanding these processes has be-
come a major challenge, as any alteration affecting them could result in
neurodevelopmental diseases, such as schizophrenia or autism spec-
trum disorder (ASD). Serotonin has long been known to play key roles
in neurodevelopment (Gaspar et al., 2003), and more recently an em-
phasis has been put on the 5-HT6 receptor (Dayer et al., 2015; Vitalis
et al., 2013). This receptor is expressed very early in development, and
unlike other serotonin receptors, it is almost exclusively expressed in
the central nervous system. Several studies have shown that the re-
ceptor and likely some of its protein partners are involved in every
neurodevelopmental step. The role of the receptor in neural circuit
formation has been reviewed elsewhere (Dayer et al., 2015). Here, we
will focus on the roles of the receptor and its protein partners, with a
special emphasis on newly discovered ciliary functions of the receptor.

4.1. Neurogenesis

The level of serotonin in the brain during development has to be
precisely regulated, as both an excess or a lack of serotonin have de-
leterious effects on the proliferation of neural progenitors. For example,
depleting serotonin in embryonic mice through genetic or pharmaco-
logical approaches results in smaller brain size, suggesting that pro-
liferation is reduced (Vitalis et al., 2013). On the other hand, knock-out
mice for the monoamine oxidases MAOA and B, which are involved in
the degradation of serotonin, present an excess of serotonin but also
show a reduced proliferation of neuronal stem cells (Cheng et al.,
2010), which indicates that there is likely a balance point in the con-
centration of serotonin that has to be maintained for normal brain de-
velopment. Pointing to a role of the 5-HT6 receptor in this process, the
effects of excess serotonin can be reversed by the inhibition of the 5-
HT6 receptor function, using either specific antagonists or siRNA (Wang
et al., 2014), through the restoration of the activation of caspase 3 and
9, reinstating normal apoptotic activity in the developing brain. This
suggests that the 5-HT6 receptor is coupled to anti-apoptotic signaling
pathways. Interestingly, Jab1, one of the receptor interacting proteins
identified by a yeast two-hybrid screen (Yun et al., 2010), is a com-
ponent of the Constitutive Photomorphogenic-9 (COP9) signalosome,
which can regulate multiple intracellular signaling pathways
(Chamovitz and Segal, 2001), including cell protection against apop-
tosis. The anti-apoptotic effects of serotonin might thus be mediated, at
least in part, by the 5-HT6 receptor, via Jab1 activation.

4.2. Neuronal migration

Serotonin plays an important role in neuronal migration. As for
neurogenesis, the impact of serotonin seems to be tightly dependent of
its concentration. Serotonin transporter (SERT) knock-out mice, which
present high serotonin levels, also display an abnormal distribution of
pyramidal neurons in the cortex (Frazer et al., 2015; Riccio et al., 2009;
Vitalis et al., 2013). Lowering the serotonin concentration, either
pharmacologically or genetically, also results in mispositioning of cor-
tical neurons (Vitalis et al., 2007; Vitalis and Parnavelas, 2003). It has
been shown that a low concentration of serotonin (5 μM) can accelerate
the migration of neurons from cortical explants, whereas a high con-
centration (100 μM) slows down the migration of both cortical
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GABAergic interneurons and pyramidal neurons (Durig and Hornung,
2000). This suggests that a tight regulation of the serotonin level is
necessary for correct positioning of cortical neurons. The involvement
of the 5-HT6 receptor has been demonstrated by showing first that this
receptor is expressed in these neurons at that developmental stage, and
that EMD386088, a specific agonist of the receptor, fully recapitulates
the effect of serotonin on migration (Riccio et al., 2009, 2011; Vitalis
and Parnavelas, 2003). Furthermore, delivery of a specific antagonist of
the receptor (SB258585) or inhibiting receptor-mediated Gs signaling
by treatment with either a PKA inhibitor or a non-hydrolysable ana-
logue of cAMP, reversed the effects of serotonin on migration (Riccio
et al., 2009).

Independent of the effect of serotonin, the 5-HT6 receptor has also
been shown to control neuronal migration through a Cdk5-dependent
pathway (Jacobshagen et al., 2014). The data show that reducing 5-HT6
receptor expression or inhibiting the Cdk5 kinase activity results in
mispositioning of cortical pyramidal neurons, due to both an inability
of the neurons to switch from a multipolar to bipolar morphology and a
defect in locomotion. The role of Cdk5 in the multipolar to bipolar
transition is well documented (Ohshima et al., 2007a), but this study
was the first to demonstrate a link with serotonin and the 5-HT6 re-
ceptor.

It is also interesting to note that in addition to Cdk5, the interactome
of the 5-HT6 receptor includes the Fyn tyrosine kinase (Yun et al.,
2007), and several proteins of the mTORC1 pathway (Meffre et al.,
2012). These proteins can affect the reelin-dab1 signaling pathway,
which controls the precise positioning of neurons (Beffert et al., 2004;
Moon et al., 2015; Ohshima et al., 2007a, 2007b; Ohshima and
Mikoshiba, 2002). As already described, Fyn kinase activity is promoted
by the activation of the 5-HT6 receptor (Yun et al., 2007). However, the
exact role of receptor-elicited Fyn signaling in migration remains to be
established. The mTORC1 pathway is known to have a role in neuronal
migration, dendritic tree formation and dendritic spine morphogenesis
(Takei and Nawa, 2014). Deregulation of this pathway results in nu-
merous neurodevelopmental disorders, including some rare genetic
forms of ASD, Rett and Down syndromes (Bockaert and Marin, 2015).
The impact of the 5-HT6 receptor-mediated mTOR activation in mi-
gration also remains to be elucidated.

4.3. Neurite growth

Once a neuroblast has reached its final destination, it will start
emitting neurites, which will eventually form dendrites and the axon of
the mature neuron. Depleting serotonin levels alters the length and
complexity of dendrites in different areas of the cortex (Durig and
Hornung, 2000; Feria-Velasco et al., 2002; Gonzalez-Burgos et al.,
1996; Riccio et al., 2009, 2011; Vitalis et al., 2007) and in the hippo-
campus (Alves et al., 2002). A role for the 5-HT6 receptor-Cdk5 complex
in neurite growth has been demonstrated in various models including
the NG108-15 neuroblastoma cell line, primary neuronal culture and
mouse brain explants (Duhr et al., 2014). Of note, the 5-HT6 receptor
interactome also contains the G Protein-Regulated Inducer of Neurite
Outgrowth 1 (GPRIN1). GPRIN1 is a protein highly and specifically
expressed in the brain, which selectively binds to activated G proteins
and promotes neurite extension (Ge et al., 2009; Iida and Kozasa, 2004;
Nordman and Kabbani, 2012). Whether GPRIN1 association with the 5-
HT6 receptor contributes to neurite growth remains to be investigated.

4.4. Impact of ciliary 5-HT6 receptor localization

Primary cilia are observed in developing neurons and participate in
every step of neurodevelopment (Park et al., 2019; Youn and Han,
2018). Cilia are present in migrating cortical interneurons and allow
them to escape the migration path and to colonize the cortical plate
through the Sonic Hedgehog (Shh) and Wnt signaling pathway
(Baudoin et al., 2012). They drive the migration of cerebellar granule

neurons along glial fibers through the control of myosin II and F-actin
dynamics (Trivedi et al., 2014). Primary cilia also participate in neu-
ronal differentiation. They exhibit a highly dynamic behavior regarding
both their presence and localization during the differentiation of retinal
ganglion cells. Furthermore, cilia disruption experiments revealed their
essential role in the proliferation and survival of retinal progenitors, as
well as the generation of retinal ganglion cells (Lepanto et al., 2016b).
Cilia are also found on mature hippocampal or cortical neurons, where
they can play a role in dendritic growth and complexification as well as
adult neurogenesis (Guadiana et al., 2013; Kumamoto et al., 2012). The
role of primary cilia in neurodevelopment has been extensively re-
viewed recently (Park et al., 2019; Youn and Han, 2018). Here, we will
describe recent data suggesting a key role of 5-HT6 receptors located in
the cilia in neuronal differentiation and morphology.

Pharmacological blockade of 5-HT6 receptors in cultured striatal
neurons results in a shortening of the primary cilia, whereas their sti-
mulation with an agonist shows no effect on cilia morphology, sug-
gesting that the receptor influence on cilia length mainly depends on its
constitutive activity (Brodsky et al., 2017). Corroborating these find-
ings, restoring the expression of the receptor in cilia of neurons from 5-
HT6

−/− mice increased cilia length in an agonist-independent manner
(Lesiak et al., 2018). The effect of further over-expression of the re-
ceptor is less clear, with a study showing that it had no additional effect
on cilia length (Brodsky et al., 2017), whereas two further studies
showed a dramatic increase in length and even branching of the cilia
when the receptor is overexpressed (Guadiana et al., 2013; Hu et al.,
2017). Additional studies are needed to explain these discrepancies.
Further supporting the role of agonist-independent activation of the
receptor in cilia extension, expression of a mutated 5-HT6 receptor in-
sensitive to 5-HT and other agonists but displaying constitutive activity
(5-HT6

D106A) also induced an increase in cilia length (Lesiak et al.,
2018). The ability of the 5-HT6 receptor to control cilia length makes it
likely to have an important role in neuronal architecture. Further
supporting this hypothesis and corroborating previous observations
indicating a key influence of receptor constitutive activity in neurite
growth (Duhr et al., 2014), restoration of the 5-HT6 receptor expression
in neurons from 5-HT6

−/− mice increased the average dendrite length,
an effect reproduced by the expression of the 5-HT6

D106A receptor
mutant (Lesiak et al., 2018). On the other hand, expression of a 5-HT6
receptor mutant deleted of the Fyn binding site did not affect dendrite
length (Lesiak et al., 2018), suggesting that a Fyn-regulated signaling
pathway dependent of its recruitment by 5-HT6 receptors is involved in
the regulation of neurite growth. Another study has shown that Src-
family kinases such as Fyn can activate the Cdk5 pathway through the
induction of the expression of the Cdk5 activator p35 (Kobayashi et al.,
2014). Accordingly, 5-HT6 receptor-mediated activation of Cdk5 sig-
naling to promote neurite growth might involve a dual mechanism
involving receptor phosphorylation by associated Cdk5 and Fyn-de-
pendent induction of p35 expression.

Consistent with a role of the ciliary localization of 5-HT6 receptors
in neurodevelopment, a RNA-interference study conducted on 41 genes
associated with neurodevelopmental diseases showed that more than
half of these genes control cilia length (Marley and von Zastrow, 2012),
implying that a dysregulation of cilia length and hence its signaling
capacity might be key factors in the development of these pathologies.
Further evidence of the role of ciliary 5-HT6 receptors in neuronal
morphology has been obtained in the APP/PS1 mouse model of Alz-
heimer's disease (AD). In these mice, the expression of the 5-HT6 re-
ceptor is increased in the hippocampus, with a correlated increase in
cilia length compared to WT mice, suggesting that cilia elongation in
this model might be induced by the upregulation of 5-HT6 receptor
levels (Hu et al., 2017). The enhanced 5-HT6 receptor expression is also
accompanied with an increase in Axonal Initial Segment (AIS) length, a
decrease in its distance relative to the soma, the translocation of an-
kyrin G, a marker of the AIS to the ciliary compartment and a reduction
of axonal length (Hu et al., 2017; Wang et al., 2014). Finally,
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administration of the selective 5-HT6 receptor inverse agonist
SB271046 to the APP/PS1 mice restored normal cilia length and AIS
morphology, which correlated with its ability to prevent cognitive im-
pairment, suggesting that the 5-HT6 receptor might affect cognition in
Alzheimer's disease through the regulation of cilia length and AIS
morphology, which is known to have a crucial influence upon neuronal
excitability (Yamada and Kuba, 2016).

5. Pathophysiological impact of the 5-HT6 receptor interactome

5.1. Chemical probes to study the pathophysiological impact of the 5-HT6
receptor

Over the last two decades, the 5-HT6 receptor has been the focus of
attention of numerous pharmaceutical companies in view of its re-
stricted pattern of expression in the brain and the spinal cord, making it
an attractive target. Although this focus has been mainly put on an-
tagonists because of their clear pro-cognitive properties, both agonists
and antagonists are considered as potentially valuable therapeutic tools
that can also shed light on the receptor's physiological functions.

5.1.1. Agonists
5-HT6 receptor agonists have been tested for several applications,

including nociception, cognitive functions, mood, addiction, obesity
and sleep, but their effects remain often controversial. Their therapeutic
potential has recently been reviewed in depth (Karila et al., 2015). So,
we will mostly illustrate some conflicting data obtained by taking as an
example the widely used agonist EMD386088. EMD386088 induces
clear-cut pro-nociceptive effects, in contrast to several antagonists
(Castaneda-Corral et al., 2009; Godinez-Chaparro et al., 2011, 2012),
while its influence on behavioral flexibility remains still controversial.
A recent study has shown that EMD386088 impairs reversal learning
(Amodeo et al., 2018), whereas a previous study found no effect of
EMD386088 used at a similar dose (Nikiforuk, 2014; Nikiforuk et al.,
2011). The authors postulated that this discrepancy was likely due to
the difference in the behavioral tests used to assess reversal learning.
EMD386088 has also been shown to impair both long-term and short-
term working memory (Amodeo et al., 2018; Meneses et al., 2008), an
effect that was also established for another 5-HT6 receptor agonist,
WAY181187 (Loiseau et al., 2008). Again, this contradicts the data of
another study which showed a significant improvement of working
memory in rats treated with EMD386088 or with the agonist E−6801
(Kendall et al., 2011). These conflicting results may be explained by the
different models of memories studied (novel object recognition in
(Kendall et al., 2011) vs. social recognition and associative learning in
the other studies), which would suggest a specific effect of the receptor
in different types of memories. Notably, these conflicting results come
from studies that have investigated the effect of agonists on healthy
animals. When used in models of cognitive impairment, EMD386088 as
well as WAY181187 have been shown to improve memory in the same
way as antagonists (Bokare et al., 2018; Nikiforuk et al., 2013; Rychtyk
et al., 2019). EMD386088 also reverses cognitive deficits in a rat model
of schizophrenia (ketamine treatment) (Nikiforuk et al., 2013). This
suggests an alteration of a finely-tuned 5-HT6 receptor signaling in
pathological situations which can be normalized by both agonists and
antagonists.

5-HT6 receptor agonists have also been studied in the frame of de-
pression and anxiety. EMD386088 displays anxiolytic and anti-
depressant effects (Jastrzebska-Wiesek et al., 2014; Nikiforuk et al.,
2011), reminiscent of the effects of antagonists. A recent review has
suggested that different molecular mechanisms might underlie the an-
xiolytic like effects induced by both agonists and antagonists
(Nikiforuk, 2014).

5.1.2. Antagonists
5-HT6 receptor antagonists have been extensively studied and there

is a large consensus that they have pro-cognitive properties. Numerous
studies have shown unequivocal beneficial effects of 5-HT6 receptor
antagonists on cognitive deficits in rodent models of psychiatric and
neurodegenerative diseases such as schizophrenia and AD and have
been extensively reviewed elsewhere (de Bruin and Kruse, 2015; de
Jong and Mork, 2017; Ferrero et al., 2017; Khoury et al., 2018; Lalut
et al., 2017). Though 5-HT6 receptor blockade raised an important hope
as symptomatic treatment to improve cognition in AD, the initial en-
thusiasm was tempered by the recent failure of leading compounds in
Phase 3 trials. For instance, the selective and high-affinity 5-HT6 re-
ceptor antagonist Idalopirdine (Lu AE58054) in conjunction with the
acetylcholine esterase inhibitor Donepezil improved cognitive function
in patients with moderate AD in a randomized, double-blind, placebo-
controlled Phase 2 trial (Wilkinson et al., 2014) but did not show any
benefit in these patients after treatment for 6 months in subsequent
Phase 3 studies (Atri et al., 2018). This failure might be linked to the
reduction in the doses and changes in the dosing regimen from the
Phase 2 to the Phase 3 studies. Phase 2 studies investigating another
selective 5-HT6 receptor antagonist, Intepirdine (SB742457), alone or
in conjunction with Donepezil, in patients with mild to moderate AD,
did not show any efficacy of Intepirdine used as monotherapy but,
when added as adjunct to Donepezil, the compound induced a sig-
nificant improvement of cognition and functional status, when com-
pared with Donepezil treatment alone (Maher-Edwards et al., 2015).
However, in a subsequent Phase 3 study, Intepirdine failed to demon-
strate a statistically significant benefit in cognition in AD patients who
were already taking Donepezil (Axovant Sciences press release, Sep-
tember 26, 2017). A novel 5-HT6 receptor antagonist, SUVN-502, is
currently under clinical investigation in subjects with moderate AD who
received either Donepezil or the NMDA receptor antagonist memantine
or the combined therapy.

These failures underscore the need of new studies to understand the
molecular and cellular mechanisms underlying the pathophysiological
influence of the 5-HT6 receptor. A recent work suggests that the reg-
ulation of cilia function by the receptor could impact cognition (Hu
et al., 2017). The demonstration of receptor constitutive activity in vivo
(Deraredj Nadim et al., 2016) also points the importance of designing 5-
HT6 receptor ligands with inverse agonist or neutral antagonist prop-
erties. Molecules such as Intepirdine have been shown to have an in-
verse agonist effect on receptor-operated Gs and Cdk5 signaling
(Grychowska et al., 2016; Vanda et al., 2018). Interestingly, Intepirdine
displays stronger effects on cognition when compared to the recently
designed neutral antagonist CPPQ, but the latter had a higher anxiolytic
effect (Grychowska et al., 2016), suggesting that targeting constitutive
or evoked activity has a differential impact on behavior and cognition.
A partial inverse agonist, which does not alter receptor-mediated Cdk5
signaling but partially inhibits constitutive activity at Gs signaling
displayed pro-cognitive properties, and reversed scopolamine-induced
memory deficits, when delivered in conjunction with donepezil (Vanda
et al., 2018).

Finally, a focus has also been put on developing multi-target com-
pounds that bind to the 5-HT6 receptor and other receptors. For ex-
ample, in an effort to find drugs that could control cognitive symptoms
in patients with schizophrenia, dual 5-HT6 receptor/dopamine D3 re-
ceptor antagonists have been developed (Grychowska et al., 2019;
Saavedra et al., 2017). Interestingly, the compound 19 synthetized by
Grychowska and colleagues is a neutral 5-HT6 receptor antagonist as
well as a high-affinity D3 receptor antagonist (Grychowska et al., 2019).
This compound displays neuroprotective properties, which are not re-
produced by Intepirdine, and is capable of reversing cognitive deficits
in PCP-treated mice (schizophrenia model). Compounds combining 5-
HT4 receptor agonist/5-HT6 receptor antagonist activities have recently
been synthesized. The anti-amnesic effect of one of them (used at a dose
of 1mg/kg) has been established in a scopolamine-induced deficit
model of working memory (Yahiaoui et al., 2016). More recently, the
same group of investigators designed and synthesized a novel multi-
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target directed ligand combining 5-HT4 receptor agonist, 5-HT6 re-
ceptor inverse agonist and acetylcholine esterase inhibitor activities
that displayed an anti-amnesic effect at a dose of 0.3 mg/kg in the same
model of working memory deficit (Hatat et al., 2019). These encoura-
ging preliminary results highlight the potential of multitarget strategies
for the treatment of cognitive deficits of psychiatric and neurodegen-
erative disorders.

5.2. Role of the 5-HT6 receptor interactome in cognitive deficits

As previously mentioned, 5-HT6 receptor stimulation promotes
mTOR signaling in prefrontal cortex in neurodevelopmental models of
schizophrenia (Meffre et al., 2012). In light of previous findings sug-
gesting a deleterious influence of non-physiological mTOR activation in
neurodevelopmental disorders, including rare genetic forms of ASD and
Down syndrome (Ehninger and Silva, 2011; Troca-Marin et al., 2012),
Meffre et al. demonstrated that an acute administration of the mTOR
pharmacological inhibitor rapamycin prevented the deficits in episodic
memory and social discrimination tests in rats treated with PCP at the
neonatal stage or reared in isolation after the weaning, thereby re-
producing the effects of 5-HT6 receptor antagonists/inverse agonists
(Meffre et al., 2012). These findings suggested that the upregulation of
mTOR associated with prefrontal 5-HT6 receptors might be involved in
cognitive deficits of schizophrenia, which remain poorly controlled by
currently available antipsychotics. They also suggested that 5-HT6 re-
ceptor antagonists might be evaluated in genetic ASD forms exhibiting
excessive mTOR activation (Ehninger and Silva, 2011). mTOR is a
critical signaling node that controls many neuronal functions in re-
sponse to numerous extracellular signals, including growth factors and
neurotransmitters. It is not only essential for the proper structural and
functional development of brain circuitry but also has a key influence
upon synaptic transmission and synaptic plasticity in the mature brain
(Bockaert and Marin, 2015). However, the mechanisms by which over-
activation of mTOR signaling induces cognitive impairment remain to
be fully elucidated. Excessive mTORC1 activation in ASD causes a de-
crease in autophagy, an increase in spine density, and a reduction of
developmental spine pruning in pyramidal neurons. Alteration of spine
formation and maturation and deregulation of specific forms of synaptic
plasticity such as long-term depression have also been proposed
(Bockaert and Marin, 2015).

As previously mentioned, the neurochemical mechanisms under-
lying pro-cognitive effects of 5-HT6 receptor antagonists in preclinical
models of AD are quite well characterized. They likely involve the
blockade of receptors located on GABAergic interneurons, which in turn
reduces interneuron-mediated inhibition of cholinergic and glutama-
tergic neurons and increases cholinergic and glutamatergic transmis-
sions (Codony et al., 2011). How the reduction of mTOR signaling that
is overactivated in the brain of AD patients (An et al., 2003), supports
the pro-cognitive effects of 5-HT6 receptor antagonists remains to be
established. It has been suggested that aberrant activation of mTOR
contributes to amyloid and Tau pathologies in AD via several me-
chanisms. These include the generation of fibrillar β-amyloid (Aβ)
peptide, the increase in Tau phosphorylation at sites related to tauo-
pathies and Tau protein levels, the formation of neurofibrillary tangles,
the inhibition of autophagy and of the clearance of pathologically ac-
cumulated proteins (Caccamo et al., 2013; Di Domenico et al., 2018;
Heras-Sandoval et al., 2014; Mueed et al., 2018; Oddo, 2012). Hence,
blocking 5-HT6 receptor-mediated mTOR activation may have bene-
ficial effects not only on cognition, but also on many pathological
features of AD.

The critical influence of the mTOR pathway, under the control of 5-
HT6 receptors, in memory performance was recently confirmed in the
context of dietary restriction (DR) in the mouse (Teng et al., 2019). As
previously described in Chapter 3, mice subjected to DR show a reduced
expression of the 5-HT6 receptor and, consequently, a decrease in 5-HT6
receptor-mediated mTOR signaling in the hippocampal tissue (Teng

et al., 2019). In this study, the authors also showed that peripheral
administration of WAY208466, a selective 5-HT6 receptor agonist, ab-
rogates DR-induced memory enhancement, whereas administration of
SB399885, a 5-HT6 receptor antagonist, does not further improve
memory in DR mice. Furthermore, supplementation of food with
phosphatidic acid, an mTORC1 activator, attenuates memory perfor-
mance in DR mice and 5-HT6

−/− mice, while the mTORC1 inhibitor
Everolimus mimics but does not further enhance the memory perfor-
mance of DR and 5-HT6

−/− mice. Collectively, these results indicate
that DR-induced reduction of 5-HT6 receptor-operated mTOR signaling
underlies the associated memory enhancement. The data also show a
decreased complexity of dendrites and a reduction of dendritic length in
hippocampal neurons of DR mice while the spine density was increased
and LTP was enhanced, compared with mice fed ad libitum. Again, DR-
associated structural alterations were caused by an attenuation of 5-HT6
receptor-mediated mTORC1 signaling (Teng et al., 2019).

5.3. Role of the 5-HT6 receptor interactome in epilepsy

In addition to its beneficial influence upon cognition, 5-HT6 re-
ceptor blockade may be considered as a novel therapeutic strategy in
epilepsy. Several studies have demonstrated that 5-HT6 receptor an-
tagonists have an anti-seizure activity by increasing the seizure
threshold (Routledge et al., 2000; Stean et al., 2002; Wang et al., 2015).
As previously mentioned (see Chapter 3), a higher expression of 5-HT6
receptors was found in the cortex of TLE patients and in the pilocarpine
rat model of temporal lobe epilepsy (Liu et al., 2019; Wang et al.,
2015). Consequently, 5-HT6 receptor-operated mTOR signaling as well
as Jab1/phospho-c-jun signaling were augmented in the brain of pilo-
carpine-treated rats (Liu et al., 2019; Wang et al., 2015). Corroborating
numerous studies showing a role of the mTOR pathway in epilepto-
genesis (Bockaert and Marin, 2015), administration of a 5-HT6 receptor
antagonist before the induction of seizures increased seizure latency,
decreased their severity (Wang et al., 2015) and relieved learning and
memory deficits in pilocapine-treated rats (Liu et al., 2019).

6. Concluding remarks

This review illustrates the potential of deciphering the interactome of
a GPCR to characterize novel mechanisms underlying the regulation of
its functional status and to identify non-canonical signaling pathways
involved in its physiological functions and associated pathologies. With
regard to the 5-HT6 receptor interactome, the functional outcome of only
a minority of identified interactions has to date been characterized.
Adding a further level of complexity, the receptor interactome might be
dynamically regulated in time and space, depending on the receptor's
conformational state and post-translational modifications. It is likely that
many receptor interacting proteins successively participate in the highly
temporally-regulated and complex processes under the control of 5-HT6
receptors such as neuronal migration and differentiation, and cognition.
Analysis of the interactome of native receptors, using for instance knock-
in mice expressing epitope-tagged 5-HT6 receptors, at different devel-
opmental stages or in pathological situations in which the receptor is
implicated, will certainly provide important advance in the field.
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Dynamic interactions of the 5-HT6 receptor with protein 
partners control dendritic tree morphogenesis

Camille N. Pujol1, Vincent Dupuy1, Martial Séveno2, Leonie Runtz1,3, Joël Bockaert1, 

Philippe Marin1*†, Séverine Chaumont-Dubel1*†

The serotonin (5-hydroxytrypatmine) receptor 5-HT6 (5-HT6R) has emerged as a promising target to alleviate the 
cognitive symptoms of neurodevelopmental diseases. We previously demonstrated that 5-HT6R finely controls 
key neurodevelopmental steps, including neuronal migration and the initiation of neurite growth, through its 
interaction with cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5). Here, we showed that 5-HT6R recruited G protein–regulated 
inducer of neurite outgrowth 1 (GPRIN1) through a Gs-dependent mechanism. Interactions between the receptor 
and either Cdk5 or GPRIN1 occurred sequentially during neuronal differentiation. The 5-HT6R–GPRIN1 interaction 
enhanced agonist-independent, receptor-stimulated cAMP production without altering the agonist-dependent 
response in NG108-15 neuroblastoma cells. This interaction also promoted neurite extension and branching in 
NG108-15 cells and primary mouse striatal neurons through a cAMP-dependent protein kinase A (PKA)–dependent 
mechanism. This study highlights the complex allosteric modulation of GPCRs by protein partners and demonstrates 
how dynamic interactions between GPCRs and their protein partners can control the different steps of highly 
coordinated cellular processes, such as dendritic tree morphogenesis.

INTRODUCTION

Over the last two decades, it has become evident that G protein–
coupled receptors (GPCRs) do not solely recruit canonical signaling 
proteins, such as heterotrimeric G proteins and b-arrestins (1), but 
that they also interact with large networks of intracellular proteins 
that finely control their targeting to specific subcellular compartments, 
their trafficking in and out of the plasma membrane, and their sig-
naling (2–5). These complexes have been extensively described for 
certain GPCRs by means of unbiased interactomics screens (2, 3, 6, 7) 
and often include several proteins that interact with common binding 
sites within a given GPCR, stressing the importance of spatiotemporal 
regulation of the interactions of GPCRs with their protein partners 
in their pathophysiological functions. However, the dynamics of the 
associations of GPCRs with interacting proteins and their functional 
outcomes remain poorly characterized.

The serotonin (5-hydroxytryptamine) receptor 5-HT6 (5-HT6R) 
is a Gs-coupled receptor exclusively expressed in the nervous system. 
The highest receptor densities are found in regions involved in 
mnemonic functions (8–12). Consistent with this particular distri-
bution, the 5-HT6R has emerged as a promising target to alleviate 
the cognitive symptoms of various neurological and psychiatric dis-
orders (13). 5-HT6R blockade relieves deficits in a wide range of 
models of cognitive impairment in rodents, and preliminary clinical 
studies have unequivocally shown procognitive effects of several 
5-HT6R antagonists in humans (14–17). However, any initial hope 
has been tempered by the failure of phase 3 trials of the leading 
compound idalopirdine (Lu AE58054) used in conjunction with the 
acetylcholine esterase inhibitor donepezil in patients with Alzheimer’s 
disease (18).

The 5-HT6R is also expressed early during neuronal development, 
and studies have demonstrated its crucial role in both the correct 
migration and positioning of neurons, neurite growth, and neuronal 
differentiation (19, 20). Further lines of evidence showed that most 
of the effect of the receptor on neuronal development is independent 
of its coupling to Gs, suggesting the involvement of alternative signal-
ing mechanisms (21). To address this issue, genetic and proteomics 
strategies were used to characterize the 5-HT6R interactome (20, 22–27). 
These studies showed that the receptor interacts with several proteins 
of the mechanistic target of rapamycin (mTOR) pathway, including 
mTOR itself, and that 5-HT6R–elicited mTOR activation in the pre-
frontal cortex underlies cognitive deficits in neurodevelopmental 
models of schizophrenia in rodents (25). These studies also revealed 
that the 5-HT6R recruits cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5), as well 
as several of its targets that are involved in neurite growth and synap-
togenesis (20). The interaction between 5-HT6R and Cdk5 induces 
the phosphorylation of the receptor by Cdk5, which promotes the 
initiation of neurite growth through a Cdc42-dependent pathway (20). 
Further experiments showed that the 5-HT6R also controls neuronal 
migration through a Cdk5-dependent mechanism (19).

Another important feature of the 5-HT6R is its high level of con-
stitutive activity, which was established not only for recombinant 
receptors expressed in cell lines (28) but also for native receptors in 
cultured neurons and mouse brain (29). Furthermore, the receptor 
constitutively activates not only the canonical Gs signaling pathway 
but also Cdk5 signaling through a mechanism dependent on receptor 
phosphorylation by associated Cdk5 (20), highlighting the potential 
influence of GPCR-interacting proteins (GIPs) upon GPCR constitu-
tive activity. One of the Cdk5 substrates known to control neuro-
developmental processes identified in the 5-HT6R interactome is 
G protein–regulated inducer of neurite outgrowth 1 (GPRIN1), which 
is a member of a protein family consisting of three gene products 
(GPRIN1 to GPRIN3) (30). GPRIN1 is highly abundant in the 
brain, binds selectively to activated G proteins, and promotes neurite 
extension (30–32). Several lines of evidence suggest that GPRIN1 pro-
motes neurite growth through its direct interaction with membrane- 
bound receptors (32, 33).
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Here, we demonstrated that 5-HT6R interacted sequentially with 
Cdk5 and GPRIN1 during the differentiation of NG108-15 neuro-
blastoma cells. Functional studies showed that the interaction be-
tween the 5-HT6R and GPRIN1 potentiated 5-HT6R constitutive 
activity and promoted neurite elongation and branching in an agonist- 
independent, but adenosine 3′,5′-monophosphate (cAMP)–dependent, 
manner in both neuroblastoma cells and primary striatal neurons. 
Together, these findings suggest that the 5-HT6R promotes neuronal 
differentiation through sequential engagement of different signaling 
pathways that depends on agonist-independent allosteric receptor 
activation by distinct interacting proteins.

RESULTS

The 5-HT6R forms a complex with GPRIN1 in mouse brain
Using an affinity purification–mass spectrometry proteomic approach 
and the 5-HT6R C-terminal domain as bait, we previously demon-
strated the physical association of the 5-HT6R with a network of 
proteins known to control key neurodevelopmental processes, such 
as the migration of neurons and neurite growth. These interaction 
partners include Cdk5 and some of its regulators and substrates, such 
as GPRIN1 (Fig. 1A). Given the developmental pattern of 5-HT6R 
and GPRIN1 expression (8, 34) and their common influence upon 
neuronal differentiation (20, 32, 35), we first confirmed the existence 
of the 5-HT6R–GPRIN1 interaction in the brains of newborn mice, 
taking advantage of knock-in (KI) mice expressing the 5-HT6R fused 
to green fluorescent protein (GFP; 5-HT6R–GFP) (29). GPRIN1 co-
immunoprecipitated with 5-HT6R–GFP from brain protein extracts, 
indicating an association between the receptor and GPRIN1 (Fig. 1B). 
Corroborating these findings, immunohistochemistry combined with 
confocal microscopy showed the colocalization of the receptor and 
GPRIN1 in the soma of striatal (Fig. 1C) and cortical (fig. S1A) neurons 
from newborn 5-HT6R–GFP KI mice. Consistent with previous 
findings that showed expression of the 5-HT6R in the primary cilium 
(36–39), GFP immunostaining was also detected on cilia-like pro-
cesses positively stained with an antibody against Arl13b (fig. S1A), 
a cilial marker, in both the striatum and cortex, but no colocalization 
between 5-HT6R and GPRIN1 was found in the primary cilium. 
Amplifying the signal from the GFP antibody also uncovered a small 
population of receptors that displayed a somatodendritic localization 
in cultured striatal neurons from 5-HT6R–GFP KI mice, but not wild- 
type (WT) mice. Furthermore, these somatodendritic receptors were 
colocalized with GPRIN1 (fig. S1B).

The 5-HT6R sequentially interacts with Cdk5 and GPRIN1 
in NG108-15 cells
Our interactomics screen showed that both Cdk5 and GPRIN1 inter-
act with the 5-HT6R C-terminal domain (20). To better characterize 
the dynamics of these interactions and to explore whether they 
occurred simultaneously or were exclusive, we performed immuno-
precipitation experiments in NG108-15 cells transfected with com-
plementary DNAs (cDNAs) encoding 5-HT6R and either GPRIN1 
or Cdk5. In cells coexpressing GPRIN1 and 5-HT6R, we detected an 
interaction by immunoprecipitation 24 hours after transfection of 
the cells with both cDNAs, which was statistically significantly in-
creased after 48 hours (Fig. 1D and fig. S2A). In contrast, although 
we observed an interaction between the receptor and Cdk5 24 hours 
after transfection, this was followed by dissociation of the complex 
48 hours after transfection, as shown by coimmunoprecipitation 

experiments (Fig. 1E and fig. S2B). These findings were confirmed 
with bioluminescence resonance energy transfer (BRET)–based assays 
(Fig. 1F): A specific BRET signal was detected in NG108-15 cells 
coexpressing 5-HT6R–yellow fluorescent protein (YFP) and Cdk5 
24 hours after transfection, whereas no interaction between the two 
proteins was detected 48 hours after transfection. These results in-
dicate that the receptor sequentially interacts with Cdk5 and GPRIN1 
in NG108-15 cells, suggesting that the receptor’s interaction partners 
are dynamically regulated.

Because Cdk5 phosphorylates the 5-HT6R on serine 350 (Ser350), 
we wondered whether this phosphorylation event modulated the 
interaction between the receptor and GPRIN1. We found that a re-
ceptor having a mutation that prevented the phosphorylation of the 
receptor by Cdk5 (S350A mutant) interacted to a greater extent with 
GPRIN1 than did the WT receptor (fig. S3A). In contrast, a mutant 
mimicking the phosphorylation of Ser350 (S350D) did not interact with 
GPRIN1. Similarly, overexpressing p35, a coactivator of Cdk5, to 
enhance Ser350 phosphorylation reduced the association between 
WT 5-HT6R and GPRIN1 (fig. S3, A and B). This suggests that the 
5-HT6R is unable to interact with GPRIN1 when it is phosphorylated 
by Cdk5.

The association between GPRIN1 and the 5-HT6R depends 
on G proteins and the conformational state of the receptor
The amount of GPRIN1 that coimmunoprecipitated with a mutant 
of the 5-HT6R unable to activate G proteins [the triple mutant F69 L 
T70D D72A; (40)] or a mutant 5-HT6R lacking the C-terminal domain 
(DCter) was statistically significantly reduced when compared with the 
amount of GPRIN1 that coimmunoprecipitated with the full-length, 
WT receptor (Fig. 1G and fig. S2C). Combining the triple mutation 
with the C-terminal deletion abolished the ability of the receptor to 
coimmunoprecipitate with GPRIN1, suggesting that both the C-terminal 
domain of the receptor and the ability of the receptor to activate G 
proteins are required for the formation of the 5-HT6R–GPRIN1 com-
plex (Fig. 1G). To confirm the involvement of the re ceptor C-terminal 
domain in the 5-HT6-R–GPRIN1 interaction, we attempted to im-
munoprecipitate the WT receptor and GPRIN1 from cells treated 
with an interfering peptide corresponding to residues 320 to 342 of 
the C-terminal tail of 5-HT6R fused to the transduction domain of 
the HIV TAT protein (TAT-Ct320–342 peptide). Reminiscent of the 
effect of the C-terminal domain truncation, exposing cells to the 
TAT-Ct320–342 peptide reduced the amount of GPRIN1 that coim-
munoprecipitated with the 5-HT6R when compared with that in cells 
exposed to a control peptide (Fig. 1H and fig. S2D). Last, the amount of 
GPRIN1 that coimmunoprecipitated with the 5-HT6R was reduced 
by exposing cells to the 5-HT6R antagonist SB271046 (Fig. 1I and 
fig. S2E), which behaves as an inverse agonist with respect to receptor- 
operated Gs signaling, suggesting that the binding of GPRIN1 to the 
5-HT6R is a dynamic process that depends on the conformational 
state of the receptor.

The interaction between GPRIN1 and the 5-HT6R enhances 
receptor constitutive activity
We previously demonstrated that the 5-HT6R exhibits constitutive 
activation of the Gs pathway in NG108-15 neuroblastoma cells and in 
striatal neurons (20, 29). Using the CAMYEL cAMP BRET sensor 
(41), we found that coexpressing GPRIN1 with the 5-HT6R did 
not change basal cAMP production 24 hours after transfection of 
the NG108-15 cells, whereas it enhanced agonist-independent 
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cAMP production 48 hours after transfection (Fig. 2A). These find-
ings are consistent with our earlier immunoprecipitation experi-
ments showing that the extent of the interaction between the receptor 
and GPRIN1 was greater 48 hours after transfection than at 24 hours 
after transfection. Further functional studies of the 5-HT6R–GPRIN1 
interaction were, thus, performed 48 hours after transfection. Con-
sistent with a role for this interaction in the constitutive activity of 
the receptor, potentiation of 5-HT6R–dependent cAMP production in 
cells coexpressing GPRIN1 was inhibited when the cells were treated 
with the TAT-Ct320–342 peptide (Fig. 2A). Moreover, the apparent 
affinity and efficacy of the inverse agonist SB271046 in inhibiting 
5-HT6R–dependent cAMP production were reduced in cells co-

expressing GPRIN1 (Fig. 2B), suggesting that the binding of 
GPRIN1 may stabilize the receptor in an active conformation that 
exhibits a reduced affinity for inverse agonists. When cells were 
treated with the 5-HT6R agonist WAY181187, they produced similar 
amounts of cAMP irrespective of the presence or absence of GPRIN1 
(Fig. 2B), suggesting that constitutive, but not agonist-dependent, 
cAMP production depended on the physical interaction of the 
receptor with GPRIN1 (Fig. 2B).

To further confirm that only the constitutive and not the agonist- 
dependent activity of the receptor was modulated by its interaction with 
GPRIN1, we engineered a 5-HT6R mutated at a tryptophan residue 
in the sixth transmembrane domain of the receptor (W281A), because 
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Fig. 1. Association of the 5-HT6R with GPRIN1 

requires both the receptor C-terminal 

domain and Gs protein. (A) A simple interac-

tion file was designed and imported in Cytos-

cape (v2.8.1) to graphically show the interactions 

between the 5-HT6R and a network of proteins 

involved in the control of cytoskeletal dynamics. 

GPRIN1 is highlighted in pink. ERK, extracellular 

signal–regulated kinase; PALM, paralemmin; 

DOCK 3, dedicator of cytokinesis 3; WAVE1, WASP- 

family verprolin homologous protein 1; ARP2/3, 

actin-related protein 2/3; FYN, Fyn kinase. 

(B) Coimmunoprecipitation of the 5-HT6R and 

GPRIN1 from the brain extracts of newborn 

5-HT6R–GFP KI mice. Western blots are represent-

ative of three independent experiments. IP, 

immunoprecipitation. (C) 5-HT6R immunostaining 

(assessed with an anti-GFP antibody, cyan) and 

GPRIN1 immunostaining (magenta) in the stria-

tum from neonatal 5-HT6R–GFP KI mice. Scale 

bars, 5 mm. a.u., arbitrary units. Right: Line graphs 

generated in ImageJ using the lines repre-

sented on the merged image highlight the 

colocalization of both proteins at the plasma 

membrane in cell bodies (top), but not primary 

cilia (bottom). (D to H) NG108-15 cells were 

cotransfected with constructs encoding HA-tagged 

WT 5-HT6R or the indicated 5-HT6R mutants in 

the absence or presence of a GPRIN1 construct. 

(F and G) Cells were lysed 48 hours after trans-

fection. (H) Cells were treated with 1 mM SB271046 

(SB; which was added 24 hours after transfec-

tion and incubated for 24 hours), and the cells 

were lysed 48 hours after transfection. 5-HT6R pro-

teins were immunoprecipitated with agarose- 

conjugated anti-HA antibodies. The presence 

of GPRIN1 (D and F to H) or Cdk5 (E) in the 

immunoprecipitated samples was assessed by 

Western blotting analysis. Western blots are 

representative of three independent experi-

ments. Bar charts show densitometric analysis 

of the indicated bands and are means ± SEM 

of three experiments. **P < 0.01, ***P < 0.001, 

and ****P < 0.0001 compared to cells express-

ing the 5-HT6R alone and exposed to vehicle. 

(I) BRET experiments measuring the interaction 

between the 5-HT6R–YFP and Cdk5-RLuc in 

NG108-15 cells 24 (top) and 48 hours (bottom) 

after transfection. Data are from four experiments.
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previous studies indicate that the corresponding tryptophan residue 
in 5-HT4R is essential for the constitutive activity of that receptor 
(42). As expected, the constitutive activity of the W281A mutant 
5-HT6R was reduced compared with that of the WT receptor, whereas 
the agonist-dependent activity was not affected (Fig. 2C). Further-
more, GPRIN1 was unable to potentiate the residual constitutive 
activity of the W281A mutant 5-HT6R. Immunoprecipitation experi-
ments showed that mutation of Trp281 reduced the extent of the 
interaction between the receptor and GPRIN1 (Fig. 2D and fig. S2F), 

suggesting that GPRIN1 may not only enhance the constitutive 
activity of the 5-HT6R but also preferentially associate with the 
receptor when it is in its active conformational state.

The increase in the constitutive activity of the receptor could result 
either from the increased recruitment of activated G protein by the 
receptor in the presence of GPRIN1 or from an increase in abundance 
of the receptor at the plasma membrane. To discriminate between 
these two possibilities, we compared the membrane abundance of 
the receptor in NG108-15 cells in the presence or absence of GPRIN1. 
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Fig. 2. GPRIN1 increases 5-HT6R constitutive activity through Gs-cAMP signaling and promotes Gs binding to the receptor in NG108-15 cells. (A to C) The CAMY-

EL cAMP signal was measured in NG108-15 cells transfected with constructs encoding the 5-HT6R (WT or W281A mutant) alone or in combination with a GPRIN1 construct 

24 (A) or 48 hours (B and C) after transfection. Cells were treated with the TAT-Ct320–342 peptide (10 mg, applied in the cell medium for 24 hours) or 1 mM WAY181187 for 

5 min (A), or the indicated concentrations of either WAY181187 or SB271046 (B) or vehicle (C) for 5 min. (B) Left: Data were normalized to the amount of cAMP in cells that 

did not express GPRIN1 and were challenged with 1 mM WAY181187. Right: Data were normalized to the basal amount of cAMP in cells not expressing GPRIN1. Data are 

means ± SEM of values obtained from at least three independent experiments performed on different sets of cultured cells. **P < 0.01 and ***P < 0.001. (D and E) NG108-

15 cells were transfected with constructs encoding either HA-tagged WT or W281A 5-HT6R alone or in combination with the GPRIN1 construct and lysed 48 hours after 

transfection. (E) Cells were treated with control TAT peptide or TAT-Ct320–342 peptide (1 mM, added 24 hours after transfection to the culture medium and incubated for 

24 hours). 5-HT6R proteins were immunoprecipitated with agarose-conjugated anti-HA antibodies. The presence of GPRIN1 (D) or Gas (E) in the immunoprecipitated 

samples was assessed by Western blotting analysis. Western blots are representative of three independent experiments. Bar graphs show means ± SEM of immunoreactive 

signals measured in the three experiments. ***P < 0.001 compared to cells coexpressing WT 5-HT6R and GPRIN1 (D) and compared to cells coexpressing WT 5-HT6R and 

GPRIN1 and exposed to the control TAT peptide (E).
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We found no substantial difference in the membrane abundance of 
the receptor in either cell population (fig. S4). Furthermore, the 
amount of Gs protein that coimmunoprecipitated with the receptor was 
increased in the presence of GPRIN1, an effect that was prevented 
by treatment of the cells with the TAT-Ct320–342 peptide (Fig. 2E 
and fig. S2G). These results suggest that the GPRIN1-dependent 
increase in 5-HT6R constitutive activity results from enhanced Gs 
signaling by the receptor rather than an increase in its abundance 
at the plasma membrane.

GPRIN1 enhances 5-HT6R–dependent neurite elongation 
and branching in NG108-15 cells
We previously demonstrated that the 5-HT6R induces the initiation of 
neurite growth in NG108-15 cells in a ligand- and cAMP-independent 
manner, through a Cdk5-Cdc42 pathway (20). Consistent with previ-
ous studies showing that GPRIN1 can also induce neurite growth (31–33), 
we sought to determine whether GPRIN1 promoted neurite growth 
in NG108-15 cells expressing the 5-HT6R. Immunocytochemistry ex-
periments with NG108-15 cells transfected with cDNAs encoding 
either GFP or the GFP-fused receptor, alone or in combination with 
GPRIN1, showed that 24 hours after transfection, coexpression of 
GPRIN1 did not further increase the length of neurites when com-
pared with the length of neurites produced by cells expressing the 
receptor alone (Fig. 3A). Consistent with our previous findings, 
5-HT6R–dependent neurite growth was reduced when a dominant- 
negative mutant Cdk5 was coexpressed (Fig. 3A), suggesting that 
the initiation of neurite growth did not depend on the presence of 
GPRIN1 but required the kinase activity of Cdk5. In contrast, 48 hours 
after transfection, cells expressing both 5-HT6R and GPRIN1 exhibited 
longer and more branched neurites than did cells expressing the re-
ceptor alone, as determined by immunocytochemistry and quantified 
by Sholl analysis (Fig. 3A). Furthermore, coexpression of the dominant- 
negative mutant Cdk5 did not affect the GPRIN1-induced increase 
in branching at that stage of neuronal differentiation, although a 
residual effect on neurite length was seen (Fig. 3B). This suggests 
that the branching of neurites does not require the activity of Cdk5 
and is consistent with our results showing that Cdk5 does not interact 
with the receptor 48 hours after transfection.

Treating cells coexpressing 5-HT6R and GPRIN1 with the TAT-
Ct320–342 peptide or coexpressing the 5-HT6R S350D mutant with 
GPRIN1 abolished the effect of GPRIN1 on both neurite extension 
and branching (Fig. 3, A and B, and fig. S3C), indicating that the 
growth-promoting effects of GPRIN1 depended on its physical inter-
action with the 5-HT6R. Last, the constitutive activity of the receptor 
was also required, as shown by the lack of effect of GPRIN1 in cells 
cotransfected with the W281A mutant 5-HT6R, which exhibits re-
duced constitutive activity compared with that of the WT receptor 
(Fig. 3, A and B). This latter result prompted us to explore whether 
the length of neurites in NG108-15 cells correlated with the abundance 
of cAMP; thus, we plotted the neurite length of cells as a function of 
the extent of 5-HT6R constitutive activity. As expected, there was no 
correlation between these two factors in cells 24 hours after trans-
fection, whereas 48 hours after transfection, neurite length positively 
correlated with the extent of constitutive activity of the 5-HT6R 
(Fig. 3C). Further supporting the link between neurite growth, branch-
ing, and cAMP production resulting from the constitutive activity 
of the 5-HT6R, neurite length and branching in NG108-15 cells co-
expressing GPRIN1 with the mutant 5-HT6R incapable of activating 
G proteins were reduced compared with those in cells coexpressing 

GPRIN1 with the WT receptor (Fig. 3, D and E). Moreover, treating 
cells coexpressing the WT receptor with the 5-HT6R antagonist 
SB271046, the membrane-permeable cAMP analog RPcAMP, or 
KT 5720 [both of which are inhibitors of cAMP-dependent protein 
kinase (PKA)] also prevented GPRIN1-dependent neurite growth 
and branching (Fig. 3, D and E), whereas none of these treatments 
affected neurite architecture in cells expressing the receptor alone. 
This finding suggests that neurite elongation and branching depend on 
the activation of PKA stimulated by agonist-independent, 5-HT6R– 
dependent cAMP production, which itself requires the physical inter-
action of GPRIN1 with the receptor. Consistent with our previous 
study (20), there was no effect of the G protein coupling–defective 
triple receptor mutant or of treatment with RPcAMP on neurite 
length 24 hours after transfection (fig. S5).

The GPRIN1–5-HT6R interaction promotes neurite 
elongation and branching in neurons
We next sought to determine whether the interaction between the 
native 5-HT6R and GPRIN1 likewise promoted neurite elongation 
and branching in primary cultured neurons. We performed these 
experiments on striatal neurons, which express large amounts of 
5-HT6R density and GPRIN1 (Fig. 4). We first infected striatal neurons 
with lentiviruses encoding two different short hairpin RNAs (shRNAs) 
directed against GPRIN1. Both shRNAs led to a nearly total loss of 
GPRIN1 protein detection by Western blotting (Fig. 4A). Further-
more, knocking down GPRIN1 statistically significantly decreased 
both neurite length and the complexity of mature striatal neurons 
(Fig. 4B), as assessed by Sholl analysis on neurons grown for 13 days 
in vitro (DIV), reminiscent of what was observed in transfected 
NG108-15 cells. We next exposed striatal neurons to the TAT-
Ct320–342 peptide to disrupt the interaction between GPRIN1 and 
5-HT6R. This treatment resulted in a marked decrease in neurite 
length and complexity as compared with neurons treated with a 
control TAT peptide (Fig. 4C), suggesting that the interaction 
between endogenous GPRIN1 and 5HT6R is necessary to promote 
neurite growth and branching in striatal neurons. We then com-
pared, from DIV 1 to DIV 4, the neurite length of neurons treated 
with either the TAT-Ct320–342 peptide or the control TAT peptide. 
We found a statistically significant reduction in neurite length as 
early as DIV 2 in neurons exposed to the TAT-Ct320–342 peptide, 
and this reduction was further enhanced at DIVs 3 and 4 (fig. S6A). 
Last, reminiscent of the observations made in NG108-15 cells, neurons 
treated with RPcAMP also showed a marked decrease in neurite 
length measured at DIV 4 (fig. S6B).

DISCUSSION

Studies have demonstrated that the 5-HT6R plays crucial roles in 
both the correct migration and positioning of neurons, as well as in 
the initiation of neurite growth (19, 20, 43). These effects, which are 
mostly independent of the canonical Gs-cAMP pathway, prompted 
the use of unbiased interactomics studies to identify previously un-
characterized signaling proteins recruited by the receptor and alterna-
tive signaling pathways underlying its control of neurodevelopmental 
processes. These studies revealed that Cdk5 binds to the C-terminal 
domain of the receptor to promote neurite growth initiation through 
an agonist-independent mechanism involving the phosphorylation 
of Ser350 in the receptor, which in turn leads to activation of the small 
GTPase (guanosine triphosphatase) Cdc42 (Fig. 5) (20). Here, we 
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Fig. 3. GPRIN1 interaction with the 5-HT6R promotes neurite growth and branching in a PKA-dependent manner in NG108-15 cells. (A) NG108-15 cells were trans-

fected with plasmids encoding GFP or YFP-tagged WT or W281A 5-HT6R alone or in combination with constructs encoding a dominant-negative Cdk5 mutant (Cdk5-DN; 

top) or GPRIN1 (bottom). GFP or receptor labeling is shown in cyan; GPRIN labeling is shown in magenta. Where indicated, cells were treated for 24 hours with the TAT-

Ct320–342 peptide (1 mM). The images show fields representative of three independent experiments performed on different cultures. Scale bar, 50 mm. The graphs represent 

the branching index, measured as the number of intersections between dendrites and an overlaid concentric sphere, as a function of the distance from the soma. (B) Histogram 

showing the quantification of neurite length (mm) in NG108-15 cells expressing the corresponding constructs and that were left untreated or were incubated with the 

TAT-Ct320–342 peptide. At least 300 neurites were analyzed per condition. ***P < 0.001. (C) Correlation plots between neurite length and basal cAMP amounts in NG108-15 

measured either 24 (left) or 48 hours (right) after transfection of the cells with the indicated constructs. (D) NG108-15 cells were transfected with plasmids encoding YFP-

tagged WT 5-HT6R or a mutant receptor incapable of coupling to G protein (Gs dead) alone or in combination with the GPRIN1 construct. Cells expressing the WT receptor 

were treated for 24 hours with 1 mM SB271046, 25 mM RPcAMP, or 2 mM KT 5720. Cells were lysed 48 hours after transfection. Representative fields of three independent 

experiments performed on different sets of cultured cells are shown. Scale bar, 50 mm. The graphs represent the branching index, which was measured as described in (A). 

(E) The histogram shows the quantification of neurite length in the indicated conditions, which were from the experiments shown in (D). ***P < 0.001.
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showed that the 5-HT6R C-terminal 
domain also recruited GPRIN1, a 
Cdk5 substrate initially identified in 
a cDNA bank screen designed to find 
previously uncharacterized partners 
of Ga subunits (30, 44). Two other 
variants (GPRIN2 and GPRIN3) have 
been described, but only GPRIN1 was 
identified in the 5-HT6R interactome. 
GPRIN1 is mainly found in the central 
nervous system, where it is expressed 
by neurons but not glial cells. Its ex-
pression is high during embryonic 
development, with a peak at E16.5. 
It is still found in the adult brain, but 
only in the hippocampus, ventral 
striatum, and some cortical regions (34), which greatly overlaps with 
the expression pattern of the 5-HT6R. Corroborating these observa-
tions, we found that the receptor forms a complex with GPRIN1 in 
mouse brain at the neonatal stage, a critical period for neuronal dif-
ferentiation and wiring of neuronal networks (45). At that stage of 
neural development, receptors are found not only in the primary 
cilium, as previously described (36, 39, 46), but also in the soma of 
neurons, where they are mainly detected at the plasma membrane. 

However, we did not detect GPRIN1 in primary cilia, suggesting that 
only the receptor pool found outside the cilium is engaged in com-
plexes with GPRIN1.

The GPRIN1 association with the 5-HT6R, which occurred in 
the absence of agonist, was reduced in cells treated with the 5-HT6R 
antagonist SB271046, which acted as an inverse agonist toward 
receptor- stimulated Gs-cAMP signaling (Fig. 2A). These results 
suggest that the 5-HT6R–GPRIN1 interaction is dynamically 
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Fig. 4. Interaction between endogenous 

5-HT6R and GPRIN1 promotes neurite 

extension and the branching of striatal 

neurons. (A) Knockdown of GPRIN1 after 

infection of cultured mouse striatal neurons 

at DIV 4 by a virus expressing either control 

or two different GPRIN1-specific shRNAs. The 

neurons were lysed at DIV 13, and GPRIN1 

was detected by Western blotting analysis. 

The bar graph shows the mean ± SEM of the 

GPRIN1 immunoreactive signal [normalized 

to the glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-

genase (GAPDH) immunoreactive signal] in 

each condition. ***P < 0.001 compared to 

neurons expressing the scrambled shRNA. 

(B) Neurons were infected with either control 

(top) or GPRIN1-specific (middle and bottom) 

shRNAs. Neurons were fixed at DIV 13. GPRIN1 

immunoreactivity is shown in magenta, and 

MAP2 immunoreactivity in cyan. Scale bar, 

5 mm. The graph shows the measurement of 

neurite branching, as assessed by the Sholl 

analysis. The bar graph shows neurite length 

for neurons infected with control (black bar) 

or GPRIN1-specific shRNAs (white and gray 

bars). For both branching and neurite length, 

data are means ± SEM of three independent 

experiments performed from different sets 

of cultured neurons with at least 300 neu-

rites measured per conditions. ***P < 0.001. 

(C) Neurons were treated with either the con-

trol TAT peptide (top) or the TAT-Ct320–342 

peptide (1 mM, added to cultures at DIV 4; 

bottom), and fixed at DIV 13. GPRIN1 is 

shown in magenta, and MAP2 in cyan. Neu-

rite branching and length were determined 

and plotted as described in (B). *P < 0.05.
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regulated by the conformational state of the receptor and that a 
specific receptor conformation in the absence of ligand is favorable 
for GPRIN1 recruitment. Consistent with this hypothesis, mutat-
ing a tryptophan residue essential for 5-HT6R constitutive activity 
to an alanine reduced the interaction between the receptor and 
GPRIN1.

GPRIN1 not only associated with the 5-HT6R in its active con-
formation but also enhanced the constitutive activity of the receptor 
leading to Gs signaling (Figs. 1G and 2, A and B). Furthermore, we 
showed that GPRIN1 promoted the recruitment of Gas protein by 
5-HT6R (Fig. 2E). Previous studies showed that GPRIN1 preferen-
tially interacts with activated Ga proteins of the Gi/o subfamily (35). 
Assuming that GPRIN1 likewise associates with activated Gas, we 
hypothesize that GPRIN1 favors the recruitment of Gas by active 
receptor conformations, resulting in the formation of a ternary com-
plex comprising 5-HT6R, GPRIN1, and active Gas, thus promoting 
receptor constitutive activity. Alternatively, the association of GPRIN1 
with the 5-HT6R might induce a conformational change in the 
receptor toward a more active state exhibiting a higher level of con-
stitutive activity through Gs signaling.

Together, our current and previous findings (20) demonstrate a 
high level of 5-HT6R constitutive activity toward both canonical Gs 
signaling and G protein–independent signaling, which depends on 
allosteric modulations by interacting proteins. To our knowledge, 
these data provide one of the few examples of the modulation of the 
constitutive activity of a GPCR by GIPs. Other examples are the con-
stitutive activity of type I metabotropic glutamate receptors (mGluRs), 
which can be modulated by Homer proteins, and the constitutive 
activity of the ghrelin receptor growth hormone secretagogue re-
ceptor 1a (GHSR1a), which can be regulated by the melanocortin 
receptor accessory protein subunit 2 (MRAP2) (47, 48). However, 
in contrast to our current findings, the association of Homer3 with 
the C-terminal domain of mGluR1 or mGluR5 prevents rather than 
promotes the constitutive activity of either receptor, whereas the ex-
pression of the short, inducible form of Homer (Homer1a) results, 
indirectly through the disruption of mGluR1- or mGluR5-Homer3 
complexes, in the enhanced constitutive activity of mGluR1 or 
mGluR5. In the case of GHSR1a, the interaction with MRAP2 re-
sults in biased signaling, enhancing receptor signaling through Gq, 
while blocking both its constitutive activity and the recruitment of 

Cter
P35

Cdk5

Cdc42

P

Nter
Inverse agonist

5-HT
6
R (R*a)

Inverse agonist

Cter

Nter

5-HT
6
R (R*b)

Gs

cAMP

PKA

GPRIN1

Neurite growth

Neurite extension and

branching

Fig. 5. Schematic representation of the sequential interaction between the 5-HT6R and either Cdk5 or GPRIN1 and its consequence on agonist-independent 

5-HT6R–stimulated signaling. Association of the 5-HT6R with Cdk5 results in receptor phosphorylation on a serine residue located in the receptor C-terminal (Cter) domain, 

a necessary step in the agonist-independent, receptor-mediated activation of Cdc42 signaling and initiation of neurite outgrowth (left), whereas the association of the 

receptor with GPRIN1 promotes the recruitment of activated Gas and neurite extension and branching through an agonist-independent, PKA-dependent mechanism 

(right). Nter, N-terminal. The application of an inverse agonist inhibits both pathways, indicating that these are dependent on the receptor’s constitutive activity.
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b-arrestin. Our data also suggest that constitutive 5-HT6R activa-
tion can result from different mechanisms depending on the nature 
of the associated GIP: Agonist-independent engagement of Cdk5-
Cdc42 signaling depends on receptor phosphorylation at Ser350 by 
receptor-associated Cdk5, whereas the activation of Gs signaling by 
GPRIN1 might result from an enhanced recruitment of activated Gas or 
a switch to a more active conformational state of the receptor.

The interactions of 5-HT6R with Cdk5 and GPRIN1 seem to occur 
sequentially to facilitate a fine temporal regulation of key neuro-
developmental processes (Fig. 5). Previous studies showed that the 
agonist-independent activation of Cdk5 by 5-HT6R early during 
brain development is essential for the normal positioning of cortical 
neurons, indicating a fine control of the migration process (19, 43). 
Beyond migration, the association of 5-HT6R with Cdk5 also pro-
moted the initiation of neurite growth (20), which is consistent with 
previous studies performed in pheochromocytoma (PC12) cells, for 
which the initiation of neurite growth is cAMP independent (49). At 
a later stage of neuronal differentiation, the 5-HT6R might associate 
with GPRIN1 to induce neurite elongation and branching. This 
sequential association of 5-HT6R with Cdk5 and GPRIN1, initially 
established in transfected NG108-15 cells, likely occurs between 
native proteins in primary neurons. Inhibiting agonist-independent 
activation of Cdk5/Cdc42 signaling induced by the 5-HT6R pre-
vented the initiation of neurite growth measured during the first 
24 hours after neuron seeding, whereas knockdown of GPRIN1 or 
disruption of the 5-HT6R–GPRIN1 interaction at later stage of neuro-
nal differentiation (between 2 and 13 days after plating) prevented 
further neurite elongation and branching. These findings provide an 
example of functionally relevant dynamic interactions between a 
GPCR and several GIPs. The cellular mechanisms underlying the 
sequential interaction of 5-HT6R with Cdk5 and GPRIN1 remain 
to be elucidated. As previously mentioned, Cdk5-mediated initiation 
of neurite growth depends on the phosphorylation of the 5-HT6R 
on Ser350 by associated Cdk5. We also identified in the 5-HT6R in-
teractome the protein phosphatase PP2A, which dephosphorylates 
Cdk5 targets (50). Because PKA can phosphorylate and activate 
PP2A (51), we hypothesize that constitutively active 5-HT6R might 
promote the activation of PP2A through PKA, leading to the dephos-
phorylation of Ser350 and the release of Cdk5, thus facilitating inter-
action with GPRIN1. The 5-HT6R might also interact with either 
Cdk5 or GPRIN1 depending on their respective subcellular local-
ization. Because both 5-HT6R and Cdk5 activation increase cilial 
length, one can speculate that the formation of 5-HT6R–Cdk5 com-
plexes occurs in the primary cilium or cellular compartments in-
volved in primary cilium morphogenesis (for example, the distal 
centriole appendages), whereas GPRIN1 associates with receptors 
located in the soma of neurons.

A viable GPRIN1 knockout (KO) mouse model has been described. 
Cultured neurons from GPRIN1 KO mice show reduced firing ac-
tivity compared with neurons from WT mice, and adult GPRIN1 
KO mice display altered learning performance (52), a phenotype 
possibly reflecting defects in neurite growth and early neuronal network 
shaping. Although initial studies showed the ability of GPRIN1 bound 
to activated Gai/o proteins to promote neurite growth through the 
activation of Cdc42 (33, 35), our data together with previously pub-
lished results suggest that its neurite growth–promoting effects tightly 
depend on its interaction with membrane receptors (31–33). Only 
the coexpression of GPRIN1 and 5-HT6R induced a substantial effect 
upon neurite elongation and branching in NG108-15 cells, whereas 

expression of GPRIN1 alone only induced a marginal effect upon neu-
rite growth. Similarly, the association of GPRIN1 with the m-opioid 
receptor (MOR) potentiates receptor-mediated neurite growth by 
targeting MOR tethered with activated Gai to lipid rafts (31), whereas 
the interaction of GPRIN1 with the a7 nicotinic receptor targets the 
receptor to growth cones and increases its plasma membrane localiza-
tion, which results in longer and more complex neurites (31). The 
signaling mechanisms underlying neurite growth under the control 
of GPRIN1 might also depend on the nature of the receptor with 
which GPRIN1 is associated. Whereas neurite growth under the 
control of the a7-GPRIN1 complex seems to involve a Ca2+/CaM- 
kinase II/phosphatase 2B pathway (32), the 5-HT6R–GPRIN1 complex 
promotes neurite elongation and branching through a cAMP- and 
PKA-dependent mechanism.

In conclusion, our study provides an example of dynamic associa-
tions between a GPCR and several of its GIPs to ensure highly coor-
dinated cellular processes such as the growth initiation, extension, and 
branching of neurites. These findings further highlight the allosteric 
properties of GPCRs, which can adopt many active and physiologically 
relevant conformations, some of them being stabilized upon inter-
action with GIPs in the absence of orthosteric agonists.

MATERIALS AND METHODS

Animals
5-HT6

GFP/GFP KI mice (29) were generated at the Institut Clinique 
de la Souris (Illkirch-Graffenstaden, France) and were used for 
GFP-TRAP and immunohistochemistry experiments. Primary cul-
tures of neurons were realized from OF1 (Oncins-France 1) mouse 
embryos originating from Charles River. Procedures were performed 
in strict compliance with the animal use and care guidelines of 
Montpellier University (authorization D34-172-4).

Plasmids, chemicals, and antibodies
The human hemagglutinin (HA)–tagged WT 5-HT6R construct was 
previously described (25, 53). The human YFP-tagged 5-HT6R construct 
was provided by S. Morisset (Centre de Biophysique Moléculaire, 
Orléans, France). 5-HT6R mutants were generated by site-directed 
mutagenesis and assessed by sequencing. Plasmid encoding human 
GPRIN1 was purchased from Sigma-Aldrich, and the peGFPC1 
plasmid was from Clontech. The viral constructs encoding two 
different shRNAs directed against GPRIN1, subcloned into the pLKO 
vector, were obtained from Sigma-Aldrich, and pLKO enhanced 
GFP (eGFP) was obtained from the virus production platform of 
Montpellier (PVM, BioCampus, Montpellier, France). Viral particles 
were produced by the PVM platform. The agarose-conjugated anti- 
HA antibody (clone no. HA-7) was purchased from Sigma-Aldrich, 
GFP-TRAP beads were from Chromotek, the rabbit anti-GPRIN1 
antibody was from Proteintech (ref 13771-1-AP), the rabbit anti- 
Gas antibody was from Calbiochem (ref 371732), the rat anti-HA 
antibody (clone 3F10) was from Roche, the mouse anti-MAP2 
(microtubule-associated protein 2) antibody (clone [HM2], ref ab11267) 
was from Abcam, and the mouse anti-Arl13b (clone N295B/66, 
ref 75-287) was from Antibodies Incorporated. For GFP labeling, we 
used the chicken polyclonal anti-GFP antibody (A10262, ref 10524234) 
from Thermo Fisher Scientific or the rabbit polyclonal anti-GFP anti-
body (ref PABG1) from Chromotek. WAY181187, SB271046 hydro-
chloride, KT 5720, and cAMPS-Rp triethylammonium salt were 
purchased from Tocris Biosciences. Coelenterazine h (used for 
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BRET experiments) was purchased from Nanolight Technology 
(ref 50909-86-9). The CAMYEL probe and the derivatized benzyl 
guanine labeled with europium cryptate (BG-K) or d2 (BG-d2) as 
acceptor were provided by the pharmacological screening facility 
(ARPEGE, BioCampus, Montpellier, France). Interfering peptides 
(>90% purity) were purchased from GenScript. Peptide sequences 
were as follows: TAT-Ct320–342 peptide: YGRKKRRQRRRPLFM-
RDFKRALGRFLPCPRCPR; TAT control peptide: GRKKRRQRR-
RRPCRPCPLFRGLARKFDRMFLP.

Cell culture, transfection, and treatments
NG108-15 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM) supplemented with 10% dialyzed fetal bovine serum (FBS), 
2% hypoxanthine/aminopterin/thymidine (Life Technologies), and anti-
biotics. Cells were transfected in suspension using Lipofectamine 
2000 (Life Technologies) with plasmids encoding GFP, WT, or mu-
tant HA–5-HT6Rs with or without the plasmid encoding GPRIN1. 
After transfection, cells were maintained in DMEM supplemented 
with 2% dialyzed FBS and treated as indicated in the figure legends 
either 5 or 24 hours after transfection. The cells were used either 24 or 
48 hours after transfection for all experiments. Primary cultures of 
striatal neurons were prepared from E15.5 OF1 mouse embryos. 
Striata were dissociated by manual trituration, and cells were plated 
onto polyornithine- and laminin-coated 12-mm glass coverslips in 
24-well plates. Cultures were maintained in Neurobasal medium 
(Thermo Fisher Scientific) supplemented with 10 ml of B27 supple-
ment (Gibco, ref 17504-044), 0.2 mM GlutaMAX, with 0.2 mM 
glutamine and penicillin (100 U)/streptomycin (100 mg) and kept at 
37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. For branching 
experiments, neurons were transfected at DIV 1 with cDNA encoding 
GFP to visualize dendritic trees, treated at DIV 4 as indicated in the 
figure legends, and fixed at DIV 13.

Immunocytochemistry and morphological analyses
NG108-15 cells or neurons, grown on coated glass coverslips, were 
fixed in paraformaldehyde (PFA; 4% for 10 min for NG108-15 cells 
and 2% for 15 min for neurons). Cells were then successively incu-
bated with primary antibodies (mouse anti-MAP2, 1:1000; rabbit 
anti-GPRIN1, 1:500; or rat anti-HA, 1:1000) and with secondary 
antibodies (Alexa Fluor 488–conjugated anti-mouse or Alexa Fluor 594–
conjugated anti-rabbit, 1:1000). For labeling of the 5-HT6R in cultured 
neurons, tyramide amplification of the signal given by the rabbit 
polyclonal antibody (1:1000) was performed using the Invitrogen 
Alexa Fluor 488 Tyramide SuperBoost Kit (ref 15631902) according 
to the manufacturer’s protocol. Coverslips were mounted in Mowiol. 
Images were captured with an Axio Imager Z1 microscope equipped 
with epifluorescence (Zeiss), using a 20× objective. Neurites were 
detected on the basis of MAP2 staining or GFP expression. Neurite 
length was measured using the NeuronJ plugin of ImageJ software. 
A minimum of 15 fields of cells originating from three independent 
cultures were analyzed per condition. Branching was assessed using 
a semiautomated Sholl analysis with 5-mm ring intervals starting at 
5 mm from the soma (SynD, MATLAB). A minimum of 45 cells 
originating from three independent cultures were analyzed for each 
condition.

Immunohistochemistry on brain slices
Mice were rapidly anesthetized with isoflurane and perfused tran-
scardially with 0.1 M phosphate-buffered sodium (PBS; pH 7.5). Brains 

were then fixed in 4% PFA diluted in PBS for 24 hours at 4°C and 
then incubated successively in 10, 20, and 30% (w/v) sucrose diluted 
in PBS for cryoprotection. Sixteen-micrometer-thick sections were 
cut with a cryostat (Leica), deposited directly on slides, and stored 
at −80°C until use. For immunolabeling experiments, sections were 
thawed at room temperature and rehydrated for 15 min in PBS. 
Sections were blocked for 2 hours in PBS containing 0.2% (v/v) Triton 
X-100, 3% (w/v) bovine serum albumin (BSA; A2153, Sigma-Aldrich), 
and then incubated overnight at room temperature in primary anti-
body solution containing 1:1000 anti-GFP from chicken (A10262, 
Invitrogen) and 1:500 anti-GPRIN1 from rabbit (13771-1-AP, 
Proteintech) in PBS, 0.2% Triton X-100, 1% BSA. Sections were 
then washed three times for 30 min each in PBS and incubated with 
Alexa Fluor 488–coupled goat anti-chicken and Cy3-coupled goat 
anti-rabbit secondary antibodies (1:1000) for 2 hours at room tem-
perature. Sections were washed three times for 30 min each in PBS, 
dried, and mounted in DPX mountant (Sigma-Aldrich, ref 06522). 
Images were acquired with a Leica SP8 confocal microscope equipped 
with an oil-immersed 63× objective, with a 2048 × 2048 resolution 
(excitation lasers, 488 and 561 nm; acquisition filters, 500 to 539 and 
572 to 617 nm, respectively).

Immunoprecipitation experiments
Whole brains from newborn mice were washed in PBS and homog-
enized by potterization. The samples were centrifuged at 3000g for 
10 min at 4°C. Pellets were resuspended in solubilization buffer 
containing 10 mM tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 
0.4% dodecyl maltoside, 0.5% Triton X-100, and a protease cocktail 
inhibitor (Roche). Samples were left to solubilize at 4°C for 4 hours 
and then were centrifuged for 30 min at 13,000g at 4°C. Protein 
concentration was measured using a bicinchoninic assay (BCA, Sigma- 
Aldrich), and solubilized proteins were used for GFP-TRAP assays 
(Chromotek). Transfected NG108-15 cells were lysed in a solubiliza-
tion buffer containing 20 mM Hepes (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% 
NP-40, 10% glycerol, dodecyl maltoside (4 mg/ml), phosphatase 
inhibitors (10 mM NaF, 2 mM sodium orthovanadate, 1 mM sodium 
pyrophosphate, and 50 mM b-glycerophosphate), and a protease in-
hibitor cocktail (Roche) for 1 hour at 4°C. Samples were centri-
fuged at 15,000g for 15 min at 4°C, and supernatants containing 
solubilized proteins were used for immunoprecipitation. Solubilized 
proteins (1 mg per condition) were incubated either with agarose- 
conjugated anti-HA antibody or GFP-TRAP beads overnight at 4°C. 
The beads were washed five times with lysis buffer for anti-HA beads 
or with a washing buffer specified by the manufacturer protocol for 
GFP-TRAP beads [10 mM tris/Cl (pH 7.5), 150 mM NaCl, and 0.5 mM 
EDTA]. Immunoprecipitated proteins were then eluted in Laemmli 
sample buffer and analyzed by Western blotting.

Western blotting analysis
Proteins were separated on 10% polyacrylamide gels and then were 
transferred to Hybond C nitrocellulose membranes (GE Healthcare). 
Membranes were first incubated with the appropriate primary anti-
bodies (rabbit anti-GPRIN1, 1:500; rabbit anti-Gas, 1:500; rat anti- HA, 
1:1000) and then with horseradish peroxidase (HRP)–conjugated 
anti-rat or anti-rabbit secondary antibodies (1:5000; GE Healthcare). 
Immunoreactivity was detected with an enhanced chemiluminescence 
method (ECL plus detection reagent, GE Healthcare) and imaged 
with a ChemiDoc system (Bio-Rad). Immunoreactive bands were 
quantified by densitometry using Image Lab software (Bio-Rad).
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BRET experiments
NG108-15 cells were transfected in white 96-well microplates 
(Greiner) with a fixed amount of Cdk5-RLuc (Renilla-luciferin 
2-monooxygenase) plasmid and an increasing concentration of 
5-HT6R–YFP construct (from 0 to 20 ng per well). The BRET signal 
from each plate was first analyzed 24 hours after the transfection 
and then again at 48 hours. We collected BRET measurements 
2 min after the addition of the luciferase substrate coelenterazine 
h at a final concentration of 5 mM. Luminescence and fluorescence 
were detected with the Mithras LB 940 Multireader (Berthold), 
which enables the sequential integration of luminescence signals 
detected with two filter settings (RLuc filter, 485 ± 10 nm; YFP 
filter, 530 ± 12 nm). Emission signals at 530 nm were divided by 
emission signals at 485 nm. The BRET ratio was defined as the dif-
ference between the emission ratio obtained with cotransfected 
RLuc and YFP fusion proteins and that obtained with the RLuc fusion 
protein alone. The results were expressed in milliBRET units (mBU; 
with 1 mBU corresponding to the BRET ratio values multiplied by 1000). 
Total fluorescence and luminescence were used as relative measures 
of total amounts of the YFP- and RLuc-tagged proteins, respectively. 
BRET signals were plotted as a function of the ratio between total 
fluorescence and total luminescence ratio.

cAMP measurements
cAMP measurement was performed in NG108-15 cells transiently 
expressing 5-HT6R using the BRET sensor for cAMP, CAMYEL (cAMP 
sensor using YFP-Epac-RLuc) (41). NG108-15 cells were cotrans-
fected in suspension with the 5-HT6R and CAMYEL constructs using 
Lipofectamine 2000 according to the manufacturer’s protocol and 
plated in white 96-well plates (Greiner) at a density of 80,000 cells per 
well. Twenty-four hours after transfection, the cells were washed with 
PBS containing calcium chloride and magnesium chloride (Gibco, 
ref 14040-091). Coelenterazine h was added at a final concentration 
of 5 mM. Plates were incubated at room temperature for 5 min 
before BRET measurements. BRET was measured using a Mithras 
LB 940 plate reader. Expression of 5-HT6R in NG108-15 cells in-
duced a decrease in the CAMYEL BRET signal compared to that in 
cells transfected with an empty vector. This decrease in CAMYEL 
BRET signal was used as an index of 5-HT6R constitutive activity 
through Gs signaling.

Measurement of cell surface 5-HT6R by  
time-resolved–fluorescence resonance energy transfer
These experiments were performed as described previously (54). 
NG108-15 cells were transfected with plasmid encoding a soluble 
NSF attachment protein (SNAP)–tagged 5-HT6R with or without 
plasmid encoding GPRIN1 or were transfected with an empty plasmid. 
Forty-eight hours after transfection, the cells were plated in a Greiner 
CELLSTAR 96-well plate (at 50,000 cells per well) and washed with 
PBS supplemented with calcium chloride and magnesium chloride 
(Gibco, ref 14040-091). The cells were then labeled with derivatized 
benzyl guanine (BG-K or BG-d2) for 1 hour at 37°C in a humidified 
atmosphere containing 5% CO2. After labeling, the cells were washed 
four times with PBS. The emission signal from the cryptate was re-
corded at 620 nm on a time-resolved fluorimeter (RUBYstar, BMG 
LABTECH, Champigny-sur-Marne, France) after excitation at 337 nm 
by a nitrogen laser, and the emission signal from the d2 was recorded 
at 682 nm on an Analyst reader (Molecular Devices) using a 640-nm 
excitation. The specific fluorescence signal was determined by sub-

tracting the nonspecific signal in mock-transfected cells from the total 
fluorescence signal in the cells expressing the SNAP-tagged 5-HT6R.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using Prism 4 (GraphPad Software 
Inc.). For two-sample and multiple comparisons (Western blots, 
cAMP production, and neurite length measurements), the unpaired 
Student’s t test and one-way analysis of variance (ANOVA) followed 
by Newman-Keuls multiple comparisons test were used, respectively. 
Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparisons 
test was used to evaluate significance of the Sholl analysis. P < 0.05 
was considered to be statistically significant. Correlation between 
neurite length and the extent of 5-HT6R constitutive activity in 
NG108-15 cells was evaluated 24 and 48 hours after transfection by 
linear regression analysis.

SUPPLEMENTARY MATERIALS
stke.sciencemag.org/cgi/content/full/13/618/eaax9520/DC1

Fig. S1. 5-HT6R and GPRIN1 are colocalized at the soma plasma membrane of striatal and 

cortical neurons, but not in primary cilia.

Fig. S2. Analysis of cell lysates used for immunoprecipitation experiments.

Fig. S3. Effect of the phosphorylation of 5-HT6R Ser
350 on its interaction with GPRIN1 and 

neurite morphology.

Fig. S4. Effect of GPRIN1 coexpression with the 5-HT6R on receptor cell surface expression in 

NG108-15 cells.

Fig. S5. GPRIN1 selectively affects the late stage of neurite growth in NG108-15 cells.

Fig. S6. The interaction between endogenous 5-HT6R and GPRIN1 promotes neurite extension 

through a cAMP-dependent mechanism in striatal neurons.

View/request a protocol for this paper from Bio-protocol.
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