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Résumé

Les récepteurs sérotoninergiques 5-HTia (5-HTiaR) constituent une cible
thérapeutique intéressante du fait de leur implication dans divers troubles neurodégénératifs
ou psychiatriques. Compte tenu de leur diversité fonctionnelle et de leur vaste distribution,
le développement d’« agonistes biaisés » rendrait possible le ciblage précis de certaines
régions cérébrales ainsi que des sous-populations préférentielles de 5-HTi1aR pré- ou
postsynaptiques. En effet, le concept pharmacologique récent de "sélectivité fonctionnelle"
suggere que des agonistes hautement spécifiques pourraient diriger préférentiellement la
signalisation des récepteurs vers des réponses intracellulaires souhaitées en ciblant les voies
de signalisation associées aux effets thérapeutiques tout en évitant les effets secondaires. Le
développement de ces molécules en thérapeutique offrirait donc d’importants bénéfices aux
patients atteints de troubles neuropsychiatriques impliquant le systeéme sérotoninergique.

L’objectif de ce travail était d’explorer le concept pharmacologique d’agonisme
biaisé par des approches translationnelles en imagerie in vivo, en étudiant plus
spécifiquement I’implication des 5-HT1aR en neuro- et psychopharmacologie a travers deux
exemples : les dyskinésies induites par L-DOPA (DIL) dans la maladie de Parkinson ainsi
que la dépression résistante aux traitements (DRT).

Dans un premier temps, la physiopathologie des DIL a été étudiée chez un modele
de rat hémiparkinsonien avec deux techniques d’imagerie fonctionnelle : la Tomographie
par Emission de Positons (TEP) au ['®*F]FDG d’une part et 1’Imagerie par Résonance
Magnétique fonctionnelle (IRMf) d’autre part. Un hypermétabolisme glucidique au niveau
du cervelet, du tronc cérébral, du raphé et de la région mésencéphalique locomotrice a été
révélé alors qu’une diminution de captation de ['®F]FDG a été observée au niveau cortical
et striatal. Les effets thérapeutiques du NLX-112 (agoniste biaisé 5-HT1a) ont été décrits de
la méme fagon et le mécanisme d’action de cette molécule semblait étre médié par une
activation préférentielle des autorécepteurs 5-HT1a au niveau du raphé.

Dans un second temps ont été observés les effets centraux immédiats et retardés de
la kétamine, antidépresseur d’action rapide (RAAD) chez le rat sain, montrant que la
molécule avait une action sur le métabolisme glucidique cérébral sur le long terme. L’effet
de la kétamine a ensuite été comparé a celui du NLX-101 (autre agoniste biaisé 5-HTa,
candidat médicament de type RAAD) chez un modele de rat anxio-dépressif CORT, toujours

au moyen de 1’imagerie TEP au ['®F]FDG. Le profil métabolique des rats CORT a montré



un métabolisme glucidique diminué, en particulier au niveau du noyau caudé, du cortex
cingulaire et du septum latéral. Par ailleurs, les deux RAADs semblaient avoir des voies de
signalisation communes au niveau cortical et du septum latéral. Ainsi, la molécule NLX-101
agirait préférentiellement sur les hétérorécepteurs 5-HTa.

Ces résultats tres encourageants ont permis de mieux comprendre la
physiopathologie de ces deux troubles présentant des enjeux de santé publique majeurs. Ils
fournissent des arguments supplémentaires a la mise en place de futures études cliniques.
De plus, ils apportent des informations sur un mécanisme d’action pharmacologique
innovant qui permettrait d’améliorer le bénéfice aux patients tout en limitant la survenue

d’effets indésirables.



Abstract

The serotoninergic receptors 5-HT1a (5-HT1aR) represent an intriguing therapeutic
target due to their involvement in various psychiatric and neurodegenerative disorders.
Given their functional diversity and wide distribution, the development of "biased agonists"
would enable the specific targeting of particular brain regions and preferential
subpopulations of pre- or postsynaptic 5-HTaR. Indeed, the recent pharmacological concept
of 'functional selectivity' suggests that highly specific agonists could preferentially guide
receptor signaling primarily towards intended intracellular responses by focusing on
signaling pathways linked to therapeutic outcomes, all while mitigating side effects. The
advancement of these compounds in therapeutic applications would, therefore, present
substantial advantages for patients dealing with neuro-psychiatric disorders associated with
serotonergic mechanisms.

The aim of this study was to explore the pharmacological concept of “biased
agonism” through translational approaches in in vivo imaging, focusing on the involvement
of 5-HT1aR in psycho- and neuropharmacology through two examples: L-DOPA-induced
dyskinesias (LIDs) in Parkinson's disease and treatment-resistant depression (TRD).

First, the pathophysiology of LIDs was investigated in a hemiparkinsonian rat model
using two functional imaging techniques: Positron Emission Tomography (PET) with
['®F]FDG on one hand, and Functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI) on the other
hand. An increase in glucose metabolism was observed in the cerebellum, brainstem, raphe,
and locomotor mesencephalic region, while decreased glucose uptake was noted in the
cortical and striatal regions. The therapeutic effects of NLX-112 (a biased agonist of 5-
HT;aR) were described in a similar manner, with the mechanism of action of this molecule
appearing to involve preferential activation of 5-HTa autoreceptors in the raphe.

Second, the immediate and delayed central effects of ketamine, a rapid-acting
antidepressant (RAAD), were observed in healthy animals, demonstrating that the molecule
had a long-term impact on cerebral glucose metabolism. Finally, ketamine was compared to
NLX-101 (another biased agonist of 5-HT1aR, a candidate RAAD) in a corticosterone-
induced rat model of anxiety and depression, using PET imaging with ['®F]FDG. The
metabolic profile of CORT rats showed decreased glucose metabolism, particularly in the

caudate nucleus, cingulate cortex, and lateral septum. Furthermore, both RAADs appeared



to share common signaling pathways in the cortical and lateral septal regions. Thus, NLX-
101 would act preferentially on 5-HT A heteroreceptors.

These highly promising findings contribute to a better understanding of the
pathophysiology of these two diseases, which present significant public health challenges.
They offer additional support for the implementation of future clinical studies and provide
insights into an innovative pharmacological mechanism of action that could enhance

therapeutic benefits while limiting the occurrence of adverse effects.
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Introduction

Le systeme sérotoninergique est largement associé au développement de nombreuses
pathologies neuropsychiatriques. Ainsi, le ciblage des récepteurs 5-HTa se révele étre une
piste thérapeutique prometteuse. Compte tenu de leur diversité fonctionnelle et de leur large
distribution, le développement de molécules « agonistes biaisés » offrirait la possibilité de
diriger préférentiellement une région cérébrale ou une signalisation intracellulaire
spécifique. En effet, ce concept innovant de sélectivité fonctionnelle permettrait d’améliorer
les bénéfices thérapeutiques souhaités tout en limitant les effets indésirables. Dans cette
optique, plusieurs agonistes biaisés des récepteurs 5-HTia sont actuellement en
développement comme les molécules NLX-112 (alias F13640, befiradol) et NLX-101 (alias
F15599). Des données précliniques et cliniques trés encourageantes ont, par exemple,
montré que le NLX-112 présentait un effet bénéfique sur la réduction des dyskinésies
induites par la L-DOPA (DIL) dans la maladie de Parkinson alors que le NLX-101 améliorait
les symptomes de la dépression pharmaco-résistante. Néanmoins, le mode d’action original
de ces deux molécules reste encore a élucider.

Conjointement, la neuroimagerie pré-clinique in vivo est devenue incontournable
pour appréhender les mécanismes physiopathologiques des pathologies neuro-
psychiatriques mais aussi pour développer de nouveaux médicaments. Ainsi, |’utilisation
appropriée de la neuroimagerie par Tomographie par Emission de Positons (TEP), méthode
non invasive, sensible et tres spécifique, couplée a I’emploi de modeles animaux
représentatifs et prédictifs de la pathologie humaine, a révolutionné la recherche en
permettant d’obtenir des données en temps réel sur I’efficacité, la biodistribution, la
cinétique, la toxicité et le mécanisme d’action des nouvelles molécules.

L’objectif de ce travail a donc été, par une approche translationnelle, d’explorer le
concept pharmacologique d’agonisme biaisé ainsi que I’implication des récepteurs 5-HTia
dans la physiopathologie de deux pathologies ayant un impact en santé publique majeur : les
DIL et la dépression, a I’aide de deux mod¢les animaux.

Une revue de la littérature démontrant 1’implication du systéme sérotoninergique et
des récepteurs 5-HT1a dans la physiopathologie des DIL et de la dépression sera tout d’abord
réalisée. Seront ensuite présentés les modeles animaux associés et 1’apport de 1’imagerie

dans la compréhension de ces troubles.
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Puis, dans une premiere partie expérimentale, les effets centraux de la molécule
NLX-112 a dose thérapeutique chez un modele de rat hémiparkinsonien en présence ou non
de L-DOPA seront étudiés et cartographiés grace a la TEP au ['®F]FDG (Fluoro-2-deoxy-2-
D-glucose) et a la connectivité fonctionnelle par IRMf.

Dans une deuxieme partie, les effets aigus et retardés de la kétamine, seul
antidépresseur d’action rapide (RAAD) référencé actuellement sur le marché, seront étudiés.
Les expériences seront menées chez 1’animal sain toujours au moyen de la TEP au ['*F]FDG,
selon un design longitudinal original.

Enfin, la derniére partie sera consacrée a 1’étude de I’implication des récepteurs 5-
HTa dans la pathologie dépressive et a I’identification des régions et circuits neuronaux
impliqués dans le mécanisme d’action d’un autre agoniste biaisé 5-HTa, candidat RAAD,
le NLX-101, a dose thérapeutique, encore a travers l’utilisation de I’imagerie TEP au
['®F]FDG. Un modele de rat anxio-dépressif par administration chronique de corticostérone
sera employé et le candidat RAAD NLX-101 sera comparé a la kétamine.

A travers ces travaux, notre objectif est de démontrer le role des récepteurs 5-HTa
fonctionnels en neuro- et psycho-pharmacologie. Cette compréhension des circuits
neuronaux impliqués dans les DIL et dans la dépression, aura un impact significatif sur le
développement de nouvelles thérapies et fournira une base solide pour la mise en place
d’études futures chez 'Homme. De plus, ces travaux permettront également de démontrer
I’intérét de développer des molécules au mécanisme d’action innovant : les agonistes biaisés
des récepteurs 5-HTia. Bien qu’ayant un mode d’action semblable, ces molécules ont une
diversité d’applications considérable. En effet, la modification minime de structure chimique
permet le ciblage de certaines régions spécifiques modulant ainsi des voies de signalisation

différentes.
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|. Sélectivité fonctionnelle et récepteurs 5-HT1a

1. La sérotonine

La sérotonine ou 5-hydroxytryptamine (5-HT) est, comme la dopamine (DA), une
amine biogéne jouant un réle prépondérant de neuromédiateur au niveau central. A 1’origine,
la 5-HT, appelée alors « entéramine », a pourtant été identifiée au niveau du tube digestif
dans les cellules entérochromaffines par un pharmacologue italien, Vittorio Espamer, en
1937 (1). Peu apres, une équipe de chercheurs américains identifiait une substance
vasoactive dans le sérum qu’elle nomma « sérotonine ». En réalité, il s’agissait de la méme
molécule qui fut retrouvée au niveau du SNC par la suite.

Comme le suggere la découverte de la molécule, la 5-HT est principalement
retrouvée en périphérie, en particulier au niveau gastro-intestinal (lieu principal de synthese)
et plaquettaire en moindre quantité (lieu de stockage uniquement). La 5-HT intervient, de ce
fait, dans de multiples fonctions physiologiques (contractilité cardiaque, tonus vasculaire,
hémostase, contraction des muscles lisses, péristaltisme intestinal...) (2).

Retrouvée dans une moindre mesure au niveau central, la 5-HT régule aussi d’autres
fonctions majeures comme le sommeil, I’humeur, le comportement ou la thermorégulation.
Ainsi, le systeme sérotoninergique est impliqué dans de nombreuses pathologies
neurologiques et psychiatriques comme la dépression, la migraine et la schizophrénie (3,4).
Or, la 5-HT ne franchit pas la BHE. Aussi la 5-HT, retrouvée comme neurotransmetteur au
niveau du SNC, est synthétisée par les noyaux du raphé a partir d’un acide aminé essentiel,
le L-tryptophane, par I’intermédiaire de différentes enzymes comme la tryptophane
hydroxylase (TPH) ou la décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC). La 5-HT
est alors stockée dans des vésicules synaptiques grace au transporteur vésiculaire VMAT
(Vesicular Monoamine Transporter) avant d’étre relarguée par exocytose dans la fente
synaptique. Par un phénomene de recapture, le transporteur membranaire de la sérotonine
SERT est capable de controler la concentration de 5-HT extra-cellulaire disponible. Apres
une cascade enzymatique, impliquant notamment la MAO-A (Monoamine oxydase A), la 5-

HT est catabolisée en métabolites inactifs (figure 1) (5).
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Figure 1 : Représentation schématique de la synthése de sérotonine au niveau central dans un
neurone des noyaux du raphé (5).

Le tryptophane (Trp), précurseur de la synthése de sérotonine (5-HT) apporté par I'alimentation, est
transformé en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) a partir de la tryptophane hydroxylase (TPH2 = expression
cérébrale) (étape 1). La décarboxylase des acides aminés aromatiques (DAAA) transforme quant a elle le
5-HTP en 5-HT (étape 2). La 5-HT est ensuite stockée dans des vésicules a I'aide d’un transporteur
vésiculaire, le vesicular monoamine transporter de type 2 (VMAT) (étape 3). La libération de 5-HT dépend
de I'entrée de calcium (étape 4). La 5-HT agit ensuite sur I’'un des différents sous-types de récepteurs
sérotoninergiques (étape 5). La majorité de la 5-HT libérée est ensuite recaptée grdce au transporteur
sérotoninergique (SERT) (étape 6). La sérotonine recaptée réintegre des vésicules (étape 7) ou, par le biais
de la monoamine-oxydase de type A (MAO-A), est dégradée en acide 5-hydroxy-indole acétique (5-HIAA,
métabolite urinaire) (étape 8).

Les neurones sérotoninergiques sont présents au niveau des noyaux du raphé,
ensemble de structures du tronc cérébral (bulbe rachidien, pont et mésencéphale). Les
noyaux sont distingués anatomiquement en 9 groupes de corps cellulaires allant de B1 a B9
dans un sens caudo-rostral (6). A noter que d’autres dénominations, plus fonctionnelles, sont
actuellement employées.

Au niveau rostral, sont principalement retrouvés le raphé médian (MR) et le raphé dorsal
(DRN). C’est ce dernier qui comporte le nombre le plus important de neurones
sérotoninergiques (environ 15 000 chez le rat et 165 000 chez I’Homme (7)), bien que le
nombre total de ces neurones au niveau cérébral soit trés faible par rapport aux neurones
exprimant d’autres neurotransmetteurs (environ 1 sur un million chez ’Homme) (8). Le
systeme rostral projette de maniere ascendante vers les structures cérébrales supérieures en

innervant principalement le cortex, le systeme limbique, les ganglions de la base ou encore
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I’hypothalamus (9). Les noyaux situés dans la région caudale (raphé obscurus, raphé
magnus, raphé pallidus) assurent les projections descendantes vers le tronc cérébral et la

moelle épiniere (figure 2).
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Figure 2 : Représentation de la distribution des corps cellulaires et des principales projections
sérotoninergiques chez le rat (10).

Le cortex préfrontal, le septum, le striatum, I'hippocampe ventral, I'amygdale et le thalamus sont
principalement ciblés par les projections provenant du raphé dorsal (DR), tandis que le raphé médian
(MR) prédomine dans l'innervation de I'hippocampe dorsal et de I'hypothalamus.

(BNST = noyau du lit de la stria terminalis, CP = putamen caudé, SNc = substance noire pars compacta,
ctx = cortex, IPn = noyau interpédonculaire, LSt = voie spinothalamique de la stria terminalis, MPOA =
zone préoptique médiane, NAc = noyaus accumbens, VTA = aire tegmentale ventrale)

De maniere tres simplifiée, les différentes projections du systeme sérotoninergique
interviennent dans la régulation de différentes fonctions physiologiques en fonction de leur
localisation comme I’humeur (cortex cérébral), la motricité, les obsessions, les compulsions
(ganglions de la base), I’anxiété, les troubles paniques (systeme limbique), I’appétit et le
comportement alimentaire (hypothalamus) et 1’état de veille/sommeil (hypothalamus/tronc
cérébral).

Indépendamment des projections efférentes, 1'activité globale du systeme sérotoninergique
est régulée par l'innervation des corps cellulaires via des afférences de diverses populations
neuronales pouvant &tre dopaminergiques, noradrénergiques, cholinergiques ou
GABAergiques (11). Ces projections peuvent provenir de structures cérébrales variées

comme le cortex, I'hypothalamus ou encore le systeme limbique.
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2. Les récepteurs sérotoninergiques

Pour exercer son action au niveau central, la 5-HT se lie a des récepteurs

sérotoninergiques spécifiques regroupés en 7 classes (5-HT; a 5-HT7). Ces récepteurs

appartiennent a la superfamille des récepteurs métabotropiques couplés aux protéines G

(RCPG) sauf un, le récepteur 5-HT3 qui est un canal ionique. La classification actuelle

permet le regroupement des récepteurs selon des criteres pharmacologiques, structuraux et

transductionnels (tableau 1).

Tableau 1 : Les différents récepteurs sérotoninergiques : voies de transduction, localisation et

exemples d’implications (12).

Principale voie

Roles physiopathologiques

Famille  Sous-type . .. Distribution cérébrale . .
P de signalisation chez I'humain
5-HT G Répandu - surtout hippocampe, cortex, Emotions, comportement,
A Vo noyaux du raphé cognition, douleur
Répandu - surtout ganglions L
5-HT1s Gi/o P gang Comportement, addiction
de la base, cortex
Ganglions de la base, hippocampe,
5-HT1p Gi/o & PP P Douleur
5-HT: cortex
Cortex, hippocampe
5-htie Gi/o B » NIPP P, ?
caudé putamen, claustrum
Noyau du raphé dorsal, hippocampe, cortex, L
5-HT1¢ Gi/o y P . PP (o P Migraine (?)
noyaux caudés, tronc cérébral
Cortex, hippocampe, hypothalamus, Comportement, addiction,
5-HT2a Gg/11 . .
ganglions de la base sommeil
5-HT: 5-HT2s Go/11 Cervelet, septum, hypothalamus, amygdale Emotions, appétit, douleur
Plexus choroides, cortex, hippocampe, - .
5-HTac Go/11 . PP .p Appétit, cognition
amygdale, striatum, substance noire
Répandu - surtout area postrema, noyau du
5-HTs 5-HT3 Canal ionique tractus solitaire, complexe vagal dorsal, Douleur, cognition
structures limbiques
li I L, .
5-HT4 5-HTa Gs Ganglions de .a base, cortex, Mémoire, émotions
septum, hippocampe
Hippocampe, hypothalamus, bulbe olfactif,
5-htSa Gi/o . ?
cortex, thalamus, striatum, pont
>HTs Habenul du raphé
abenula, noyaux du raphé, , .
5-htsp ? . Y P Absent chez I'humain
hippocampe (rongeur)
Ré d tout striatum, dale, , . -
5-HTs 5-HTe Gs epandu ('sur out striatum, amygaate Meémoire, appetit
hippocampe, cortex)
Thalamus, hippocampe, cortex, amygdale, Emotions, rythmes circadiens,
5-HT;  5-HT G: ippocamp v Y

noyau suprachiasmatique

thermorégulation
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2.1. Les RCPG

La famille des RCPG représente la plus grande famille de récepteurs membranaires.

Ces récepteurs sont retrouvés dans tout I’organisme et sont stimulés par une variété
importante de ligands (hormones, photons...). Ils sont donc une cible thérapeutique de choix
(environ 30% des médicaments sur le marché) (13). Les RCPG sont des protéines a 7 hélices
transmembranaires avec notamment une extrémité N-terminale extra-cellulaire, une
extrémité C-terminale intra-cellulaire et un domaine de liaison du ligand spécifique. La
fixation du ligand ou d’un agent pharmacologique induit un changement conformationnel
du récepteur qui lui permet de transmettre un signal par I’intermédiaire d’une protéine G
régulatrice qui va, a son tour, moduler I’activité d’un effecteur (enzyme, canal ionique...)
contrdlant la concentration d’un second messager. Les protéines G sont composées de 3
sous-unités : a, B, et y. Au repos, la sous-unité a inactive est liée au GDP. Elle est alors
couplée aux sous-unités B et y. Lorsque le récepteur change de conformation, il s’ensuit une
liaison d’un GTP, a la place du GDP, et une dissociation de la sous-unité a de I’ensemble
By. La sous-unité a-GTP active peut alors interagir avec I’effecteur. A la fin de la
transduction du signal, la sous-unité a hydrolyse le GTP en GDP et retrouve son état initial.
Il existe diverses classes de sous-unités o selon leur interaction avec les effecteurs. Par
exemple, la famille des récepteurs sérotoninergiques 5-HT: et 5-HTs est couplée a une
protéine Gi (inhibant I’adénylate cyclase) ; les sous-types de récepteurs 5-HTs, 5-HTs et 5-
HT?7 sont couplés a une protéine Gs (stimulant I’adénylate cyclase) tandis que les récepteurs

5-HT> sont couplés a Gg/11 (stimulant la phospholipase C ou PLC) (12,14).

De par leur implication dans ce travail, seuls les récepteurs 5-HT1a seront développés

dans la suite de cette theése.
2.2 Le récepteur 5-HT1a

Le récepteur 5-HT1a est un des récepteurs sérotoninergiques les plus abondants au
niveau cérébral et le plus largement étudié et caractérisé. En effet, son gene, situé sur le
chromosome 5 chez ’Homme, fut le premier de la famille des récepteurs sérotoninergiques
a étre cloné et séquencé. Le récepteur 5-HT1a humain présente 89% d’homologie avec celui
du rat (15). Sa distribution, majoritaire au niveau du SNC, a pu d’abord étre étudiée par
Iutilisation d’un ligand radioactif, le [*H]-8-OH-DPAT, qui est un agoniste des récepteurs

5-HTia marqué au tritium. Ainsi, les récepteurs 5-HTa sont fortement exprimés dans les
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aires corticales, I'hippocampe, le septum, I'amygdale et les noyaux du raphé tandis que leur
densité est faible voire nulle dans les ganglions de la base et le cervelet (16,17). Il est
intéressant de constater, qu’en plus d’étre présents sur les neurones postsynaptiques comme
tous les récepteurs sérotoninergiques (qualifiés d’hétérorécepteurs car localisés sur des
neurones qui ne produisent pas la 5-HT), les récepteurs 5-HT1a sont aussi localisés sur la
membrane des neurones sérotoninergiques présynaptiques (comme les sous-types 5-HT1g/p).
Ces autorécepteurs, localisés au niveau somato-dendritique ou terminal et surtout retrouvés
au niveau des noyaux du raphé, régulent le taux de 5-HT dans la fente synaptique en exercant
une boucle rétrocontrdle qui a pour conséquence d’inhiber 1’activité €électrique neuronale
pour diminuer la synthese et la libération de 5-HT. Les récepteurs 5-HTa présynaptiques
présentent des caractéristiques de réponses fonctionnelles différentes de celles des récepteurs
5-HTa postsynaptiques (18). Comme vu précédemment, les récepteurs 5-HT1a sont couplés
aux protéines Gi/o, ce qui leur confere un caractere inhibiteur (19). Mais il semble que seuls
les récepteurs postsynaptiques, via la mobilisation de ces mé€mes protéines, induisent une
inhibition de I’adénylate cyclase, principal effecteur associé a ces récepteurs, et donc une
diminution de la synthése d'AMPc (20). Ces variations peuvent s’expliquer par un couplage
a différentes isoformes de la sous-unité o de la protéine G selon les régions cérébrales,
activant plus ou moins certaines cascades moléculaires. Par exemple, I’activation des
autorécepteurs 5-HT1a du raphé peut déclencher des voies de signalisations préférentielles
(ex : Gi3) par leur couplage a des protéines G différentes aux hétérorécepteurs (ex : Gai2 ou
Goo). Une inhibition ou, a I’inverse, une activation de la voie ERK1/2 peuvent ainsi étre
retrouvées (21).

La stimulation des récepteurs 5-HTia est, en effet, responsable de I’activation
complexe de multiples cascades moléculaires, qui incluent notamment la régulation de la
PLC et des voies PI3K-Akt et MAPK/ERK, ainsi que 1’activation des canaux potassiques
GIRK, provoquant une hyperpolarisation du potentiel de repos et une inhibition neuronale

(figure 3) (22).
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Figure 3 : L'activation du récepteur 5-HT1a déclenche une série de réponses
cellulaires complexes. (22)

Lors de la liaison de la 5-HT, le récepteur 5-HT1a déclenche la transduction de la protéine G, principalement
via les protéines Gi. La sous-unité Gai se couple a une inhibition de I'adénylyl cyclase | (AC I) pour réduire
l'activité de I'AMPc et de la protéine kinase A (PKA).

Elle engendre aussi la libération des sous-unités fy et éléve les taux d'AMPc par l'intermédiaire de I’AC . Ce
processus active aussi I'inositol phosphatidyl-3 kinase (PI3K) menant a la phosphorylation d'Akt. Cette cascade
finit par induire la phosphorylation de CREB, un facteur de transcription essentiel a la prolifération cellulaire.
Les protéines G jouent également un réle dans I'activation des canaux ioniques potassiques GIRK et I'inhibition
des canaux calciques voltage-dépendant. La stimulation du récepteur 5-HT1a accroit le niveau de Ca?* et de la
protéine kinase C (PKC), menant & la phosphorylation de ERK1/2. Cette phosphorylation peut aussi découler
de la voie de la Phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC) ou de la voie des MAP kinases,
Ras/Raf/MEK. Le 5-HT1aR phosphorylé par la GRK (kinase des RCPGs) a un couplage accru pour la 8-arrestine,
provoquant une internalisation et un processus de désensibilisation des récepteurs de maniére rapide
(quelques minutes). Le récepteur internalisé peut interagir et initier d’autres voies comme Ras/ERK1/2. La
protéine ERK1/2 phosphorylée active in fine le facteur de transcription CREB. En somme, l'activation du
récepteur 5-HTi1a déclenche diverses voies de signalisation qui régulent des processus cellulaires essentiels.

3. Concept de sélectivité fonctionnelle et notion d’agonisme
biaise

Habituellement, en pharmacologie des RCPG, la notion d’agonisme est définie
comme I’aptitude d’un ligand a activer simultanément I’ensemble des voies de signalisation
spécifiques de son récepteur (23). La capacité de ce ligand a interagir avec ce récepteur est
liée a son affinité et a son efficacité intrinseque (qui détermine le caractere entier ou partiel
d’un agoniste). Par conséquent, la nature des effets est la méme car il s’agit du méme
récepteur ; ce sont la puissance et I’efficacité qui différent selon le ligand. Cette théorie

repose essentiellement sur le fait que le récepteur existe seulement sous deux états
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conformationnels : « actif » et « inactif ». Ainsi, lors de la fixation d’un agoniste sur son
récepteur, il existe un déplacement de I’équilibre vers la forme active de ce méme récepteur.
Cependant, ce modele est remis en cause par un nouveau concept de sélectivité
fonctionnelle, découvert il y a quelques années (24,25). Les RCPG n’existeraient pas sous
deux états mais sous une multitude d’états conformationnels. Ainsi, certains ligands, aussi
appelés « agonistes biaisés », seraient alors capables de stabiliser une conformation
spécifique du récepteur qui n’activerait que certaines voies de signalisation associées a ce
méme récepteur (26,27).

L’efficacité¢ d’un ligand ne dépendrait plus d’un couple ligand-récepteur mais de

I’association de trois entités : ligand-récepteur-effecteur (figure 4).
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Figure 4 : Concept d'agonisme biaisé (aussi nommé "sélectivité fonctionnelle") (27)

P

Le concept d’agonisme biaisé repose sur le postulat que deux agonistes (Agol ou Ago2) peuvent agir sur le
méme récepteur mais sont capables d’activer préférentiellement, en stabilisant une conformation spécifique
du récepteur, une voie de transduction du signal caractérisée par un sous-type particulier de protéine G et un
effecteur associé (G1/E1 ou G2/E2). Cette théorie contredit le concept d’«activité intrinseque» qui mentionne
que les agonistes activent simultanément toutes les voies de signalisation associées aux récepteurs qu’ils
occupent.

Cette découverte ouvre un champ de recherches considérable en offrant la possibilité
d’affiner les effets des médicaments ciblant les RCPG en créant des molécules spécifiques
d’une voie de signalisation. Il serait donc envisageable d’améliorer I’efficacité des
médicaments tout en limitant les effets indésirables (27-30). De plus, 1'utilisation des

agonistes biaisés en imagerie permet d’explorer uniquement les récepteurs fonctionnels
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associés a une voie de signalisation (31). Cette approche représente un outil supplémentaire

a I’étude de la physiopathologie des maladies.

Par ailleurs, les récepteurs 5-HTa sont des cibles thérapeutiques intéressantes du fait
de leur implication dans diverses fonctions et pathologies neuropsychiatriques (22,32)
comme ’anxiété (33), la dépression (9), la douleur (34), la schizophrénie ou encore la
maladie de Parkinson (MP) (35). De plus, les récepteurs 5-HT1a sont exprimés dans de
nombreuses régions cérébrales ol ils peuvent assurer des fonctions variables, voire
opposées. En effet, il a été démontré que les cascades de signalisation associées aux
récepteurs 5-HT1a pouvaient diverger selon leur localisation cérébrale et leur caractere pré-
ou postsynaptique. Par exemple, une étude menée par Mannoury et al. (36), a montré que
les récepteurs 5-HTa situés au niveau du raphé étaient couplés préférentiellement avec le
sous-type de protéine G, Gai3, alors que dans I’hippocampe, il s’agissait plutot du sous-type
Gao. Un méme récepteur peut donc €tre couplé a des sous-familles de protéines G différentes
ou libérer divers seconds messagers, notamment en fonction de sa localisation tissulaire (37).

Compte tenu de la diversité fonctionnelle et de la vaste distribution des récepteurs 5-
HTia, le développement d’agonistes biaisés des récepteurs 5-HTia permettrait de cibler
spécifiquement certaines régions cérébrales ainsi que les sous-populations de récepteurs 5-
HTa pré- ou postsynaptiques (27). Diriger de cette facon, la signalisation vers une réponse
souhaitée de la protéine G ou du second messager permettrait de ne pas affecter ou méme
bloquer une autre réponse. Le potentiel thérapeutique des agonistes biaisés est schématisé

dans la figure ci-dessous (figure 5).
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Figure 5 : Concept d'agonisme biaisé illustré par une molécule ayant une action préférentielle sur
les récepteurs 5-HT1a postsynaptiques corticaux (27).

Lors de ce travail, I’exploration de ce concept pharmacologique innovant d’agonisme
biaisé a été réalisée en étudiant plus spécifiquement I’implication des 5-HT1aR en psycho-
et neuropharmacologie a travers deux exemples : les dyskinésies induites par L-DOPA (DIL)
dans la maladie de Parkinson ainsi que la dépression résistante aux traitements (DRT). Ainsi,
une approche translationnelle a été adoptée par le recours a des techniques d’imagerie in

vivo et des modeles animaux.
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ll. Les modeles animaux pour explorer le concept
de sélectivité fonctionnelle

La compréhension des mécanismes physiopathologiques et I’évaluation de nouvelles
stratégies thérapeutiques requicrent des modeles expérimentaux. Ainsi, de nombreux
modeles animaux, notamment de rongeurs, sont décrits dans la littérature. Historiquement,

3 critéres sont utilisés afin d’évaluer la validité d’un modéle (38,39) :

La validité prédictive (predictive validity) : ce critére fait référence a la réponse au
traitement et donc a la capacité du modele a cribler les molécules ayant un potentiel intérét
thérapeutique. Ainsi, si la population clinique répond de maniere efficace a un traitement, le
modele devra réagir de la méme facon et différencier les effets aigus ou chroniques et
inversement pour 1’inefficacité d’'une molécule.

La validité apparente (face validity) : elle correspond aux similitudes
symptomatologiques, morphologiques ou phénoménologiques. Il s’agit de la capacité a
reproduire les comportements et symptomes de la maladie.

La validité étiologique (construct validity) : cette validité repose sur le fait que
I’apparition de la pathologie chez le modele soit induite par les mémes facteurs et
déclenchements que chez les patients (environnementaux, génétiques...). C’est donc la
capacité a reproduire la physiopathologie et les mécanismes dysfonctionnels de la pathologie

liée a son étiologie.

Cette approche a conduit a d'importantes avancées dans la compréhension de diverses
pathologies, notamment dans le domaine des affections dégénératives (31,40,41). Les
modeles animaux peuvent présenter une grande diversité, allant de modeles dits "toxiques"
impliquant 1'administration de molécules pharmacologiques, aux modeles génétiquement
modifiés. Le choix du modele doit ainsi se porter sur le plus adapté aux recherches effectuées

en tenant compte des avantages et des limitations propres a chacun.

34



I1l.  Limagerie comme outil d’exploration
pharmacologique

1. La Tomographie par Emission de Positons (TEP)

1.1 l'imagerie par Tomographie par Emission de Positons :

La TEP (ou Tomographie par Emission de Positons) est une technique d’imagerie
non invasive, tres sensible, spécifique et hautement résolutive, qui permet d’obtenir ’'image
fonctionnelle d’un processus physiologique, pathologique ou encore de I’effet d’un
traitement. La TEP repose sur la visualisation de la distribution in vivo d’un radiotraceur.
Celui-ci est composé¢ d’une molécule vectrice qui témoigne d’un processus biologique
(métabolisme, densité de récepteurs, ...) et d’un isotope radioactif (radionucléide) émetteur
de positons (+) détectable. Le radionucléide, instable, posseéde un exces de protons. En se
désintégrant, il va ainsi émettre un positon (et un neutrino) qui va s’annihiler avec un électron

du milieu (figure 6).

A A 0+ 0
ZX% z_,Y+ (e’ + Vv

Figure 6 : Equation de désintégration de type 8+

L’annihilation du positon conduit a la production de 2 photons gamma de 511 keV
émis a 180° I'un de I’autre. Les images sont obtenues a ’aide de détecteurs (anneau de
cristaux scintillateurs) disposés en couronne qui décelent les photons arrivant en
coincidence. Les coincidences sont alors converties en images tomographiques par des
techniques de reconstruction. Ainsi, la quantit¢ de rayonnements émis est
proportionnellement corrélée aux différentes concentrations du radiotraceur dans
I’organisme et refléte la présence de la fonction ciblée et son amplitude (mesure semi-
quantitative et dynamique). Les principaux radioisotopes utilisés en imagerie TEP sont le
¢, Ie 8F et le ®3Ga. Leur période radioactive (ou demi-vie), qui représente le temps au bout
duquel la moitié des noyaux du radionucléide se seront désintégrés, est souvent courte (de
I’ordre de quelques secondes a quelques heures). Leur emploi peut donc nécessiter une

production sur le lieu d’utilisation a I’aide d’un accélérateur de particules (cyclotron) ou sur
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un site 2 distance, si la demi-vie le permet. Le ®Ga est quant a lui obtenu a partir d’un
générateur de ¥Ge/%*Ga.

La TEP peut étre couplée a une technique d’imagerie anatomique comme le scanner
(tomodensitometre a rayons X ou CT pour Computed Tomography) pour une meilleure
précision des localisations. L’ imagerie moléculaire TEP peut tout aussi bien étre utilisée en
routine clinique chez I’ Homme qu’en recherche préclinique (figure 7). Par conséquent, elle
est devenue un outil incontournable en recherche translationnelle (42), en particulier dans le

développement de nouvelles thérapies et la compréhension de leurs mécanismes d’action.

4
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Figure 7 : Représentation schématique de I’acquisition d’images chez I’animal en micro-TEP (de la
production du radiopharmaceutique a I'image) (42)

1.2 TEP et métabolisme neuronal

Le radiotraceur TEP le plus utilisé en médecine nucléaire est le ['*F]fluoro-2-deoxy-
2-D-glucose ou ['8F]FDG. Ce produit apporte des informations fonctionnelles qualitatives
et quantitatives de I’activité métabolique glucidique.

Le ['"*F]FDG est synthétisé en substituant le groupement hydroxyl (-OH) du carbone
2 d’une molécule de glucose par un '®F. Par son analogie avec le glucose, ce médicament
radiopharmaceutique (MRP) pénetre dans les cellules via les transporteurs du glucose,
GLUTs. Il est alors phosphorylé par 'hexokinase en ['®F]fluorodésoxyglucose-6-phosphate
(['8F]FDG-6P), forme sous laquelle il ne peut plus subir les autres étapes de la glycolyse et
quitter la cellule. Le ['®F]JFDG-6P, qui se retrouve piégé, s’accumule prioritairement dans

les cellules présentant une activité glycolytique élevée (figure 8). Du fait de leur
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consommation glucidique anormalement élevée, les cellules tumorales sont facilement
repérables par cette technique qui est donc largement pratiquée en routine clinique
oncologique. Mais d’autres cellules ont recours au glucose de facon importante. En effet, en
situation physiologique, le glucose est la seule source d’énergie des neurones. En I’absence
de réserve en glycogene, la consommation de glucose peut donc étre considérée comme le
témoin de 1’activité métabolique neuronale et refléte I’activité synaptique, celle-ci pouvant
étre modifiée par la présence d’une pathologie, I’administration d’un traitement, 1’activité
cognitive ou physique. Les changements du métabolisme glucidique peuvent étre ainsi

corrélés avec les modifications fonctionnelles des neurotransmetteurs (42,43).

Cellule

Emission
de 2y de
0.511
MeV

18F-FDG =——> 18F-FDG-6P
GLUT-1 Hexokinase

18F-FDG (

Glucose ——

> Glucose =——2 Glucose-6P
GLUT-2

évcle du
Glucose

Figure 8 : Principe de I'imagerie métabolique TEP au [*8F]FDG (44).
2. L'imagerie par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf)

L’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM) est une technique d’imagerie non
invasive, non irradiante, de haute résolution spatiale et temporelle qui est basée sur le
phénomene de résonance magnétique nucléaire. Les données obtenues peuvent reposer sur
la morphologie (IRM anatomique), la mesure du débit sanguin cérébral (IRM de perfusion)
ou encore |’estimation de 1’activité cérébrale (IRM fonctionnelle).

Cette derniere approche, apparue récemment, est complémentaire a la TEP : ces deux
techniques permettent d’évaluer 1’activit¢ cérébrale, ['une par un phénomene
hémodynamique, 1’autre par 1’étude du métabolisme.

En effet, lors de I’activation neuronale, se produit une premiere réponse métabolique

qui augmente localement la consommation en glucose (CMRglu = cerebral glucose
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metabolic rate) et en oxygene (CMRO?2 = cerebral oxygen metabolic rate). Dans un second
temps, il existe une réponse hémodynamique (nommée couplage neurovasculaire) se
traduisant par une vasodilatation locale des différents vaisseaux sanguins (45). Différents
parametres sont alors impactés et mesurables comme le débit sanguin cérébral (DSC), le
volume sanguin cérébral (VSC) ou encore « I’effet BOLD » (pour « blood oxygen level
dependent ») qui est le signal étudié en IRMf. Celui-ci est basé sur la variation du rapport
entre la concentration locale en désoxy-hémoglobine (dHb), qui agit comme agent de
contraste endogene, et la concentration en oxyhémoglobine (HbO2) au niveau sanguin. En
effet, la dHb, par ses propriétés paramagnétiques, modifie le champ magnétique exercée par

I’appareil, contrairement a la HbO2 qui est diamagnétique (figures 9 et 10) (46,47).

Figure 9 : Bases physiologiques du signal BOLD (48)

L’augmentation du débit sanguin cérébral est plus important que les besoins cellulaires, ce qui majore donc le
volume sanguin cérébral. La fraction d’extraction d’oxygéne est par contre réduite (balance entre la
consommation et les besoins en oxygéne). Tout cela aboutit a une diminution de la teneur en
déoxyhémoglobine (deoxyHb).

CMRO02 = consommation cérébrale en oxygéne, CBF = débit sanguin cérébral, OEF = fraction d’extraction
d’oxygéne, CBV = volume sanguin cérébral
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Figure 10 : Schéma illustrant le couplage neurovasculaire sur lequel repose le principe de I'IRMjf-
BOLD (47).

A la suite d’un stimulus se produit une augmentation de I'activité neuronale. Celle-ci est liée & une réponse
hémodynamique qui se traduit par une augmentation relative en oxyhémoglobine par rapport a la
désoxyhémoglobine.

L’IRMT est une technique de choix pour appréhender le fonctionnement cérébral en
conditions physiologiques et pathologiques (49,50). De plus, son utilisation peut s’étendre a
I’é¢tude de I’effet de différents traitements pharmacologiques. Cependant, les résultats
obtenus sont parfois difficilement interprétables. En effet, la mesure de I’activité synaptique
par le signal BOLD reste trés indirecte. De plus, il est possible de citer d’autres limites
comme I’existence d’un délai entre [D’activation neuronale et les changements
hémodynamiques (51), ou encore la sensibilité des variations mesurées aux facteurs

extérieurs (anesthésie, stress, mouvements...).
Connectivité fonctionnelle cérébrale :

Il est possible d’étudier les interactions fonctionnelles entre des aires cérébrales
éloignées par la connectivité fonctionnelle (CF). Cette méthode consiste a analyser
statistiquement la synchronisation (corrélation temporelle) des variations du signal BOLD

dans des régions cérébrales distantes (47).
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IV. Etude de deux pathologies pour explorer le
concept de sélectivité fonctionnelle appliquée aux
5-HT1aR

Partie 1 : Les dyskinésies induites par la L-DOPA dans la
maladie de Parkinson

1. La maladie de Parkinson (MP)

1.1 Epidémiologie, étiologie et physiopathologie de la maladie de Parkinson

La MP est la seconde pathologie neurodégénérative la plus fréquente apres la maladie
d’Alzheimer (MA) (52). Rare avant 50 ans, sa fréquence augmente ensuite avec 1’avancée
en age qui est son principal facteur de risque. Elle affecte environ 1% des personnes agées
de plus de 60 ans dans le monde (52) et concerne environ 175 000 sujets en France (données
2020 (53). Cela correspond a une prévalence de 2,63 patients pour 1000 personnes (figure
11).
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Figure 11 : Epidémiologie de la maladie de Parkinson en France et dans le monde

A - Prévalence (a) et incidence (b) de la maladie de Parkinson en France en 2020, par dge et par sexe (53).
B - Prévalence (a) et incidence (b) de la maladie de Parkinson dans le monde, par dge et par sexe (données
issues de différentes méta-analyses) (54).

A noter qu’il existe une prédominance masculine dans la prévalence et dans
I’incidence de la MP (la maladie est 1,5 fois plus fréquente chez I’homme). Ces chiffres sont
en constante augmentation notamment avec le vieillissement de la population et
I’accroissement de I’espérance de vie. Selon les estimations, le nombre de patients
parkinsoniens devrait doubler entre 2005 et 2030 (55). Une personne de plus de 45 ans sur
120 serait alors atteinte de la maladie. Cette pathologie est donc un probléme majeur de santé
publique, d’autant plus que la MP représente un facteur de risque de dépendance (seconde

cause de handicap moteur neurologique chez le sujet 4gé) avec un impact socio-économique
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majeur (colit estimé entre 5000 et 10 000 euros par patient et par an) (56). En I’état actuel
des connaissances, cette pathologie est encore incurable et aucun traitement ne permet de la
prévenir.

La MP est caractérisée par l'agrégation d’une protéine appelée a-synucléine, au
niveau du systeme nerveux central (SNC). Cette protéine s’accumule sous une conformation
aberrante insoluble au niveau cytoplasmique des neurones et représente le composant
principal des corps de Lewy (figure 12), caractéristiques de la MP. Toutefois, la présence
agrégats d'a-synucléine est non pathognomonique car ils sont retrouvés dans d’autres
pathologies neurodégénératives (comme la démence a corps de Lewy ou D’atrophie

multisystématisée) regroupées sous le nom de synucléinopathies (57).

Figure 12 : Vue microscopique d'un neurone contenant un corps de Lewy au niveau de la substance
noire, chez un patient parkinsonien (54).

L’illustration montre la présence d’un corps de Lewy représenté par une inclusion intracytoplasmique
sphérique (fleche)

L’¢étiologie de la MP reste encore inconnue. Pour autant, une hypothese
multifactorielle, combinant facteurs génétiques (en particulier chez le sujet jeune) et
environnementaux, est privilégiée. En effet, la MP ne semble pas €tre une maladie
héréditaire. Seules 10 % des formes sont génétiques et concernent la mutation de certains
genes spécifiques comme LRRK-2 (Leucin-rich repeat kinase 2) ou encore le gene codant
pour ’a-synucléine (58). Par ailleurs, certains variants génétiques ont été identifiés comme
facteurs de risque de la pathologie sans pour autant avoir un effet suffisamment prédictif
pour étre la seule cause de développement de la MP. Concernant les facteurs
environnementaux, il est établi que 1’exposition a certains composés toxiques, comme
I’usage de produits phytosanitaires organochlorés, augmente le risque de développer une MP

(59). Ainsi, la maladie de Parkinson provoquée par les pesticides est reconnue depuis 2012
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comme maladie professionnelle en France. Bien que la MP soit idiopathique dans la grande
majorité des cas, différentes pistes, qui comptent également les hypotheses inflammatoire,
métabolique ou auto-immune, sont a 1’étude aujourd’hui et I’interaction entre les facteurs
environnementaux et génétiques représente un large champ d’investigation.

Ainsi, ces interférences conduisent, par exemple, a des phénomenes de stress
oxydatif, de dysfonctionnements de la chaine respiratoire mitochondriale ou encore de
neuro-inflammation menant a la dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques
d’une partie du tronc cérébral appelée substance noire ou locus niger pars compacta (SNpc)
(60) (figure 13). La substance noire appartient a un ensemble de structures nerveuses sous-
corticales interconnectées appelées « ganglions de la base » ou parfois encore nommées
«noyaux gris centraux », qui forment des réseaux impliqués dans la motricité, en particulier

les mouvements volontaires automatisés.

Substantia
nigra

Figure 13 : Coupe transversale de mésencéphale montrant la perte de pigmentation de la
substance noire chez un patient atteint de maladie de Parkinson (en bas) par rapport a un patient
sain (en haut) (61).

Les ganglions de la base

Les ganglions de la base sont constitués du striatum (putamen et noyau caudé), du
pallidum (divisé en globus pallidus interne, GPi, et externe, GPe), du noyau sous-thalamique
(NST) et enfin du locus niger (figure 14). Ce dernier comprend deux régions : la pars
reticulata (SNr), essentiellement composée de neurones GABAergiques et la pars compacta
(SNpc), riche en neurones dopaminergiques qui afférent au niveau du striatum et forment la

voie nigro-striée, touchée dans la MP.
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Figure 14 : Schéma des ganglions de la base et des structures associées (61)

Ainsi, les troubles moteurs de la MP, en particulier le syndrome akinéto-rigide, sont
expliqués par la destruction préférentielle des neurones dopaminergiques de la SNpc
aboutissant a un défaut de libération de dopamine (DA) au niveau du striatum mis en jeu
dans le controle de la motricité (54).

L’activité motrice, sous controle des ganglions de la base, peut étre schématisée par
2 circuits : la voie dite « directe » et la voie dite « indirecte » (62). Ces voies sont intégrées
au sein d’une boucle cortico-striato-thalamo-corticale : le cortex, comportant les aires
motrices, interagit avec les ganglions de la base par des neurones excitateurs
glutamatergiques qui eux-mémes envoient de nouveau des informations au niveau cortical
par I’intermédiaire du thalamus. Les voies « directe » et « indirecte » prennent naissance
dans le striatum composé en grande majorité de neurones dits « épineux » : inhibiteurs
GABAergiques qui projettent vers les autres structures. En quantité bien moindre, le striatum
possede des interneurones cholinergiques.

En conditions physiologiques (figure 15A), les neurones du striatum liberent de
l'acétylcholine (ACh), provoquant une contraction musculaire et activant les récepteurs
GABA qui inhibent les neurones dopaminergiques de la substance noire. Les neurones
dopaminergiques fournissent une rétroaction négative en libérant de la dopamine (DA) pour
moduler les niveaux d'ACh.

L’équilibre de ces deux voies est médié par la DA et donc par le locus niger. Les
récepteurs D activent la voie directe (via Gas ou Goolf), tandis que les récepteurs D>

inhibent la voie indirecte (Gi).
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Il existe également une voie excitatrice dite « hyperdirecte » qui relie le cortex au

NST et qui aboutit a une stimulation de la SNr.

Au cours de la MP, la Iésion du locus niger meéne a une perturbation générale du
fonctionnement des ganglions de la base aboutissant a une suractivation du GPi, une forte
inhibition du cortex moteur, et une rareté des mouvements (figure 15B) (63).

De plus, la diminution de la DA dans le striatum entraine une surstimulation des

muscles en raison de l'exces d'ACh, aggravant les symptomes moteurs. (64).
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Figure 15 : Schématisation du circuit moteur des ganglions de la base en conditions physiologiques
(A) et dans la maladie de Parkinson (B) (63)

GPe = Globus Pallidus externe, GPi = Globus Pallidus interne, Sth = Noyau sous-thalamique, SNr =
substance noire reticulée, SNc = substance noire compacta, D1/D2 = récepteurs dompaminergique D; et D:.
Fléeches rouges = voies glutamatergiques (stimulation), Fléches noires = voies GABAergiques (inhibition),

Fléches bleues = voies dopaminergiques

Figure 15A : conditions physiologiques :
La voie directe (striato-nigrale) : L'activation corticale stimule les neurones GABAergiques du striatum,

qui inhibent le GPi et la SNr. Cela favorise I'activité motrice via I'absence d’inhibition du thalamus.

La voie indirecte (striato-pallidale) : Le cortex stimule également les neurones GABAergiques du
striatum, mais cette fois-ci ils inhibent le GPe, ce qui désinhibe le noyau sous-thalamique (NST = Sth). Le NST
stimule le GPi, renfor¢ant ainsil'inhibition du thalamus et réduisant le tonus thalamo-cortical (voie inhibitrice).

Figure 15B : maladie de Parkinson :

Dans la MP, la perte de neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée entraine un dysfonctionnement
des voies directe et indirecte. Cela se traduit par une diminution de l'excitation de la voie directe, une
augmentation de I'excitation de la voie indirecte et un déséquilibre global des voies, contribuant ainsi aux

symptémes moteurs caractéristiques de la pathologie, telle que la bradykinésie.
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Il est a remarquer que des structures externes aux ganglions de la base sont également
impliquées dans le controle de la motricité et potentiellement dans la MP. Le cervelet est,
par exemple, interconnecté avec les ganglions de la base via le thalamus et le noyau

pédoculopontin (65).

La dopamine

Malgré la perte neuronale massive, les patients ne sont diagnostiqués que
tardivement, tant les systémes de compensation mis en place par le cerveau sont importants.
I1 est considéré que les premiers symptdmes moteurs apparaissent lorsque la perte neuronale
au niveau de la SNpc atteint 50% et que le taux de DA au sein du striatum dorsal est réduit
de 75% (66). La DA est un neurotransmetteur qui fait partie de la famille des amines
biogenes comprenant également la noradrénaline (NA) et la 5-HT. La synthese de DA est
issue de la transformation de 1’acide aminé, L-tyrosine, en 3,4-dihydroxyphénylalanine (L-
DOPA) par la tyrosine hydroxylase (TH). La L-DOPA subit ensuite une décarboxylation par
la L-DOPA décarboxylase ou décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC) pour

former la DA (figure 16).

TYROSINE

DOPAMINE

OH O CH,-CH,-NH,
/s

OH

Figure 16 : Synthese de la dopamine (63).

L’action de la L-DOPA passe donc par sa métabolisation en DA au niveau des
terminaisons axonales dopaminergiques. Il est a préciser que le processus neurodégénératif
dépasse la voie nigro-striée, expliquant ainsi la survenue d'autres signes moteurs (les signes
axiaux, par exemple) et non moteurs (les troubles cognitifs, par exemple), résistants au

traitement dopaminergique (67).
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1.2 Présentation clinique et diagnostic
1.2.1 Symptémes

En pratique, le diagnostic de la MP repose principalement sur des criteres cliniques
a la suite d’un examen neurologique approfondi (68). La MP est la principale cause de
syndrome parkinsonien, qui se caractérise par trois signes essentiels, communément appelés

la « triade parkinsonienne » (figure 17) (69) :

L’akinésie/bradykinésie/hypokinésie :

L’akinésie est caractérisée par une difficulté a I’initiation des mouvements qui se font
plus rares. Elle peut s’accompagner d’une bradykinésie (lenteur dans I’exécution des
mouvements) et d’une hypokinésie (diminution de ’amplitude des mouvements).

Le tremblement de repos :

Le tremblement de repos disparait lors du mouvement volontaire ou pendant le
sommeil. Il est souvent le symptome inaugural de la MP. Bien qu’absent chez prés d’un
tiers des patients, il est quasiment pathognomonique du syndrome parkinsonien.

La rigidité musculaire :

La rigidité musculaire ou hypertonie extra-pyramidale (de type plastique, rigide) est

caractérisée par une raideur et une résistance involontaire des muscles.

TREMBLEMENT

Figure 17 : Triade des symptémes moteurs parkinsoniens (70)
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A cette triade typique s’ajoute une manifestation tardive de la maladie qui est 1’instabilité
posturale, ainsi que des manifestations « non-motrices » comme I’anxiété, la dépression ou
encore 1’apathie (67,71). Des troubles du sommeil, des dysfonctionnements autonomes
(troubles digestifs, a titre de constipation et troubles urinaires, hypotension orthostatique...)
ou encore olfactifs (hyposmie) peuvent également étre présents méme lors des stades
précoces de la maladie. Lorsqu’ils sont la manifestation initiale de la pathologie, ces signes

sont alors qualifiés de « pré-moteurs ».

1.2.2 Diagnostic

A T’heure actuelle, le gold-standard du diagnostic de la MP repose sur un examen
anatomo-pathologique post-mortem mettant en évidence les 1ésions du locus niger ainsi que
la présence de corps de Lewy (72,73). En effet, aucun marqueur biologique permettant de
poser un diagnostic de certitude de la MP n’existe du vivant du patient (74). Comme
expliqué, le diagnostic de la MP idiopathique repose donc sur un examen clinique. Il reste
tout de méme difficile a poser, en particulier dans la phase précoce de la maladie, du fait de
son évolution lente et progressive, de I’intermittence des signes cliniques, de leur intensité
variable ainsi que de leur apparition insidieuse. Il doit étre reconsidéré a tout moment et doit
également se baser sur d’autres critéres comme [’asymétrie des symptomes, I’absence de
signes atypiques, I’absence d’autres étiologies (élimination des diagnostics différentiels :
causes de syndromes parkinsoniens secondaires, autres causes de syndromes parkinsoniens
dégénératifs rares comme 1’atrophie multisystématisée ou la démence a corps de Lewy) et
la réponse au traitement par L-DOPA. Ainsi, des criteres de diagnostic cliniques de la
Société des troubles du mouvement (Movement Disorder Society, MDS) ont été créés pour

uniformiser le diagnostic de MP (75).

1.3 Prise en charge

Le principe de la prise en charge de la MP repose sur la restauration de la
transmission dopaminergique a travers diverses voies pharmacologiques (figure 18) (54). 11

n’existe actuellement pas de traitement curatif.
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Figure 18 : Cibles des médicaments dans la maladie de Parkinson (54).

Les cibles présynaptiques sont représentées par la substitution par la L-DOPA combinée avec des inhibiteurs
périphériques de la décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC) ou de la catéchol-O-méthyl-
transférase (COMT).

Les inhibiteurs de la monoamine oxydase de type B (MAO-B) améliorent la disponibilité synaptique de la
dopamine alors que les agonistes dopaminergiques agissent de maniere post-synaptique.

BHE : barriéere hémato-encéphalique, DAT : transporteur de la dopamine, 3-O-M-DOPA : 3-O-méthyl-DOPA;
DIR : récepteur de dopamine D1, DOPAC : acide 3,4-dioxy-phénylacétique, TH : tyrosine hydroxylase.

La premiere stratégie, recommandée comme traitement initial chez le sujet dit
« 4gé », réside en I’apport d’un précurseur exogene de la dopamine, la L-DOPA, qui a
I’avantage de franchir la barriére hémato-encéphalique (BHE) (76-79). Cette prodrogue sera
captée et métabolisée par ’AADC au niveau des neurones dopaminergiques cérébraux.
Néanmoins, ’AADC est également présente en périphérie. C’est pourquoi, il est adjoint a la
L-DOPA un inhibiteur de ’AADC qui ne franchit pas la BHE (bensérazide ou carbidopa),
afin que la L-DOPA soit transformée en DA uniquement dans le systeme nerveux central
(SNC) et non en périphérie. L’administration per os de ce traitement a été révolutionnaire
en terme de prise en charge des patients en 1967, 6 ans apres la découverte de son action
antiparkinsonienne (80).

Une deuxieme alternative est de mimer 1’action de la DA en administrant des
agonistes dopaminergiques. Enfin, la derniere option consiste a limiter la dégradation de la

DA en inhibant les enzymes impliquées dans son catabolisme.

Avec ’avancée de la maladie, les effets de la dopathérapie s’estompent et des effets
indésirables, en particulier moteurs, peuvent apparaitre (cf partie 1.2). Diverses stratégies
thérapeutiques (bithérapie, apomorphine, stimulation cérébrale profonde...) peuvent alors

étre envisagées (77,78). Ainsi, ’ensemble des traitements médicamenteux couramment
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utilisées dans la MP (89), agissant principalement sur les symptomes moteurs, ont été

répertoriées dans un tableau synthétique (tableau 2). A noter que le traitement peut aussi

consister a modérer les conséquences du déficit dopaminergique comme 1’hyperactivité

cholinergique ou glutamatergique.

Tableau 2 : Liste des médicaments couramment utilisés dans la prise en charge de la
maladie de Parkinson. D’apres les recommandations de la Haute Autorité de Santé (2016) (78,81).

Classe pharmaco-
thérapeutique

Molécules (Dénomination
Commune internationale)

Mécanisme d’action

Principaux effets indésirables

Commentaires

Antiparkinsoniens de référence

Précurseur dopaminergique
et

Inhibiteurs de décarboxylase

- Lévodopa

Précurseur direct de la
dopamine.

- Carbidopa
- Bensérazide

Inhibition de la dégradation
périphérique de la L-Dopa

Nausées/vomissements,
hypotension, délires, somnolence,
troubles du comportement.
Complications motrices et
fluctuation d’efficacité

Diversité de formes galéniques pour un
traitement optimal : libération
immédiate, libération prolongée,
pompe intra-jéjunale

Agonistes dopaminergiques
directs

Dérivés ergotés :

- Bromocriptine

Dérivés non ergotés :
- Piribédil

- Pramipexole

- Ropinirole

- Rotigotine

- Apomorphine

Stimulation des récepteurs
dopaminergiques post-
synaptiques (notamment D2)

Nausées /vomissements,
dépendance pathologique, troubles
du sommeil et de la vigilance. Liés a
I'affinité pour les autres récepteurs
des monoamines cérébrales (5-HT,
al/a2) : hypotension orthostatique,
phénomenes de Raynaud, fibrose et

valvulopathie

Lisuride, pergolide et cabergoline ne
sont plus indiqués ou retirés du marché
(risque de fibroses/valvulopathies)

Nausées /vomissements,
dépendance pathologique, troubles
du sommeil et de la vigilance

Rotigotine : voie transdermique,
apomorphine : voie sous-cutanée

Inhibiteurs de la COMT
(lcomT)

- Entacapone
- Tolcapone

Inhibition sélective et
réversible de la COMT
périphérique (enzyme du
métabolisme de la dopamine)

Syndrome diarrhéique, toxicité
musculaire, majoration des
dyskinésies
Tolcapone : risque d’insuffisance
hépatique aigue

Les ICOMT n’ont pas d'effet
symptomatique en monothérapie, ils
prolongent la durée d’action de la L-

Dopa. La Tolcapone est soumise a
utilisation restreinte du fait de sa
toxicité hépatique et musculaire

Inhibiteurs de la MAO-B
(IMAO-B)

- Rasagiline
- Sélégiline
- Safinamide

Inhibition sélective et
irréversible de la MAO-B :
diminution de la dégradation
centrale et périphérique de la
L-Dopa

Nausées, céphalées, confusion
(effets indésirables des agonistes
dopaminergiques), toxicité cardio-
vasculaire (angor, troubles su
rythme). Risque de syndrome
sérotoninergique (action sur MAO-A
a forte dose)

Utilisable en monothérapie (sauf
Safinamide)

Autres médicaments antiparkinsoniens

Anticholinergiques

- Bipéridene
- Trihexyphénidyle
- Tropatépine

Antagoniste des récepteurs
muscariniques

Effets atropiniques : rétention
urinaire, glaucome, syndrome
confusionnel

Faible balance bénéfice/risque. Utilisés
comme correcteurs du syndrome
parkinsonien induit par les
neuroleptiques

Autres dopaminergiques

- Amantadine

Mal connu. Antagoniste faible
des récepteurs NMDA

Vertiges, insomnies, nervosité,
anxiété, troubles de la vision

AMM dans les syndromes parkinsoniens
induits par les neuroleptiques. Faible
niveau de preuve. Utilisé aussi comme
antidyskinétique

COMT = cathécol-O-méthyl-transférase, MAO-B = mono-oxydase-B, D = récepteur dopaminergique, 5-HT = récepteur sérotoninergique (5-hydroxytryptamine), al/a2 =
récepteurs a-adrénergiques 1 et 2, NMDA = récepteur au glutamate (acide N-méthyl-D-aspartique)
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Stratégies innovantes et autres traitements

Comme évoqué, la stratégie thérapeutique actuelle de la MP repose sur un traitement
exclusivement symptomatique. Cependant, de nouvelles pistes thérapeutiques tres
intéressantes axées sur la neuro-protection, qui vise a ralentir la progression de la maladie,
ainsi que sur la neuro-restauration, qui permet de remplacer ou réparer les neurones altérés,
sont en cours de développement.

Parmi elles, il est possible de citer la thérapie cellulaire qui consiste a transplanter
des cellules souches feetales dans le striatum afin de restaurer le réseau de neurones
dopaminergiques (82). Cependant des problématiques majeures limitent son développement
en termes d’efficacité a long terme, d’innocuité et de développement/persistance des effets
secondaires moteurs de la L-DOPA comme les dyskinésies (83). Une autre approche
intéressante est la thérapie génique qui a pour objectif d’intégrer des génes impliqués dans
une pathologie par I’intermédiaire d’un vecteur, habituellement viral. Il est alors possible de
modifier, remplacer ou faire taire un géne muté (84). Dans la MP, il est, par exemple,
possible de faire s’exprimer des génes codants pour des enzymes permettant la synthese de
dopamine comme I’AADC, le ProSavin étant I’un des candidats les plus aboutis (85), ou
encore de permettre I’expression de facteurs neurotrophiques comme le GDNF (Glial cell-
line Derived Neurotrophic Factor) afin de préserver les neurones dopaminergiques et en
favoriser la croissance (86).

Enfin, d’autres pistes sont encore a 1’étude comme les chélateurs de fer pour contrer
I’accumulation de fer dans la SN (87) ou encore I’immunothérapie ciblant I’a-synucléine
(88) (89)...

En parallele de toutes ces avancées, il est a mentionner que la prise en charge de la MP
est pluridisciplinaire. L’activité physique, les mesures hygiéno-diététiques, la kinésithérapie,

I’orthophonie ou encore I’ergothérapie font partie intégrante de la thérapie (78).
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1.4 Evolution

La MP étant une maladie lente et évolutive, il est courant de distinguer 4 phases (71,90) :

La phase précoce

Le diagnostic est généralement établi durant cette phase, lorsque les premiers
symptdmes, principalement moteurs, se manifestent. La perte neuronale dopaminergique est
quant a elle déja tres avancée. Une phase prodromique, caractérisée par la présence de
symptomes non-moteurs (dépression, troubles du sommeil, constipation...) peut précéder

cette période (71,91).

La « lune de miel »

Durant cette période, appelée également phase d’équilibre thérapeutique, le
traitement dopaminergique suffit a compenser la transmission dopaminergique déficiente et

permet un contrdle satisfaisant de la symptomatologie.

Le stade avancé ou la phase d’échappement thérapeutique

Quelques années apres le début du traitement dopaminergique (pour 50 a 60 % des
patients a 5 ans) (92,93) vient la phase d’échappement thérapeutique. En effet, I'utilisation
a long terme de la L-DOPA, traitement socle de la MP par sa balance bénéfice/risque
extrémement favorable (54), conduit a d’importants effets secondaires a type de
complications motrices, totalement distinctes des symptomes parkinsoniens (94,95). C’est
ainsi que son introduction dans la stratégie thérapeutique est souvent retardée.

Deux grands types d’effets indésirables moteurs de la L-DOPA sont a distinguer bien
qu’ils coexistent aprés quelques années d’évolution de la maladie : les fluctuations motrices
ou fluctuation d’efficacité et les dyskinésies induites par la L-DOPA (DIL). Ces
complications motrices seront détaillées en partie 2.

Ainsi, durant cette phase, I’aggravation de la pathologie se fait ressentir tant au niveau

moteur qu’au niveau cognitif, végétatif et psychologique.

La phase tardive ou le déclin moteur et cognitif

La derniere période correspond a la phase terminale de la maladie. Le déclin est a la
fois moteur, avec I’apparition de troubles axiaux comme les troubles de la marche (sensation
de pieds collés au sol ou « freezing », festination ou emballement de la marche), les troubles

de la posture avec instabilité, les troubles de la parole ou dysarthrie hypokinétique et les
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troubles de la déglutition avec hypersialorrhée. Environ 15 a 20 % des patients développent
une démence apres 5 ans de progression de la maladie et ce chiffre augmente a plus de 46 %
apres 10 ans (96). D'autres symptdmes tels que des hallucinations, une dépression, des
troubles dysautonomiques (troubles vésico-sphinctériens, hypotension orthostatique,
constipation...), des problemes de sommeil et des douleurs sont également fréquents. Par
ailleurs, il est a préciser que les signes non moteurs sont présents a chaque stade de la MP,
bien qu’ils se majorent avec son évolution (71). La caractéristique de ces manifestations
tardives est qu’elles sont en général peu ou pas sensibles a la dopathérapie (97).

C’est ainsi que le handicap et la perte majeure d’autonomie deviennent difficiles a
gérer pour le patient et ses proches. Une prise en charge pluridisciplinaire est alors
essentielle. Les patients décedent le plus souvent des conséquences liées a la maladie comme
les chutes ou les pneumonies d’inhalation (98). Ainsi, la mortalité chez les patients

parkinsoniens est entre 1,5 et 2 fois plus élevée que dans la population générale (99).

Ces 4 phases peuvent étre corrélées a I’évolution naturelle de la maladie (sans

traitement), stadifiée par Hoehn et Yahr (100) en 1967.
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2. Dyskinésies induites par la L-DOPA

2.1 Classification et aspect clinique des DIL
Comme précédemment, les complications motrices liées a la dopathérapie peuvent

étre divisées en 2 catégories :

Les fluctuations motrices

En premier lieu, il existe une réapparition intermittente de symptdomes moteurs ou
fluctuations motrices (101,102). Elles sont caractérisées par des périodes de "ON"
(déblocage) et de "OFF" (blocage) qui correspondent a des variations transitoires de 1'effet
du traitement dopaminergique, avec retour des symptomes parkinsoniens. Ces fluctuations
peuvent également se manifester sous forme de phénomenes "ON/OFF" imprévisibles ou de
blocages "résistants au traitement" a heures fixes.

Ces fluctuations d'efficacité incluent également une diminution de la durée d'action de
la L-DOPA, ce qui conduit a une akinésie en fin de dose. Cet épuisement de fin de dose ou
«wearing-OFF» est suivi d'un effet "ON retardé" apres la prise du traitement par voie orale.
Ces phénomenes sont confondus avec les taux plasmatiques et striataux de dopamine (103).

En effet, ces fluctuations motrices peuvent étre expliquées par une diminution des
capacités de stockage et de libération de la DA liées a la perte progressive des neurones de
la voie nigro-striée. Ainsi, cette baisse d’aptitude a stocker et a délivrer la DA ne permettrait
plus de compenser les variations des concentrations plasmatiques de L-DOPA. Les
récepteurs postsynaptiques intracérébraux seraient ainsi exposés directement a des variations
intracérébrales paralleles a celles des concentrations plasmatiques. La réponse clinique serait
alors dépendante de la pharmacocinétique de la L-DOPA expliquant la survenue des
akinésies de fin de dose chaque fois que les taux cérébraux de L-DOPA passent en dessous
d’un « seuil de déblocage ». A un stade encore plus évolué, des modifications
pharmacodynamiques, comme la baisse de sensibilité des récepteurs dopaminergiques
postsynaptiques, aggraveraient le phénomene provoquant alors les effets "ON/OFE" (104).

La stratégie thérapeutique est alors simple : il s’agit de réduire au maximum les périodes
de « OFF » malgré le rétrécissement de la fenétre thérapeutique au cours des années (la
période d’efficacité de la prise médicamenteuse peut se raccourcir de plus de 4 heures grace
au stockage cellulaire a seulement 60 a 90 minutes qui correspond a la ¥2 vie de la molécule).
La gestion de ces fluctuations motrices peut donc impliquer des ajustements de la dose de

L-DOPA, l'utilisation de formules galéniques appropriées, la fragmentation des doses,
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l'utilisation d'autres traitements tels que les ICOMT et les IMAO-B, ou 'augmentation de la
posologie des agonistes dopaminergiques (105). Dans les cas graves, des alternatives
thérapeutiques telles que la stimulation cérébrale profonde (SCP) ou l'administration

continue d'apomorphine ou de L-DOPA par pompe peuvent étre envisagées (106,107) .

Les dyskinésies induites par L-DOPA

Parallelement, le traitement chronique par L-DOPA est responsable de complications
motrices tres handicapantes appelées dyskinésies induites par la L-DOPA (DIL)
(94,108,109). 11 s’agit de mouvements involontaires qu’il est possible de distinguer en 3

grands types, en fonction de leur chronologie par rapport a la prise de L-DOPA (figure 19) :
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Figure 19 : Complications motrices de la maladie de Parkinson

A - Diminution de la fenétre thérapeutique de L-DOPA au cours du temps (une méme dose, qui soulageait le
patient dans les premiéres années de sa MP, devient responsable de dyskinésies) et relation entre les taux
de L-DOPA et I'apparition des différents types de complications motrices (110,111).

B - Traduction clinique des trois grands types de dyskinésies (94). Les nuances de gris représentent la
sévérité.
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Tout d’abord, on retrouve les dyskinésies de ''pic de dose'', qui surviennent pendant
la période "ON" lorsque la concentration sanguine de L-DOPA est a son maximum. Elles se
caractérisent par des mouvements brusques de type choréique, involontaires et
incontrolables, principalement dans les membres supérieurs. Ce sont ces dyskinésies les plus
fréquentes, 75-80% des patients (112,113), dites « classiques », qui seront abordées dans la
description de I’aspect physiopathologique ainsi que lors du travail expérimental.

En parall¢le, il existe les dyskinésies biphasiques ou de « début et fin de dose ».

Elles apparaissent lorsque la L-DOPA commence a devenir efficace ou, au contraire, lorsque
son effet commence a se dissiper. Elles se caractérisent par des mouvements involontaires
affectant plutdt les membres inférieurs de maniere douloureuse et invalidante.
Enfin, il existe les dystonies de période « OFF », appelées aussi dystonies du petit matin,
apparaissant lorsque les niveaux en DA sont faibles. Elles se traduisent par des contractions
musculaires douloureuses, involontaires et soutenues, affectant préférentiellement les
membres inférieurs sous la forme d’une atteinte souvent unilatérale des orteils ou du pied.

Dans les stades tres avancés de la MP, le patient oscille donc, sans période
d’accalmie, entre des états parkinsoniens séveéres comprenant les tremblements et le
« freezing » et des phases parkinsoniennes corrigées par le traitement mais comprenant des
complications telles que les DIL.

Pour évaluer la sévérité des dyskinésies, une échelle d'évaluation globale et
harmonisée, appelée UDysRS (Unified Dyskinesia Rating Scale) a été développée par des
experts (114).

2.2 Prévalence et facteurs de risque des DIL

Selon les études, la prévalence des DIL est hétérogeéne mais la fréquence de ces
complications augmente avec 1’avancée du traitement et de la pathologie. Ainsi, il est estimé
que ce phénomene touche 40% des patients apres 4 ans de traitement par L-DOPA (109) et
80 2 90% apres 10 ans (92,108).

Les DIL sont associées a la pulsatilité anormale de la stimulation dopaminergique
induite par la L-DOPA et a sa fluctuation plasmatique (115). En effet, un relargage élevé de
DA dans le putamen chez les patients atteints de MP, di a des compensations par les
systemes non-dopaminergiques (sérotoninergique, noradrénergique, opioide...), augmente
la probabilité de développer des DIL (116). De fagcon attendue, les principaux facteurs de
risque (117-119) retrouvés dans I’apparition des DIL sont la sévérité/le stade avancé dans

la MP, un age précoce au début de la maladie (120,121), une dénervation dopaminergique
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importante, une longue durée de traitement et une dose cumulée de L-DOPA importante.
Mais d’autres éléments contribueraient a 1’apparition des DIL comme le faible poids
corporel ou le sexe féminin qui sont a mettre en corrélation avec la dose de L-DOPA (ratio
dose/poids souvent plus élevé) (122,123), la forme clinique initiale (akinéto-rigide vs
tremblements majoritaires) (124) ou encore la présence de polymorphismes génétiques
comme le variant Val158Met de la COMT (125).

S’agissant de I’intensité des DIL, elle parait dépendante au taux de déplétion en DA et de la

dose de L-DOPA.

2.3 Physiopathologie des DIL

Actuellement, la physiopathologie des complications motrices liées a la dopathérapie
n’est pas entiérement connue mais des avancées importantes ont été réalisées concernant la
compréhension des mécanismes impliqués dans les DIL (i.e. « pic de dose »).

Les hypotheses relatives a leur apparition sont principalement associées a (126):

- une stimulation pulsatile des récepteurs dopaminergiques

- une variation de la concentration de DA dans la fente synaptique qui augmente
I’occupation des récepteurs

- une dissociation entre le faible taux intrastriatal de DA et le taux élevé plasmatique
et extra-cellulaire

- des modifications post-synaptiques

- des changements au niveau des neurotransmetteurs non dopaminergiques.

En effet, la dénervation dopaminergique est une condition nécessaire mais non
suffisante a I’émergence des dyskinésies (127,128). Un ensemble varié et complexe

d’anomalies moléculaires et fonctionnelles sous-tend donc ’apparition des DIL.
Implication des ganglions de la base dans les DIL

Une altération des ganglions de la base avec un déséquilibre entre les voies
« directe » et «indirecte » est constatée comme au début de la MP. En revanche, le
déséquilibre dans les DIL est, cette fois, en faveur d’une augmentation du tonus thalamo-

cortical aboutissant a une activité motrice excessive et donc aux dyskinésies (figure 20).
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SNr Spinal Cord
DYSKINESIA

Figure 20 : Schématisation du circuit moteur des ganglions de la base dans les dyskinésies induites
par L-DOPA (63).

GPe = Globus Pallidus externe, GPi = Globus Pallidus interne, Sth = Noyau sous-thalamique, SNr =

substance noire reticulata, SNc = substance noire compacta, D1/D2 = récepteurs dompaminergique D1 et D..
Fléches rouges = voies glutamatergiques (stimulation), Fleches noires = voies GABAergiques (inhibition),

Fléches bleues = voies dopaminergiques

L’administration de L-DOPA, normalise I’activité du Gpi et provoque une hyperactivité de la voie « directe
» via les récepteurs D1. Cela se traduit par une augmentation de l'inhibition GABAergique sur le GPi et la SN,
qui ont normalement un effet inhibiteur sur le thalamus. Cela stimule le cortex grdce a ses projections
glutamatergiques excitatrices, provoquant ainsi une activité motrice intense.

La dénervation striatale diminue la stimulation des récepteurs D2 entrainant une levée d’inhibition du
GPe. Cette derniére contribue également a I'apparition de mouvements anormaux car elle conduit a une
diminution d’activité du NST et in fine a une diminution de I’activité du GPi, ce qui méne a une levée d’inhibition
thalamique et donc a une activation du cortex moteur (111,129).

Altérations post-synaptiques du striatum

Les anomalies fonctionnelles des circuits des ganglions de la base impliqueraient des
dysfonctionnements des récepteurs dopaminergiques post-synaptiques striataux (129). 1l
existerait une modification des neurones épineux exprimant les récepteurs dopaminergiques
D1/D> en raison de I’administration répétée et chronique de L-DOPA associée a la 1ésion
striatale progressive. La dopamine est, en effet, impliquée dans la neuroplasticité des
neurones épineux. Il a été démontré une hypersensibilisation de ces récepteurs D couplés
positivement a I’adénylate cyclase (notamment Gas/Gaolf) (130). Cette hypersensibilisation

peut étre expliquée par plusieurs phénomenes, comme une augmentation du nombre de
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récepteurs a la membrane avec une altération dans 1’internalisation ou, par exemple, une
augmentation de couplage a Goolf. Elle est associée a des modifications d’expression
génique (comme FosB) ou encore a des variations dans certaines voies de signalisation
intracellulaire  (129,131). Tous ces changements post-synaptiques, impliquant
majoritairement le récepteur D1, participent notamment aux dyskinésies en stimulant la voie
« directe » et donc le tonus thalamo-cortical. Cependant, des altérations des récepteurs D>
ou glutamatergiques (NMDA, AMPA, mGIuRS5...) sont également impliquées dans les
DIL (108,132,133).

Modifications pré-synaptiques du striatum

La dégénérescence des neurones dopaminergiques nigro-striataux a aussi des
conséquences au niveau présynaptique (126). Ce terme présynaptique fait référence aux
mécanismes responsables de la fluctuation de L-DOPA et de dopamine dans le cerveau qui
comprennent les facteurs intervenant dans la conversion L-DOPA en DA ou encore dans la
régulation de la libération en DA.

En effet, des mécanismes compensatoires se mettent en place assez rapidement apres
le début de la MP retardant ainsi I’apparition des symptomes moteurs (134,135). Parmi eux,
il est possible de citer I’augmentation du turn-over de DA, le développement de terminaisons
dopaminergiques a partir des terminaux DA restants, la down-régulation du transporteur a
la dopamine, DAT, diminuant ainsi sa recapture (136)...

La seule implication du systeme dopaminergique ne suffit pas a expliquer la
physiopathologie de la MP et I’apparition des dyskinésies liées a la dopathérapie. Des ¢tudes
récentes démontrent que d’autres processus seraient impliqués dans la survenue de ces effets
indésirables. En effet, il a été constaté que les neurotransmissions des systemes opioides,
cholinergiques, glutamatergiques et en particulier sérotoninergiques, seraient modifiées et
joueraient un role essentiel (137). 1l est, par exemple, retrouvé une hyperactivité des voies
glutamatergiques (133). Il est incontournable de citer 1’une des théories les plus décrites
actuellement, qui est le relais des neurones sérotoninergiques a la conversion de la L-DOPA
en DA grace a leur machinerie enzymatique (138).

Dans la MP, la capacité des neurones a utiliser correctement la L-DOPA s’amoindrit
progressivement avec la dégénérescence neuronale et la déplétion dopaminergique car de
moins en moins de fibres dopaminergiques sont capables de transformer la L-DOPA en DA
et d’assurer le rétrocontrdle de sa libération. Les fibres dopaminergiques peuvent, en effet,

réguler la libération et la recapture de la DA en exprimant notamment 1’autorécepteur D et
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le transporteur spécifique de la dopamine DAT. Des travaux ont permis de mettre en
¢évidence qu’un des mécanismes compensatoires de la perte neuronale dopaminergique était
la capacité des neurones sérotoninergiques a prendre le relais dans la transformation de la L-
DOPA en DA car ils présentent la méme machinerie enzymatique que dans les neurones
dopaminergiques. La DA, issue de la transformation de la L-DOPA par les neurones
sérotoninergiques, jouerait ainsi le rdle de « faux neurotransmetteur » (138,139).
Conjointement, une hyper-innervation sérotoninergique est aussi constatée (140).

Avec I’évolution de la MP, les neurones sérotoninergiques prendraient de plus en
plus part a la libération de la DA et deviendraient le site principal de synthese de ce
neurotransmetteur. En parallele, les fibres dopaminergiques, présentes en trop faible
quantité, ne pourraient plus, contrairement au début de la MP, éviter la surstimulation des
récepteurs dopaminergiques postsynaptiques en tamponnant la DA libérée par les neurones
sérotoninergiques au moyen des phénomenes de régulation vus précédemment.

L’absence de rétrocontrole sur la libération de DA par les neurones sérotoninergiques
rendrait la libération de DA incontrdlée et favoriserait la stimulation pulsatile des récepteurs
dopaminergiques (138,141,142). Ce phénomene, s’apparentant a la théorie présynaptique

(126,129,143), participerait, des lors, a I’apparition des DIL (figure 21).

60



A Dopamine
terminal

DA
release
T e T T Normal
Regulated f:,{;': lagieal
DA release
Timer'
L-DOPA
B Serotonin
terminal *+ DA
release
L-DOPA
{ TT RS T T T Nommel |
Excessive ohysiclogical
- swings in range
: DA release
- >
v i
\'\ ! \¥' T Tl
V5-HT= - L-DOPA
c Serotonin
terminal + P,_
release
L-DOPA —
3-OH-DPAT T e Normar
- Dampenad fa::: e
DA release
Tlme'
CP-94253 ’ = ¥
¥5-HT= -~ - _» DA L-DOPA

Figure 21 : Hypothése de l'induction de DIL par la libération dérégulée de dopamine (DA) par les
neurones sérotoninergiques (138).

Aux premiers stades de la MP (A), il reste assez d'innervation dopaminergique striatale pour assurer I'effet
thérapeutique anti-parkinsonien de la L-DOPA. A ce stade de la maladie, la DA exogéne dérivée de L-DOPA est
absorbée, stockée et libérée par les neurones dopaminergiques. Les variations extrémes de concentrations en
DA dans le milieu extracellulaire sont limitées par le rétrocontréle médié par le transporteur DAT et les auto-
récepteurs Dz présents sur les extrémités des neurones dopaminergiques. Avec la progression la MP, il reste
de moins en moins de neurones dopaminergiques pour assurer l'efficacité de la L-DOPA. Ainsi, a ce stade plus
avancé, représenté en B, les neurones sérotoninergiques apparaissent comme le site privilégié de stockage et
de libération de la DA dérivée de L-DOPA. En raison du manque de rétrocontréle et de I'accumulation de DA,
les vésicules de stockage, la DA libérée par les neurones sérotoninergiques est anarchique et excessive. La
diminution progressive de libération régulée de DA par les neurones dopaminergiques restants et I’émergence
progressive puis prédominante de la libération de DA anarchique par les neurones sérotoninergiques seraient
donc responsables des DIL. Les agonistes des récepteurs 5-HTia et 5-HT18 (8-OH-DPAT et CP-94253), tels que
représentés en C, agiraient en atténuant les oscillations anarchiques de DA issue de la L-DOPA provoquées par
les neurones sérotoninergiques striataux. A noter que, pour des raisons de simplicité, les récepteurs 5-HT1a
sont positionnés au niveau terminal, mais sont en fait situés au niveau des corps cellulaires et des dendrites
des neurones sérotoninergiques.

Une étude a, par exemple, démontré I’implication des fibres sérotoninergiques dans
les dyskinésies en induisant une lésion de ces fibres par I’administration de MDMA. La
molécule abolit a la fois les complications motrices et les complications non motrices qui

sont induites par une lévodopathérapie dans le modele de 1a MP chez le singe macaque (144).
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L’implication du systéme sérotoninergique a également été illustrée par la disparition
des DIL chez le rat hémiparkinsonien apres ablation de I’innervation des neurones
sérotoninergiques (138,145). Au contraire, la transplantation de neurones sérotoninergiques

exacerbe les DIL chez le rat hémiparkinsonien (146).

Altérations des autres structures anatomiques

D’autres structures semblent intervenir dans 1’apparition et I’entretien des DIL
comme le cervelet via une altération de sa plasticité neuronale (147,148). Il pourrait méme

représenter une piste thérapeutique en modulant son hyperactivité compensatoire (149,150).

2.4 Prise en charge des DIL

Le seul moyen de diminuer efficacement les DIL reste de diminuer la dose de L-
DOPA mais cela implique la réapparition des symptomes parkinsoniens trés invalidants.
Ainsi, les solutions thérapeutiques concernant les dyskinésies sont trés limitées et il n’existe
actuellement aucun traitement de référence (151). La prise en charge des DIL repose ainsi
sur deux stratégies. La premiére est d’agir de facon préventive en retardant le plus possible
I’introduction de L-DOPA par I’utilisation d’alternatives thérapeutiques comme les agonistes
dopaminergiques, les IMAOs ou les ICOMTs, en particulier chez le sujet jeune (54). Mais
cette méthode a tendance a étre remise en question car, comme démontré ci-dessus,
I’apparition des DIL n’est pas uniquement liée a la dose cumulée de L-DOPA (152,153),
mais plus a la progression naturelle de la pathologie (154). De plus, la qualité de vie apparait
moins bonne sous agonistes dopaminergiques qu’avec la L-DOPA malgré la présence de DIL
(155). La seconde stratégie repose sur une action symptomatique, lorsque les dyskinésies
sont déja présentes. Le seul traitement anti-dyskinétique disponible sur le marché est
I’amantadine, un antagoniste des récepteurs au glutamate de type NMDA. Cependant,
I’efficacité de cet antiviral a été remise en cause a plusieurs reprises (156,157) : ses effets
indésirables neuropsychiques sont non négligeables et sa place dans 1’arsenal thérapeutique
est restreinte. En outre, le mécanisme d’action de ce médicament reste encore mal connu et
il est probablement multiple : augmentation de la synthese et de la libération de DA, blocage
de la recapture présynaptique de la DA... A noter que les traitements de seconde ligne de la
MP ont aussi leur place dans la prise en charge comme la SCP ou I’administration continue

d’apomorphine ou de L-DOPA (107).
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Le défi thérapeutique actuel est donc de trouver un traitement efficace permettant de
lutter contre les complications motrices, en particulier les dyskinésies induites par la
dopathérapie, sans altérer I’effet antiparkinsonien. L’apparition des DIL étant multi-
factorielle, il existe, ces derniéres années, un engouement particulier au ciblage des
récepteurs non-dopaminergiques qui serait un moyen de traiter les DIL en évitant les effets
indésirables de la substitution dopaminergique. C’est ainsi que de nombreuses molécules
n’agissant pas sur la transmission dopaminergique sont a 1’étude contre les DIL (154,158),
mais celles-ci ne font encore I’objet que d’essais précliniques et cliniques. En effet, I’avancée
des recherches sur les DIL a révélé que leur mécanisme d’apparition était complexe et qu’il
impliquait divers neurotransmetteurs. Ces derniers représentent ainsi des cibles
pharmacologiques potentielles a 1’é¢tude dans les DIL dont il est possible d’expliquer le

rationnel scientifique (159,160) :

o Le glutamate :

Il s’agit d’un neurotransmetteur clé dans les dyskinésies. Il est largement démontré
qu’il existe une hyperactivit¢ de la voie glutamatergique via les afférences corticales
provenant des neurones pyramidaux (133). Un des objectifs est de moduler la
neurotransmission glutamatergique, qui stimule la voie directe et favorise la plasticité
aberrante du striatum, par des antagonistes des divers récepteurs au glutamate (154,161) :
AMPA (Talampanel, mGIuRS (Mavoglurant, Dipraglurant), NMDA (Amantadine, AV-
101)...

o L’acétylcholine :

Un déséquilibre de la balance DA/Ach est constat¢ dans la MP et les DIL. La
raréfaction de dopamine provoque un excédent relatif en glutamate et en acétylcholine, par
perte du rétrocontrole négatif, a I’origine du tremblement et de la rigidit¢ musculaire. Des
modulateurs de la voie cholinergique sont a 1’étude comme des antagonistes muscariniques

(trihexyphenidyl) ou des agonistes nicotiniques (ex : AQWO051) (162,163).
o L’adénosine :

Les récepteurs Aza sont principalement localisés sur les neurones GABAergiques de
la voie indirecte : les stimuler permet de libérer du GABA dans le GPe et a donc un effet
excitateur sur les neurones striato-pallidaux. Les antagoniser permet donc de limiter les DIL

et notamment les périodes de « OFF » (ex : Tozadenant, Preladenant, Istradefylline...) (164).
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o L’histamine :

Les récepteurs H> modulent la transmission cholinergique et leur stimulation active

la voie directe (ex : Famotidine) (165).

o Les endocannabinoides :

Les récepteurs CB; sont exprimés dans les ganglions de la base et influencent

I’activité motrice en relation avec les autres neurotransmetteurs (ex : Cannabidiol) (166).
o La sérotonine :

Le systéme sérotoninergique, largement impliqué dans les DIL semble, par
conséquent, étre une piste thérapeutique prometteuse. Il a ét¢ démontré que 1’inhibition des
neurones  sérotoninergiques par [’utilisation d’agonistes des autorécepteurs
sérotoninergiques 5-HTa (8-OH-DPAT) et 5-HT g (CP-94253), permet de réduire les DIL
chez le rat (167-169). De méme, plusieurs médicaments agissant sur la transmission
sérotoninergique semblent diminuer les DIL et font 1’objet d’essais cliniques comme la
buspirone (agoniste des récepteurs 5S-HT1a et des récepteurs al adrénergiques) seule, ou en
association (JM-010), ou I’eltoprazine (agoniste mixte des récepteurs 5-HTia et 5-HTp)

(89,137,142,170) (Tableau 3).

Tableau 3 : Exemples de molécules agissant sur les récepteurs sérotoninergiques a I'étude dans les
dyskinésies induites par L-DOPA (112,158,159,171-173).

Molécules Mécanisme d’action

Récepteurs a la Sérotonine

Buspirone, Sarizotan Agonistes des récepteurs 5-HT;a
Eltoprazine Agonistes des récepteurs 5-HT1a/18
Clozapine Propriétés antagonistes 5-HTa/ac

Agoniste biaisé des récepteurs 5-

Béfiradol (NLX-112) HT
1A

Le récepteur sérotoninergique 5-HT1a qui était jusqu’alors caractérisé pour avoir une
implication dans des pathologies telles que la dépression ou I’anxiété, a démontré son role
dans la MP (174). Les mécanismes d’action potentiels des agonistes des récepteurs 5-HTia

ont, de ce fait, pu étre détaillés par Ohno et al. (figure 22).
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Figure 22 : Hypothése des mécanismes d'action des agonistes 5-HT4 dans la maladie de Parkinson
(175).

Les agonistes 5-HT1a peuvent améliorer les troubles moteurs extrapyramidaux en stimulant les récepteurs 5-
HTia post-synaptiques et pré-synaptiques. D’une part, la stimulation des récepteurs 5-HT1a post-synaptiques
réduit l'activité des neurones striataux directement en hyperpolarisant les neurones épineux médians
GABAergiques ou indirectement en inhibant les interneurones acétylcholinergiques dans le striatum. D’autre
part, la microinjection d’agoniste de 5-HT1A dans le cortex cérébral réduit également l'activité des neurones
striataux en inhibant les neurones glutamatergiques cortico-striataux. Enfin, la stimulation des
autorécepteurs présynaptiques 5-HTia inhibe I'activité des neurones sérotoninergiques dans les noyaux du
raphé et atténue ainsi les fonctions des récepteurs 5-HTza/2c, 5-HTs et 5-HTs, ce qui conduit & une amélioration
des troubles moteurs extrapyramidaux.

DA: dopamine, Glu: glutamate, ACh: acétylcholine, mACh: acétylcholine muscarinique.

En effet, les agonistes 5-HTia peuvent améliorer les DIL en stimulant les
autorécepteurs présynaptiques, en particulier au niveau du raphé (176), qui inhibent I’activité
des neurones sérotoninergiques. Mais, il est a noter que la modulation des récepteurs 5-HT1a
post-synaptiques au niveau striatal aurait également un effet anti-dyskinétique (176,177). De
plus, en agissant sur les récepteurs 5-HTia post-synaptiques, les agonistes peuvent
également améliorer les troubles moteurs extrapyramidaux.

Il est également a souligner que le role du systeme sérotoninergique dans les troubles
moteurs ne se limite pas aux récepteurs 5-HT1a mais implique également d’autres récepteurs
comme 5-HT2anc, 5-HT3 et 5-HTs (175).

Le concept de sélectivité fonctionnelle appliqué aux récepteurs 5-HT1a, impliqués
dans les DIL, est donc apparu comme un axe de recherche tres intéressant. Ainsi, la

découverte d’un agoniste biaisé ciblant les récepteurs 5-HTa suscite un vif intérét. Dans ce
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contexte, ces travaux vont se focaliser sur une molécule : le NLX-112 (également appelé

F13640 ou encore Befiradol) (figure 23).

O
Cl

F

Figure 23 : Représentation de la structure chimique de la molécule NLX-112.

Cette molécule est un agoniste biaisé de haute efficacité, affinité et sélectivité des
récepteurs 5-HTia (178), développée a l’origine comme analgésique novateur par les
laboratoires Pierre Fabre au début des années 2000. Avant d’étre en développement clinique
comme traitement des douleurs neuropathiques chez le diabétique (phase 11 d’essai clinique),
ce composé avait démontré son efficacité chez le rat. La particularité de cet antidouleur était
son absence de phénomenes de tolérance en administration chronique (178). En septembre
2013, NLX-112 a été concédé sous licence a Neurolixis®. Cette société américaine
développe actuellement ce composé non pas dans son indication d’origine, mais dans la
maladie de Parkinson comme potentiel traitement pour réduire les DIL (179). Cette molécule
semble tres prometteuse. Des €tudes précliniques récentes ont montré une amélioration des
symptomes moteurs extrapyramidaux et une activité anti-dyskinétique importante sur un
modele de rat hémiparkinsonien (179,180) ainsi que de primates (181,182). L’effet
antidyskinétique a été confirmé en traitement chronique de 14 jours sans apparition de
phénomenes de tolérance. L’absence de potentiel abusif a été confirmé par Depoortere, et al
(183). Non seulement le NLX-112 semble avoir une action sur les DIL mais il n’interagit
pas avec L-DOPA de par ses propriétés d’agoniste biaisé (184). Un essai clinique de phase
ITa (NCTO05148884) est en train d’évaluer la sécurité¢ et la tolérance en termes d’effets
indésirables (criteres de jugements principaux) ainsi que I’efficacité de NLX-112 chez 24
patients atteints de DIL (critere secondaire basé sur 1’échelle UDysRS). Les résultats
préliminaires semblent trés encourageants et pourraient mener a une phase IIb (185).

Ses effets pourraient notamment étre expliqués par 1’activation des autorécepteurs 5-
HTia des noyaux du raphé en évitant la libération anarchique de DA dans le striatum par les

neurones sérotoninergiques (179,186). Par ailleurs, grace a la stimulation des récepteurs
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postsynaptiques des neurones du cortex frontal, NLX-112 présente des propriétés
antidépressive et anxiolytique qui peuvent s’avérer avantageuses dans le traitement des
symptdmes non moteurs chez les patients atteints de MP (186). Cependant, le mécanisme

d’action du NLX-112 reste encore mal connu (figure 24).
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Figure 24 : Hypothése du mécanisme d'action résumé du NLX-112 (186).

1) La L-DOPA est absorbée et convertie en dopamine (DA) par les neurones dopaminergiques de la voie
nigrostriée exercant alors une action anti-parkinsonienne via Il'activation des récepteurs dopaminergiques
post-synaptiques (DAR). 2) Au fur et a mesure de I'avancée de la MP, la L-DOPA peut également étre utilisée
et convertie en DA par les neurones sérotoninergiques (5-HT). Mais cette DA, libérée de maniere anarchique,
est dépourvue de mécanismes de régulation appropriés et agit comme un «faux neurotransmetteur» a
l'origine des DIL. 3) NLX-112 active les autorécepteurs somatodendritiques du raphé, provoquant une
inhibition des neurones sérotoninergiques et induisant une diminution de la libération de sérotonine et un
blocage de la libération anarchique de DA aprés conversion de la L-DOPA. 4) NLX-112 active également les
hétérorécepteurs 5-HT1a corticaux. L’activation de ces récepteurs est associée a des effets antidépresseurs,
anxiolytiques et pro-cognitifs. 5) L’inhibition de libération de glutamate (Glu) par les neurones pyramidaux du
cortex est également susceptible de réduire les dyskinésies, bien que non détectée dans I'étude. 6) NLX-112
stimule les rotations ipsilatérales chez les rats hémiparkinsoniens, probablement en augmentant la libération
de DA par les neurones nigrostriés dans le striatum non lésé.
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3 : Modeles expérimentaux de la maladie de Parkinson et des
dyskinésies induites par L-DOPA

Plusieurs approches sont envisageables afin d’étudier la physiopathologie de la MP
et les mécanismes impliqués dans le développement des DIL. De plus, 1’utilisation de ces
modeles peut permettre d’appréhender les mécanismes d’action des thérapies développées
pour traiter les DIL. La premiere approche consiste a analyser des échantillons de cerveaux
de patients en post-mortem. La seconde repose sur la mise en place de modeles
expérimentaux visant a reproduire les différents aspects lésionnels, biochimiques et
moléculaires de la pathologie humaine. Divers modeles expérimentaux sont ainsi utilisés

dans la MP tant in vitro qu’in vivo (187,188).

3.1 Les modeéles in vitro

Tout d’abord, le développement de modéles in vitro est intéressant car il permet, en
général, une facilité dans la mise en ceuvre, un meilleur contrdle des parameétres environnants
ainsi qu’un criblage rapide. Il est possible de citer, dans le cadre de la MP, le modele in vitro
de cultures de neurones dopaminergiques +/- co-cultivées avec des cellules micro-gliales
d’embryons de rongeurs, le modele in vitro de lignée dopaminergique humaine et enfin le
modele de cellules iPS humaines (Cellules souches pluripotentes induites) (189).

Cependant, ces modeles s’averent relativement réducteurs. Ainsi, il existe de
nombreux modeles in vivo chez des animaux qui permettent d’étudier les différents aspects
de la MP (190) ou encore des DIL (189,191-193) qui sont plus facilement transposables a

’'Homme.

3.2 Les modéles in vivo

Les modeles développés chez 1'animal, principalement chez la souris, le rat et le
primate non-humain (PNH), sont largement décrits dans la littérature. Cependant, aucun
modele animal actuel n’est capable de développer naturellement une MP selon les mémes
mécanismes que dans la pathologie humaine, c’est-a-dire reproduisant une dégénérescence
progressive des neurones dopaminergiques et présentant spontanément des agrégats d’a-
synucléine. Toutefois, il est possible de considérer comme modele de DIL, un animal ayant
une dénervation dopaminergique suffisante d’une part, et capable de développer des

mouvements anormaux par un traitement chronique par L-DOPA d’autre part (192).
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Dégénérescence des neurones dopaminergiques par l'utilisation de neurotoxines

Divers agents neurotoxiques sont capables d’induire une 1ésion massive de la voie
nigro-striée de maniere rapide, avec pour conséquence un développement de symptomes
moteurs chez les animaux, méme si ceux-ci ne sont pas comparables aux symptomes
cardinaux des patients atteints de MP. Parmi les molécules employées, il est possible de citer
certains pesticides comme le Paraquat ou la roténone mais les toxines utilisées en pratique
courante restent la 6-hydroxydopamine (6-OHDA), utilisée chez le rongeur, ou le MPTP (1-
méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine), plutdt employé chez le primate. Ces modeles
de MP in vivo sont largement décrits depuis de longues années et permettent, en particulier,
I’évaluation pré-clinique des thérapies antiparkinsoniennes ainsi que 1’¢laboration de
nouvelles stratégies neuroprotectrices. Ils demeurent donc un outil précieux en recherche
malgré des divergences notables avec la pathologie humaine comme I’absence de formation
de corps de Lewy ou encore le non-respect de la cinétique d’apparition de la MP qui se fait

de maniere progressive (190).

Modeéle de Iésion a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA)

Le modele retenu dans ce travail est un modele bien caractérisé et étudié depuis les
années 60. Il s’agit du rat hémiparkinsonien (HPK), obtenu apres injection intracérébrale
unilatérale de 6-OHDA. Le modele peut étre également réalisé chez d’autres espéces
animales ; il a I’avantage d’étre le modele de MP le plus répandu par sa relative facilité de
mise en ceuvre et présente des résultats trés reproductibles.

La 6-OHDA est une neurotoxine qui posséde une structure analogue a celle de la DA,
ce qui lui confere une forte affinité pour les transporteurs de catécholamines, dont le DAT
(Dopamine Transporter). Elle est injectée de maniere stéréotaxique directement par voie

intracérébrale car cette molécule hydrophile ne franchit pas la BHE (figure 25).
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Figure 25 : Schéma de I'injection stéréotaxique de la toxine 6-OHDA dans le cadre de la réalisation
d’un modeéle de rat hémiparkinsonien au niveau du faisceau médian du télencéphale (188).

La 6-OHDA s'accumule dans le cytosol et favorise la formation d’espéces réactives de I'oxygene par auto-
oxydation.

L’injection peut se réaliser classiquement dans la SNpc, au niveau du striatum ou,
comme effectué dans ce travail, au niveau du faisceau médian du télencéphale (MFB).
L’administration dans le MFB mime une Iésion sévére s’apparentant aux stades séveres de
la MP humaine (192), contrairement a 1’injection intrastriale qui peut rappeler des stades
moins avancés par une perte moins importante des neurones dopaminergiques (environ 60%)
(190). L’accumulation de 6-OHDA dans les neurones dopaminergiques aboutit d’une part,
a la formation de radicaux libres et, d’autre part, a des modifications mitochondriales comme
I’inhibition du complexe I (194). Ces dommages cellulaires induisent une mort cellulaire par
apoptose conduisant a une dégénération massive et rapide des neurones dopaminergiques. Il
est a noter que, bien que la 6-OHDA soit un composé exogene, des travaux ont démontré la
production endogene de ce composé, renforcant I’importance des mécanismes biochimiques
et moléculaires impliqués dans la pathogénese de la MP (195). L’administration de la 6-
OHDA se fait, le plus souvent, dans un seul des deux hémispheres cérébraux. L’injection
unilatérale est, en effet, préférée car les animaux supportent mieux la 1ésion (196), ce qui
représente un taux de succes de la lésion estimé a 50% au minimum (197). De plus, la

production de déficiences motrices unilatérales permet d’évaluer et de quantifier facilement
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la 1ésion du systeme dopaminergique par un test de rotation apres administration d’agonistes
dopaminergiques et apparentés (apomorphine, amphétamine...). Ce test a la particularité
d’étre corrélé au taux de dénervation et d’étre tres spécifique, en permettant de sélectionner
les rats qui présentent un déficit quasiment total en DA au niveau striatal avec une 1ésion des
neurones dopaminergiques supérieure a 90% (197). En plus des mouvements rotationnels
typiques induits par des agents pharmacologiques, les animaux peuvent présenter des
comportements moteurs, tels que 1’akinésie ou la bradykinésie, pouvant étre estimés par
différents tests comportementaux (rotarod test, open-field test ...). La Iésion unilatérale des

neurones dopaminergiques est alors obtenue en quelques jours (198).

Application du modele 6-OHDA aux DIL :

La robustesse du modele de 1ésion par la 6-OHDA a permis de développer un modele
de dyskinésie induite par L-DOPA (DIL) (193). Ce modele, instauré par Carta et al. (138),
a la caractéristique d’étre « simple » a mettre en place et représente un bon reflet de
I’évolution de la MP humaine sous dopathérapie. En effet, il présente les mémes
caractéristiques que les « dyskinésies de pic de dose » chez I’'Homme car il suit la
pharmacocinétique de la L-DOPA. Ainsi, les mouvements anormaux sont associés avec les
pics de libération striatale de DA peu apres 1’administration de L-DOPA (126). De plus, ce
modele a ’avantage de répondre aux traitements antidyskinétiques (170,186,192) et la
sévérité des mouvements anormaux est corrélée avec la dose de L-DOPA (augmentation au
fil des injections) (192). Il est a préciser que seuls les rats avec une lésion significative
développent des DIL (127,199). Ainsi, environ 80% des rongeurs trait€és par L-DOPA,
présentant une 1ésion dopaminergique supérieure a 90%, sont atteints de dyskinésies (200).

Une échelle d’évaluation des DIL a été mise en place par 1’équipe suédoise de A.
Cenci (200). 1l s’agit de noter la présence de mouvements anormaux involontaires (AIMs)
selon une grille allant de O (absence de dyskinésie) a 4 (dyskinésie continue non suppressible
par la présence d’un stimulus externe). Les AIMs sont divisés en 3 sous-types: les
dyskinésies axiales (mouvements de torsion du tronc supérieur du coté controlatéral a la
lésion), orofaciales (mouvements masticatoires) et les dyskinésies des membres
(mouvements saccadés du membre antérieur ou petits mouvements circulaires de la patte
antérieure vers et depuis le museau). Ces mouvements anormaux sont associ€s aux
mouvements rotationnels du c6té controlatéral a la Iésion (mouvements locomoteurs) et sont
facilement différentiables des mouvements naturels de 1’animal. Les dyskinésies

apparaissent une dizaine de minutes apres I’injection de L-DOPA pour disparaitre quelques
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heures apres. Les mouvements anormaux sont de plus en plus intenses avec le nombre
d’administrations de L-DOPA.

De maniere intéressante, les dyskinésies axiales, orofaciales et des membres ne sont
pas induites de maniere significative avec les autres traitements antiparkinsoniens comme
les agonistes dopaminergiques D>. Ces mouvements semblent donc étre des complications
motrices du traitement par L-DOPA contrairement aux mouvements rotationnels
locomoteurs qui apparaissent dans tous les cas (201). Par ailleurs, il est possible de prédire
si la molécule antidyskinétique interfére avec 1’activité antiparkinsonienne de la L-DOPA
par des tests comportementaux spécifiques comme le Rotarod test (192). Les principales
limites de ce modele de rat DIL sont I’apparition trés rapide des dyskinésies (seulement
quelques injections de L-DOPA suffisent) et le mouvement rotationnel controlatéral

commun aux rats HPK et DIL.

Modeles génétiques et autres modeles animaux

Il existe d’autres modéles animaux, notamment des modéles murins, obtenus par
méthodes de modifications génétiques. Ainsi, il est possible de citer les modeles de souris
knock-out (KO) pour les genes parkin et pink I, un modele de souris surexprimant la
mutation LRRK?2 par utilisation de vecteurs viraux, ou encore des modeles liés a une
surexpression d’a-synucléine (202). Concernant les DIL, le seul modele génétique décrit,
permettant d’induire des dyskinésies, est ’injection de virus recombinant d’a-synucléine

chez la souris transgénique Aphakia (203).
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4 : 'imagerie des dyskinésies induites par L-DOPA

En pratique courante, les techniques d’imagerie sont majoritairement utilisées pour
réaliser des diagnostics différentiels de la MP. Ainsi, certains radiopharmaceutiques
permettent de confirmer I’existence d’une dégénérescence du systéme dopaminergique,
comme le ['ZI]loflupane qui étudie la recapture présynaptique de la dopamine par les
transporteurs DAT ou encore la ['®F]JF-DOPA qui évalue la synthése de DA par I’activité
présynaptique de I’AADC (figure 26).

B

A

Figure 26 : Scintigraphie cérébrale au [***I]loflupane (76).

A. Fixation dopaminergique nigro-striatale normale dans le syndrome parkinsonien lié aux
antipsychotiques (de méme que dans le tremblement essentiel).

B. Dénervation dopaminergique nigro-striatale avec hypofixation bilatérale prédominant a droite
(fleche) du [*Z1]loflupane dans la maladie de Parkinson.

4.1 U'imagerie TEP dans la maladie de Parkinson et les DIL

Le ['®F]FDG peut étre utilisé, dans certains cas, pour différencier la MP des autres
syndromes parkinsoniens. Les techniques d’imagerie conventionnelles comme I’IRM a 1.5T
ne sont pas contributives car sans particularités. Seul I’IRM T2* peut permettre de révéler
certaines anomalies évocatrices (204,205).

En revanche, en recherche clinique, I’imagerie moléculaire TEP s’est largement
déployée afin de mieux appréhender les mécanismes physiopathologiques sous-jacents de la
MP et notamment des DIL. L’imagerie des systtmes impliqués dans les DIL
(glutamatergique, opioide, adénosinergique...) autres que le systtme dopaminergique, se

développe avec I’apparition de nouveaux radiotraceurs et s’avere tres informative (206).
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4.1.1 Imagerie métabolique de la MP au [*¥F]FDG

L’imagerie TEP au ['®F]FDG est une méthode de choix pour I’étude des mécanismes
moléculaires. En effet, il s’agit d’une méthode non invasive, facilement interprétable,
sensible et tres spécifique. De plus, comme démontré précédemment, cette technique
présente 1’avantage d’étre une technique translationnelle, transposable de I’animal a
I’Homme. Des études longitudinales sont également envisageables (42).

Ainsi, en clinique, un pattern spécifique est bien caractérisé chez les patients
parkinsoniens a 1’état de repos (PD-RP ou PD-Related metabolic covariance Pattern) (207).
Il se traduit par un hypométabolisme au niveau du cortex visuel, du cortex pré-frontal ou
encore du cortex prémoteur latéral tandis qu’une hypercaptation glucidique semble
s’observer dans le thalamus, le pont, le pallidum, le putamen et le cortex moteur primaire
(207,208). Par ailleurs, le tremblement parkinsonien semble avoir son propre pattern
(Tremor-Related Pattern) : augmentation de 1’activité métabolique dans le cervelet, le pont,
le cortex moteur primaire, le noyau caudé et le putamen (209,210). En revanche, aucun
pattern spécifique des patients atteints de DIL n’est actuellement caractéris¢ (figure 27).
L’approche par I’imagerie TEP au ['*F]FDG est intéressante car la sévérité de la pathologie
est corrélée avec le profil métabolique du patient qui se modifie avec I’évolution de la
MP (211) : I’activité neuronale augmente dans le GPi, le noyau subthalamique et le cortex
moteur alors que le métabolisme diminue dans le cortex préfrontal et les régions pariétales
(210,211).

PD-Related pattern B

PD Tremor-related pattern

GP/Put Dorsal pons

Cerebellum/DN

Thalamus Posterior parietal

Figure 27 : Profils métaboliques (PD-related pattern et PD Tremor-related pattern) obtenus en
imagerie TEP au [**F]JFDG chez des patients atteints de la maladie de Parkinson (212)

(A) Le profil PD-RP est caractérisé par un hypermétabolisme dans le thalamus, le globus pallidus (GP), le pont
et le cortex moteur primaire, associé a des réductions métaboliques dans les zones prémotrices latérales
(PMC) et pariétales postérieures.

(B) Le profil métabolique lié aux tremblements de la MP (PD-TP) est caractérisé par des augmentations de
l'activité métabolique du cortex sensorimoteur (SMC), du cervelet, du pont et du putamen.

Les augmentations métaboliques relatives sont affichées en rouge ; les diminutions métaboliques sont
affichées en bleu.
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Concernant I’imagerie pré-clinique, les études TEP au ['®F]FDG chez le rat hémi-
parkinsonien restent rares et les résultats sont inconstants. Toutefois, il apparait que les
profils métaboliques sont différents selon le c6té de la 1ésion (figure 28). Ainsi, un
hypométabolisme du co6té 1ésé est retrouvé au niveau du cortex moteur, de la substance noire
et du noyau pedoculopontin alors qu’un hypermétabolisme est plutdt observé au niveau du
caudé/putamen, du coté controlatéral (213). De plus, méme si les données obtenues sont
hétérogenes, des altérations métaboliques au niveau des ganglions de la base sont toujours
identifiées (214,215) : ces observations évoquent la pathologie humaine, ce qui confirme
I’aspect translationnel de la méthode ainsi que du modele (215). En revanche, d’aprés nos
connaissances actuelles, le modele de rat DIL n’a jamais été caractérisé en imagerie TEP au

['8F]FDG.

Figure 28 : Hypo-intensité au niveau gauche des ganglions de la base (c6té ipsilatéral a la lésion)
chez un modeéle de rat hémiparkinsonien en imagerie TEP au [**F]JFDG (214).

La TEP au ['"*F]FDG peut également représenter une technique de choix pour évaluer
le mode d’action de nouvelles thérapeutiques. Ainsi, apres administration de NLX-112 chez
le rat sain, une augmentation de captation est observée au niveau du cortex pariétal ou de
I’hypothalamus alors qu’une diminution est présente dans le striatum et le cortex piriforme
(216).

4.1.2 Imagerie du systeme sérotoninergique

De facon intéressante, les patients souffrants de dyskinésies conservent des
terminaux sérotoninergiques, notamment au niveau du putamen (142,206) et du globus
pallidus (217), contrairement aux patients avec une MP stable. En effet, avec 1’avancée de
la MP, l’innervation dopaminergique diminue tandis que le systéme sérotoninergique

s’intensifie et prend le relais (218). Il existe une corrélation entre 1’augmentation des
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terminaux sérotoninergiques dans le GP, Iaugmentation de DA au niveau des neurones
GABAergiques striato-pallidaux a 1I’échelle pré-synaptique, et la sévérité des DIL (219). En
imagerie, cela se traduit en particulier par une augmentation du ratio SERT / DAT
(transporteurs visualisés par les radiotraceurs [''C]DASB et ['®F]FP-CIT respectivement)
(220). On note également qu’au fur et a mesure de I’avancée de la pathologie, la recapture
de ['®F]F-DOPA diminue avec la perte de la capacité des neurones a stocker la DA (221).

De maniére trés intéressante, 1’administration d’agonistes 5-HTia, comme la
buspirone, diminue le relargage de DA dans la fente synaptique striatale et atténue les DIL.
On retrouve alors un rétablissement des taux de fixation du [!'C]raclopride au niveau striatal
(142).

Des études d’imagerie TEP se développent spécifiquement dans I’étude des
récepteurs 5-HTia dans la MP et les DIL (219). En effet, il est possible d’étudier
I’implication de ces récepteurs via 1’utilisation de radiotraceurs antagonistes comme le
['8FIMPPF (222) ou le [''C]-WAY-100635 (223). Mais les études restent peu nombreuses
avec des résultats qui peuvent diverger. Une des explications est I’utilisation de radiotraceurs
antagonistes qui ciblent ’ensemble des récepteurs 5-HTia sans tenir compte de leur état
fonctionnel. Une des pistes envisagées est donc le recours a un traceur des récepteurs
fonctionnels 5-HT1a comme le ['®F]F13640, premier radiotraceur développé chez I’Homme
a partir d’un agoniste biaisé (31,224). L’¢étude de Vidal, ef al. (225), a ainsi démontré une
modification de I’état de couplage des récepteurs 5-HT1a entre les rats dyskinétiques et les
rats hémiparkinsoniens. Une diminution de captation du ['®F]MPPF est retrouvée dans le
raphé, le tronc cérébral et le cortex des rats présentant des DIL alors qu’une augmentation
de captation de ['8F]F13640 est observée dans les régions corticales ainsi qu’une diminution

de captation au niveau thalamique de ce méme traceur.
Imagerie des autres systemes :

L’apport de I’imagerie moléculaire est tres utile a la compréhension de la
physiopathologie des DIL. Elle permet notamment d’intégrer une approche multi-
systémique en étudiant les systemes dopaminergique, cholinergique, glutamatergique
([''C]JCNS51519)  (226), adénosinergique ([''C]SCH442,416)  (227), opioide
([''C]diprenorphine) (228), endocannabinoide ['*FIMK-9470 (229), etc...
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4.2 L'imagerie fonctionnelle par Résonance magnétique : la connectivité fonctionnelle

dans la MP et les DIL

11 existe peu d’études concernant 1’étude de la CF chez les modéles animaux de MP
1ésés par la 6-OHDA et encore moins chez ceux présentant des DIL. Cependant, une
augmentation de la CF au niveau des ganglions de la base (cortex moteur, globus pallidus et
striatum) est observée chez des rats hémiparkinsoniens dans 1’étude de Perlbarg et al (230).

La littérature est légerement plus riche chez I’Homme. En effet, il est constaté une
connectivité fonctionnelle aberrante chez les patients atteints de MP et de DIL en rapport
avec les altérations des circuits des ganglions de la base. Il est retrouvé une augmentation de
la CF entre le cervelet et les autres structures impliquées dans le mouvement (thalamus,
putamen, globus pallidus, tronc cérébral) (231,232).

Si 'on s’intéresse plus précisément aux DIL, il est notamment observé une
diminution de la CF entre le cortex frontal et le cortex moteur alors qu’une augmentation de
la CF avec le putamen est présente (233). De plus, des altérations du cortex préfrontal
semblent par ailleurs corrélées aux mouvements involontaires (65,234,235) .

Concernant 1’évaluation des molécules, le candidat médicament NLX-112 s’avére
avoir un profil spécifique chez le rat en IRMf. Apres administration a dose thérapeutique,
NLX-112 semble avoir une action au niveau du raphé ainsi qu’au niveau du thalamus et du

cortex sensori-moteur (50,236).
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Partie 2 : Le trouble dépressif majeur

1.  Le trouble dépressif majeur
1.1 Généralités
1.1.1 Epidémiologie

La dépression, également nommée « trouble dépressif majeur » (TDM) est le trouble

mental le plus fréquent dans le monde avec les troubles anxieux. Elle est caractérisée
principalement par des baisses d’humeur ou une perte durable de la capacité a éprouver du
plaisir ou de I’intérét. D’autres fonctions sont également altérées, des troubles du sommeil
ou de I’appétit ainsi que des troubles cognitifs sont aussi associés (9).
L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime entre 280 et 350 millions le nombre de
personnes atteintes a travers le monde (237,238), ce qui représente pres de S a 6% de la
population adulte mondiale (239), et en passe de devenir la premiére cause d’incapacité dans
le monde d’ici 2030 (240). Ainsi, une personne sur 5 sera touchée au cours de sa vie avec
un nombre de cas incidents qui ne cesse d’augmenter (50% au cours des 30 dernieres années)
(241). Le Barometre Santé 2021 estime, par exemple, que 12,5% de la population frangaise
agée de 18 a 85 ans aurait déclaré avoir vécu un épisode dépressif au cours des 12 derniers
mois. Cela représente une augmentation considérable sur la période de 2017 a 2021 (+ 3.5
points) (242).

De maniere intéressante, il apparait que le TDM touche équitablement les pays plus
ou moins développés et toutes les générations, bien que 1’age médian d’apparition soit 25
ans (243). En revanche, cette pathologie touche plus fréquemment les femmes que les
hommes avec un sex-ratio évalué a 2:1, 1lié a des facteurs cliniques, psycho-
environnementaux, hormonaux et génétiques (244), la grossesse et la ménopause pouvant
notamment jouer un role (245).

La dépression est une maladie tres handicapante associée a des déficiences a la fois
professionnelles, sociales et physiques (246). Elle diminue, en particulier, I’espérance de vie
des personnes atteintes, qui sont, notamment, plus sujettes au risque suicidaire. En effet, les
troubles dépressifs seraient retrouvés dans plus de la moitié des cas de déces par suicide
(247) et environ 3,4% des individus souffrants de TDM seraient morts par suicide (248).
Cette affection, dont I’impact sur la qualité de vie est considérable, représente également un
colt sociétal élevé. Aux Etats-Unis, les colits engendrés dépasseraient 325 milliards de

dollars par an (249). En France, les troubles mentaux représenteraient le premier poste de
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dépenses du régime général de 1’assurance maladie par pathologie avant les cancers et
maladies cardio-vasculaires, soit 19,3 milliards d’euros avec un colit économique et social
des troubles psychiques évalué a 109 milliards d’euros par an (250).

Les cotits médicaux des patients atteints de TDM seraient ainsi multipliés par 6 par
rapport aux personnes non atteintes (251).

Cette charge sanitaire, économique et sociale, induite par les troubles mentaux au
sens large, a contribué a inscrire la santé mentale au premier rang des priorités de santé

publique, jusqu’alors négligée et stigmatisée.

1.1.2 Etiologie

N

La dépression serait liée a un nombre important de facteurs: biologiques,
environnementaux, sociaux, psychologiques... En effet, bien que 1’étiopathogénése ne soit
pas clairement établie et que des hypotheses diverses coexistent, la théorie d’une origine
multifactorielle semble actuellement la plus vraisemblable.

Parmi eux, ont été identifiés :

Des facteurs sociaux et environnementaux :

La dépression est largement associée a I’environnement social et environnemental
qui peuvent représenter des sources de stress. Ainsi, il est possible de différencier : les
évenements aigus négatifs de la vie (perte d’un proche, séparation...) : ils peuvent
représenter le déclenchement de la dépression mais inversement sont plus nettement
retrouvés chez les personnes souffrant de TDM (252), et le stress chronique qui représente
I’exposition durable et a long terme de situations stressantes comme la position socio-
économique, la situation familiale, I’environnement (exposition aux incivilités, délinquance,
logement...) (253). Plus récemment, la pandémie mondiale a la Covid-19 a été un exemple
criant de facteur de stress et de développement de la dépression. Une augmentation de 27,6%
des cas de TDM au niveau mondial a été recensée (254).

L’exposition a des éveénements ou des conditions stressantes de maniere précoce (tels
que les maltraitances physique ou psychologique durant I’enfance), influe également dans le
développement du TDM.

Il existe, de plus, un lien complexe et bidirectionnel entre la consommation voire
I’addiction a certains toxiques (alcool, drogues) ou médicaments qui peuvent €tre une cause
ou une conséquence du TDM (255,256). La sédentarité, I’alimentation sont autant d’autres

facteurs de risques associés a la dépression (257).
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Des facteurs génétiques

La composante génétique a été reconnue comme majeure dans la survenue et
I’évolution de cette pathologie. L’étude de Sullivan et al, (258) a ainsi trouvé un odds ratio
de 2,84 pour ’augmentation du risque de développer un TDM avec des parents au 1 degré
atteints et une héritabilité estimée a 37%. La prévalence étant plus élevée chez les femmes
que chez les hommes, des facteurs génétiques liés au sexe ont également été identifiés (259).

De nombreuses études ont été menées pour tenter d’identifier des geénes de
susceptibilit¢ au développement de TDM (260) comme le gene codant pour
I’apolipoprotéine E ou encore celui codant pour la methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHFR) mais il est encore difficile de confirmer ces associations. Des études sur le
polymorphisme de la région 5S-HTTLPR du gene SLC6A4 codant pour le transporteur de la
sérotonine, Val66Met dans le gene BDNF ou encore le polymorphisme du géne codant pour
le récepteur aux glucocorticoides GR ont été réalisées et des associations ont €té retrouvées
(261).

Des études précliniques et cliniques ont aussi établi un lien entre traumatisme de la
petite enfance et le développement de dépression a 1’age adulte via des modifications de
I'axe Hypothalamo-Hypophyso-Surrénalien et en particulier un hypofonctionnement des
récepteurs aux glucocorticoides. L’exposition a l'adversité dans l'enfance entrainerait une
méthylation de I'ADN des sites clés du gene du récepteur GR et réduirait son expression
(262).

Le développement de nouvelles techniques comme les études d’association
pangénomiques (GWAS), ont également tenté de déterminer des variations génétiques liées
a la dépression. De nombreux loci ont été identifiés comme étant impliqués dans le
développement du TDM (263,264) confirmant [’aspect héréditaire et polygénique de la
dépression. Mais le manque de recul, de reproductibilité et la non-significativité des études
d’associations et méta-analyses sont un frein a I’utilité clinique de cette approche (260,265).
Cette variabilité des résultats a donné lieu, en plus des investigations génomiques, a des
analyses approfondies sur les facteurs épigénétiques.

Ainsi, les facteurs environnementaux pouvant jouer un role dans la modification de
la neurobiologie cérébrale, la théorie interaction gene-environnement GxE a fait son
apparition (266). Le polymorphisme du géne codant pour le transporteur a la sérotonine 5-
HTT (SERT) aurait, par exemple, une influence sur la réponse et 1’adaptation des individus

aux situations de vie stressantes et donc au développement d’un TDM, bien que d’autres
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études ne retrouvent pas cette corrélation (267,268). En effet, Caspi et al. (266) ont montré
que selon I’alléle de S-HTTLPR, les individus présentaient un risque plus ou moins élevé de
dépression mais uniquement s'ils avaient des antécédents d'événements stressants ou de

maltraitance dans l'enfance.

1.1.3 Diagnostic

Le diagnostic de I’épisode dépressif caractérisé (équivalent au terme « majeur »)
repose sur la clinique. Les criteres utilisés sont retrouvés dans la Classification Internationale
des Maladies, 10°™ version (CIM-10), publiée par ’OMS, qui est celle de référence, et le
Manuel diagnostique et statistique des maladies mentales, 5™ version (DSM-V), réalisé par
I’association américaine de psychiatrie.

Les symptomes d’un épisode dépressif caractérisé regroupent plusieurs aspects :
émotionnels, neurovégétatifs et cognitifs (tableau 4). Ils doivent :

- étre présents durant une période minimum de 2 semaines, et chacun d’entre eux a un
degré de sévérité certain, presque tous les jours ;
- avoir représenté un changement par rapport au fonctionnement antérieur

(professionnel, social, familial) ;

- induire une détresse significative.

Tableau 4 : Critéres diagnostiques de I'épisode dépressif caractérisé (269).

Au moins 2 symptémes principaux : Au moins 2 des autres symptomes :

« humeur dépressive ; = concentration et attention réduite ;
= perte d'intérét, abattement ; « diminution de I'estime de soi et de la confiance en soi ;
=« perte d'énergie, augmentation de la fatigabilité. =« sentiment de culpabilité et d'inutilité ;

= perspectives négatives et pessimistes pour le futur ;
» idées et comportement suicidaires ;

= troubles du sommeil ;

= perte d'appétit.

L’examen clinique doit recueillir le maximum d’informations a la fois par le patient
(comme I’existence de troubles somatiques, de troubles psychiatriques...), mais aussi par
une évaluation familiale. De nombreux outils sont a disposition des praticiens pour aider au
diagnostic et évaluer la sévérité (a ne pas confondre avec la gravité), comme 1’échelle de
dépression de Hamilton (HDRS), I’échelle de Montgomery et Asberg (MASDRS) ou le
PHQ-9 (Patient Health Questionnaire) ainsi que le risque suicidaire. Bien que I’HDRS soit

a référence, ces multiples échelles étéro ou d’auto-évaluation laissent place a une
1 f Itipl helles d’hét d’aut luat 1 t pl

hétérogénéité dans I’évaluation des médicaments dans les essais cliniques.
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Des examens complémentaires peuvent également étre utiles comme la biologie ou
I’imagerie afin d’exclure un diagnostic différentiel (autres troubles psychiatriques, maladies
neurodégénératives, maladies somatiques...) ou pour affiner le diagnostic, notamment en
identifiant la présence de comorbidités associées, souvent de nature psychiatrique, comme
I’anxiété retrouvée chez deux tiers des individus (239,270). Des troubles cardio-vasculaires,
des pathologies neurologiques ou encore des maladies d’origine hormonale, comme les
troubles de la thyroide ou la maladie de Cushing sont aussi retrouvés (271,272).

En pratique, le TDM peut présenter différents sous-types (mélancolique,
atypique...), et le choix du traitement dépendra de nombreux facteurs, tels que la
présentation clinique, la gravité, la récurrence, les circonstances d'apparition, et d'autres

considérations spécifiques a chaque patient.

1.2 Physiopathologie, hypothéses mécanistiques

1.2.1 Neuroplasticité

Une hypothese récente suggere que l'altération de la neuroplasticité joue un role
important dans le développement et la persistance des symptomes de la dépression. Cette
altération peut résulter de divers facteurs, tels que le stress, l'inflammation ou l'effet des
traitements antidépresseurs. Elle pourrait étre considérée comme une perturbation des
mécanismes de transduction avec des altérations dans certaines parties du cerveau,
notamment 'hippocampe, ce qui pourrait conduire a la considérer comme une forme de
"pathologie neurodégénérative". Des protéines, telles que le facteur neurotrophique BDNF
(Brain-Derived Neurotrophic Factor), jouent un role clé dans la régulation de la neurogénese
et de la plasticité synaptique, et leur diminution est associée a la dépression. Une approche
pharmacologique vise a restaurer la synthese de BDNF pour favoriser le remodelage cérébral
(273,274).

Dans les conditions physiologiques, le BDNF se lie au récepteur TR«kB
(Tropomyosin Related Kinase) a la surface des neurones déclenchant une cascade de
signalisation intracellulaire, activant plusieurs voies responsables de la survie, la maturation,
la croissance et la plasticité neuronale. Parmi elles, la voie de la superfamille des MAP
kinases (Mitogen-Activated Protein Kinase), en particulier ERK (Extracellular Signal-
Regulated Kinase), régule la transcription de genes en phosphorylant des facteurs de
transcription, tandis que MEK est I'enzyme responsable de la phosphorylation et de

l'activation d'ERK. Des changements adaptatifs durables dans la phosphorylation,
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I'expression et la fonction de ERK se produisent, en particulier, dans le cortex préfrontal
(PFC) et I'hippocampe au cours du développement de la dépression (275). La voie PI3 kinase
(PI3K)-akt (protéine kinase B) joue aussi un rdle crucial dans la neuroplasticité et la
neurogénese. Ces voies convergent vers la stimulation et la synthese de la protéine mTOR
(Mammalian Target of Rapamycin) au niveau de I’hippocampe, de ’amygdale et du PFC
(276) qui représente une plaque tournante de la pathologie dépressive.

Ces facteurs, tels que ERK, BDNF, CREB et mTOR, sont liés les uns aux autres et
jouent un rdle dans la plasticité neuronale et la physiopathologie de la dépression ainsi que
dans l'action des traitements existants. Par conséquent, ces voies de signalisation pourraient
étre des cibles potentielles pour le développement de nouvelles thérapies antidépressives
(Figure 29).

Il est a préciser que ces voies de signalisation sont communes apres activation des

récepteurs sérotoninergiques 5-HTa (22).
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Figure 29 : Réle des voies de signalisation intracellulaire dans le développement des
comportements dépressifs. D’aprés Wang (277) et Wang (275)

Les facteurs de stress chronique qui provoquent un comportement de type dépression induisent une réduction
de l'expression du BDNF dans les régions cérébrales impliquées dans la pathogénese de la dépression,
notamment le cortex préfrontal et I'hippocampe. Cela conduit a une régulation négative de la voie ERK en
aval de TrkB, un récepteur avec lequel le BDNF interagit. La voie ERK régulée a la baisse entraine une moindre
quantité d'ERK active transloquée du cytoplasme vers le noyau, conduisant a une hypoactivation des facteurs
de transcription tels que CREB. Une activité CREB réduite provoque des changements adaptatifs durables dans
I'expression d'un ensemble discret de génes associés a la dépression et contribue de maniére transcriptionnelle
a un comportement durable de type dépression.

Par ailleurs, la protéine mTOR joue sur la neuroplasticité par son influence sur la synthese protéique comme
BDNF.

Ainsi, des travaux ont mis en évidence une diminution de 1’activation des voies
mTOR et BDNF, associée a une diminution de la synaptogénese et des protéines impliquées
dans la neuroplasticité, dans des situations de stress chronique et ce, dans des régions
cérébrales majeures de la pathologie comme 1’hippocampe ou le PFC (278). Une diminution
de I’expression de mTOR au niveau du PFC chez des patients dépressifs en post-mortem

(279) a été retrouvée, tandis qu’une augmentation des protéines inhibitrices de mTOR a été
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observée (280). Des études précliniques ont également montré une réduction de la densité
synaptique et une perte cellulaire dans des modeles animaux de dépression et de stress
(279,281) (Figure 30). Une déplétion des épines dendritiques au niveau des neurones
pyramidaux corticaux du PFC chez des animaux exposés a des stress répétés a aussi été

observée (282).

Caontrol Stress

100 um

Figure 30 : Neurones pyramidaux de rats au niveau du PFC visualisés en microscopie électronique a
balayage (279)

Les images montrent que le stress induit une réduction dans le nombre et la longueur des dendrites apicales.

1.2.2 Implication du systeme sérotoninergique

Le systeme sérotoninergique joue un role clé dans la genese et I’évolution de la
dépression par son implication dans la régulation de I’humeur, du stress et dans la réponse
au traitement. En effet, de nombreuses études mettent en évidence un lien étroit entre le

stress, le systeme sérotoninergique et 1'apparition de phénotypes dépressifs.
Théorie monoaminergique

Dans les années 60, 1I’hypothese que le déficit en catécholamines comme la
noradrénaline (283) (NA) et/ou surtout en tryptamines, comme la sérotonine (284), soit a
I’origine de la dépression, fait son émergence. Cette premiere théorie, regroupée sous le nom
de « théorie monoaminergique », est sous-tendue par de nombreux travaux qui suggerent
une corrélation entre les monoamines et les troubles de I’humeur ainsi qu’une relation entre
la réserpine (antihypertenseur entrainant une déplétion périphérique des stocks de
catécholamines) et la dépression (271). Mais cette premiere approche, qui permet d'aborder

de maniere simplifiée le mécanisme d'action des antidépresseurs, ne peut expliquer a elle
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seule la physiopathologie de la dépression (286). Le schéma ci-apres résume les implications
des principales monoamines dans les processus symptomatiques retrouvés dans la

dépression (figure 31) :
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Figure 31 : Monoamines et traduction clinique, d’aprés Constant (287)

Théorie basée sur les récepteurs

Une deuxieme hypothese est basée sur I’altération et le fonctionnement anormal des
récepteurs a la 5S-HT (et a la NA). En effet, il a ét€ suggéré que la dépression résultait en
partie d’une augmentation pathologique («up-regulation ») de 1’activité de certains
récepteurs monoaminergiques (ex : 5-HT2a et 5-HT>c) mais aussi que 1’augmentation de leur
activité diminuerait en retour la fonctionnalité des récepteurs 5-HT1a. Cette perturbation des
récepteurs serait elle-méme due 2 la déplétion en neurotransmetteurs monoaminergiques. A

I’inverse, d’autres récepteurs comme les récepteurs 5-HT g seraient « down-régulés » dans

des situations de stress (288).
Autres anomalies du systeme sérotoninergique et implication des 5-HT1aR

D’autres anomalies ont été constatées chez les patients atteints de TDM. Parmi elles,
il est possible de citer des marqueurs indirects de 1’activité sérotoninergique comme
I’épuisement des réserves en tryptophane ou la diminution en 5-HIAA, métabolite de la 5-
HT (9). De plus, des dysfonctionnements de la tryptophane hydroxylase (TPH) (289) ou
encore une déficience dans le transport cérébral du 5-HTP (290,291), précurseur immédiat
de la 5-HT, ont été retrouvés parallelement a une réduction des neurones 5-HT et de leurs
projections (292).

Les récepteurs sérotoninergiques, et tout particulierement les récepteurs S-HT1ia,
jouent également un role essentiel dans le développement du TDM et sa prise en charge

(22,288). En effet, le stress atténue considérablement la neurotransmission 5-HT et la
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sensibilité des autorécepteurs 5-HTia (293). De plus, chez des animaux KO du 5-HTaR ou
apres inactivation du gene 5-HT 4, I’apparition d’un phénotype anxio-dépressif est constatée
(293-295). Ainsi, chez les souris 5-HTja—/—, I’administration d’un inhibiteur sélectif de la
sérotonine (ISRS) augmente immédiatement la libération de 5-HT de maniere plus
prononcée que chez les animaux sauvages (296). A contrario, les ISRS semblent inactifs
chez les souris KO, suggérant que leur présence est essentielle aux effets antidépresseurs
(297).

A Iéchelle humaine, le polymorphisme rs6295 du promoteur du géne 5-HTia (C(-
1019)G) est associé a une diminution de réponse au traitement et a une susceptibilité accrue
a la dépression. En effet, les individus possédant I’alléle G ont une surexpression des
autorécepteurs 5-HT1a et donc une diminution de la libération de 5-HT (298,299).

Les expériences d’autoradiographie ont, quant a elles, retrouvé des niveaux
supérieurs de 5-HT1aR chez des souris présentant un phénotype dépressif au niveau de
diverses régions cérébrales comme le PFC, I’hippocampe ou le raphé. Cette élévation est
reversée par I’administration d’un ISRS (300). En 2010, I’équipe de Richardson-Jones (301)
a également montré un lien entre une expression €levée des autorécepteurs 5-HTia et
I’apparition de comportements anxio-dépressifs chez la souris ou encore une résistance aux
ISRS.

Cependant, les études post-mortem sur des cerveaux humains ont montré des
résultats divergents. Certaines démontrent une diminution de la densité des récepteurs 5-
HTia dans 1'hippocampe mais pas dans le cortex (302) tandis que d'autres ont trouvé des
altérations au niveau cortical (303). Une augmentation de la liaison aux 5-HTiaR dans le
PFC ou dans le raphé a également été constatée (9,304) alors qu’une diminution de liaison
sur le SERT était retrouvée. En effet, des altérations de ’inhibition par les autorécepteurs du
raphé sont également observées, cela conduisant a une diminution de la neurotransmission
5-HT dans la dépression (305). Ces variations de résultats peuvent s’expliquer par
I’existence de facteurs confusionnels tels que la prise de médicaments, les comorbidités ou
encore le sexe (9). Le type de récepteurs (auto- ou hétéro-) et la zone cérébrale étudiés jouent
aussi un role. Les résultats d’autoradiographie sont a mettre en corrélation avec les études
d’imagerie chez I’Homme.

En plus d’étre largement impliqués dans la réponse au traitement, les 5S-HT1aR jouent
également un role dans les phénomenes de neuroplasticité (306) en faisant intervenir des
protéines clés de la régulation cellulaire (différentiation, survie, croissance...) comme les

MAPK, CREB ou mTOR (22). Par exemple, 1'administration de BDNF a des cultures
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cellulaires provoque la croissance des neurones sérotoninergiques et les longueurs des
dendrites et inversement la 5-HT augmente I’ARNm du BDNF dans des cultures neuronales
de raphé (307). En outre, plusieurs études démontrent une amélioration de la plasticité
neuronale a la suite d'un traitement par antidépresseur (308,309), notamment par
I’accroissement du BDNF via TrkB et I’activation des voies mTOR et CREB.

Le role des 5-HT1aR dans le comportement 1i€¢ a la dépression et a la réponse au
traitement a aussi été démontré a travers la régulation des canaux GIRK (310).

En résumé, le récepteur 5-HTa joue un rdle crucial dans la régulation de l'activité
des neurones sérotoninergiques du raphé via les autorécepteurs présynaptiques ainsi que
dans la médiation de nombreuses actions post-synaptiques dans diverses régions du cerveau
impliquées dans le TDM (limbiques, corticales, hypothalamiques...). Des niveaux élevés
d'autorécepteurs 5-HTia ou une réduction du nombre de neurones sé€rotoninergiques, en
partie régulée par ces autorécepteurs, ont tendance a diminuer la neurotransmission de la 5-
HT. Parallelement, une activité réduite des récepteurs S-HTa postsynaptiques est impliquée
dans la régulation a long terme de l'expression génique et de la neurogénese contribuant ainsi

a la mise en place de phénotypes anxio-dépressifs (293,311) (figure 32).
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Figure 32 : Implication des récepteurs 5-HT1a dans la dépression. Issue de Albert et Lemonde (293)

Les neurones 5-HT du raphé projettent pour stimuler (via les récepteurs 5-HTza) et inhiber (via les
autorécepteurs 5-HTia) I'activité neuronale corticale, ainsi que pour stimuler I'activité hippocampique et
hypothalamique via les récepteurs 5-HTia postsynaptiques. Les projections du cortex vers le raphé
(glutamatergiques excitatrices) et de I'hippocampe vers le cortex sont également représentées. Les modéles
animaux associés a la dépression, au suicide, ou a des comportements semblables a I'anxiété, présentent un
nombre de récepteurs et des niveaux de glucocorticoides (GC) altérés. Des anomalies de la neuroplasticité
(diminution de la synaptogénése ou neurogénése) sont aussi constatés. Ces phénoménes semblent réversibles
apres thérapie antidépressive. Une surexpression des récepteurs 5-HT1a du raphé associée a une modification
de linhibition par ces mémes autorécepteurs semblent étre responsables de la diminution de la
neurotransmission sérotoninergique. Des altérations des hétérorécepteurs 5-HTia au niveau de zones
cérébrales impliquées dans la dépression comme le PFC, I’hippocampe, ou I’hypothalamus seraient également
présentes. Cette diminution en 5-HT14R pouvant étre liée a une régulation a la baisse en réponse a la faible
disponibilité de sérotonine.

1.2.3 Hypotheses neuroendocriniennes

D'autres hypotheses neuroendocriniennes sont aussi avancées. L’expérience clinique
et les recherches précliniques ont notamment identifié trois grands axes hormonaux
impliqués dans la physiopathologie des troubles de I’humeur et plus particulierement de la
dépression (312) : D’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien, I’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique ainsi que 1’axe hypothalamo-hypohyso-surrénalien (HHS ou HPA en

anglais). Ce dernier régule le stress et la réponse au stress. Il est composé de trois principales
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glandes endocrines : I’hypothalamus qui sécréte la Corticotrophin-releasing hormone
(CRH), I’hypophyse qui produit ’hormone adrénocorticotrope (ACTH) et enfin les glandes
surrénales qui synthétisent notamment les glucocorticoides, dont le cortisol, selon un cycle
nycthéméral. Un rétrocontrole négatif est a I’origine de la régulation du taux plasmatique de

cortisol qui peut s’avérer néfaste a dose ¢levée (figure 33).
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Figure 33 : Activation et rétrocontréle de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) chez
I’humain et le rongeur. D’aprés Maheu (313) et Wepler (314).

La sécrétion de CRH par I’hypothalamus stimule la production d’ACTH par I’hypophyse. La corticosurrénale
détecte les concentrations sanguines d’ACTH et, en réponse a cette activation de I’hypophyse, sécréte du
cortisol. Un rétrocontréle négatif est exercé, notamment a l'aide de deux structures cérébrales : le cortex
préfrontal (récepteurs glucocorticoides de type Il) et I’hippocampe (récepteurs glucocorticoides de type | et I1).
Ainsi, un message inhibiteur associé au cortisol circulant est adressé a I’hypothalamus et a I’hypophyse. Par
ces boucles de rétrocontréle négatif, I'organisme peut réduire, et ramener a une valeur basale les
concentrations sanguines de cortisol apres, par exemple, un événement traumatisant.

Chez ’'Homme, la cortisone est convertie en cortisol par la 11-8-hydroxystéroide-déshydrogénase-1 (116-
HSD1), et inversement par la 116-HSD2. Chez les rongeurs, la 11-déhydrocorticostérone est convertie en
corticostérone, et inversement.

L’axe HHS fait I’objet de nombreux travaux, tant dans la compréhension de la
physiopathologie de la dépression dans laquelle il est observé une dérégulation de I’axe
associée a une augmentation de la cortisolémie et également du cortisol salivaire (315) que
dans le développement d’approches thérapeutiques (316,317). Des modifications de volume
des surrénales ou de I’hypophyse, décrites dans la littérature chez des sujets atteints de TDM
corroborent I’implication de I’axe HHS (318,319). Mais bien qu’une altération de ce dernier
soit retrouvée chez les patients dépressifs et associée a des mauvaises réponses cliniques et
un taux élevé de rechutes, le fonctionnement demeure complexe. En effet, les traitements

modulant cette cible, comme les antagonistes des récepteurs aux glucocorticoides, telle que
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la mifepristone, ou les antagonistes des récepteurs a la CRH, les CRFR1 ne sont actuellement
pas concluants (312,320). De maniére intéressante, il est a noter que I’inversion de
I’altération du rétrocontrole négatif est étroitement liée a la réussite du traitement
antidépresseur (321). Par ailleurs, une relation étroite et réciproque entre 1’axe HHS et le

systeme sérotoninergique existe dans le TDM (322).

1.2.4 Autres

Enfin, d’autres hypothéses trés intéressantes sont également a I’étude comme
I’implication de I’inflammation dans la dépression. Plusieurs études démontrent, par
exemple, des relations entre les concentrations de cytokines pro-inflammatoires (ex :
interleukine-6, TNF-a...) ou encore la suractivation de cellules immunitaires et les troubles
dépressifs (273,323). En relation avec le systéeme immunitaire, il apparait que le microbiote

intestinal jouerait aussi un role dans la pathologie (324) (figure 34).
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Figure 34 : Complexité de la physiopathologie de la dépression (292)

1.3 Altérations neuro-anatomiques

De nombreux travaux ont pu mettre en évidence des altérations anatomo-
fonctionnelles chez les patients atteints de TDM, tant a 1’échelle microscopique que
macroscopique (325). En effet, les connaissances actuelles sont basées sur les résultats de
diverses méthodes comme 1’imagerie anatomique (IRM), I’imagerie fonctionnelle (TEP)
et ’histopathologie. Ainsi, le premier modele de la physiopathologie humaine qui a été
décrit, se résumait en une atteinte de structures interconnectées formant le circuit limbico-
cortico-striato-pallido-thalamique (326). Aujourd’hui, cette approche a été simplifiée en

un modele fronto-limbique, bien que d’autres régions comme le cortex pariétal seraient
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impliquées (327). Dans cette partie, nous aborderons donc les structures majeures
intervenant dans le systéme de la régulation de ’humeur et des émotions, circuit clé du
développement de la maladie dépressive (figure 35). Ces régions apparaissent cruciales dans
les processus de plasticité synaptique et neurogénese, la mémoire ou encore la réponse et la
résistance aux médicaments antidépresseurs (328).

Nous présenterons cet expos€ en trois parties : le systeme cortical, le systeme

limbique et les autres régions impliquées.

1.3.1 Le systeme cortical
Cortex préfrontal

Plus précisément, la région qui a été définie comme impliquée dans la
physiopathologie du TDM est le cortex pré-frontal (abrégé en PFC). Il s’agit de la zone
antérieure du cortex cérébral et particulierement de la zone située a I’avant des régions
motrices et prémotrices. De maniere anatomique, il est possible de différencier plusieurs
régions distinctes au PFC : le cortex préfrontal dorsolatéral (dIPFC), le cortex ventrolatéral
(vimPFC), et le cortex préfrontal médian (mPFC) qui peut €tre divisé en cortex orbitofrontal
(OFC) et cortex cingulaire antérieur (CCA) (329). Ces régions sont étroitement liées et
associées aux mémes processus clés comme la régulation émotionnelle, le comportement
social, la prise de décision, 1’évaluation de récompenses ou encore la régulation de
I’attention. Des variabilités de classification existent selon les avancées scientifiques, les
chercheurs et I’espéce étudiée. Pour simplifier, et par souci de compréhension, ces zones ont
été regroupées, dans cet exposé, sous le terme de PFC qui joue un role central dans la
régulation des émotions, la conscience de soi, la prise de décision sociale et d'autres
fonctions cognitives. Le CCA sera traité a part. Ainsi, des dysfonctionnements du PFC ont
été associés a divers troubles mentaux, notamment la dépression.

Tout d’abord, de manieére anatomique, plusieurs méta-analyses ont montré que les
individus atteints de TDM présentaient des PFC volumétriquement réduits (330) avec
notamment une réduction de la substance blanche (331). Cela est associé a une hypoactivité
de cette structure (332) et expliquerait I’incapacité des patients dépressifs a prendre des
décisions et a « positiver ».

Par ailleurs, au niveau histologique, le réseau neuronal du PFC se compose
principalement de neurones pyramidaux glutamatergiques excitateurs (~ 80 a 90 % de la
population totale) et d'interneurones GABAergiques inhibiteurs (~ 10 a 20 %) (333). Ce

réseau est connecté a de nombreuses structures, notamment du systeme limbique (amygdale,
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thalamus, hippocampe) mais aussi le DRN. Dans la dépression, ce réseau est altéré a tout
point de vue : diminution du nombre de neurones et de 1’activité neuronale, déséquilibre de
la balance « excitation/inhibition » (E/I), connectivité (333). En effet, la diminution de

volume est liée a la perte de cellules gliales et a 1’atrophie neuronale (334).

Cortex cingulaire antérieur

Le cortex cingulaire est divisé en deux parties : le cortex cingulaire antérieur (CCA)
et le cortex cingulaire postérieur. Le CCA est une région cérébrale qui est souvent étudiée
en relation avec le cortex préfrontal en raison de ses interactions fonctionnelles étroites.
Selon les définitions, il peut méme faire partie intégrante du cortex préfrontal. Il est souvent
défini comme une structure a la jonction entre le cortex préfrontal et le systeme limbique,
réalisant le transfert des informations du systeme limbique vers les structures cognitives
supérieures. Tout comme le PFC, le CCA est impliqué dans certains processus cognitifs et
dans la régulation des comportements émotionnels. Cette structure apparait comme modifiée
dans le TDM tant dans son activité métabolique (335) qu’anatomique, avec une réduction
de la matiere grise (336,337). Une hyperconnectivité fonctionnelle entre le CCA et le PFC
semble étre associée a la dépression (338). En parallele, les traitements médicamenteux
diminuent cette connectivité. Les récepteurs NMDA de cette région jouent un rdle essentiel

dans la neuroplasticité a long terme (339).

1.3.2 Le systeme limbique

Le systeme limbique est un ensemble de structures corticales (insula, gyrus
cingulaire...) et sous-corticales impliquées dans la mémoire et I’apprentissage, les émotions
et le comportement. Selon les classifications, la composition du systeme limbique peut
varier. Dans un souci de simplification, nous aborderons : 1’amygdale, I’hippocampe, le
thalamus, les noyaux caudés, I’hypothalamus et le septum latéral. Il est a noter que les
symptomes de la dépression semblent principalement dus a 1’altération de I’amygdale ou de

I’hippocampe, qui sont les deux structures limbiques les plus étudiées et décrites.

L’amygdale

L'amygdale est une petite structure en forme d'amande située dans la région du lobe
temporal. Son role central est de traiter les émotions, en particulier celles liées a la peur et a
I'anxiété. Elle permet de reconnaitre, d'évaluer et d'attribuer des significations émotionnelles

aux stimuli sensoriels, ce qui est essentiel pour réagir rapidement et de maniere appropriée
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a des situations potentiellement menagantes ou a des stimuli percus comme dangereux. De
plus, l'amygdale est impliquée dans l'apprentissage et la mémorisation, notamment dans
l'association entre les stimuli et les expériences émotionnelles. Elle communique avec le
PFC et le CCA afin de réguler et moduler les réponses émotionnelles et comportementales.
L’amygdale serait hyperactive chez les sujets atteints de TDM (340). Cette région serait ainsi
active lors de stimuli négatifs en association avec une altération de la connectivité entre
I’amygdale et les structures corticales (CCA et PFC) (328,341).

Concernant les modifications de volume, les études apparaissent controversées (325).
Une augmentation a parfois été décrite (342) tandis qu’une absence de variation ou une
diminution est observée dans d’autres travaux (343). Cette structure est difficile & mesurer

et est tres sensible a la présence ou non de traitement associé (343,344).

L’hippocampe

L'hippocampe est une structure cérébrale située dans la région médiane des lobes
temporaux, constituée de couches ayant chacune son propre circuit. Il possede diverses
fonctions mais il s’agit surtout d’une région essentielle a I’apprentissage et a la mémoire

mais également au traitement des réponses émotionnelles (345).

L’hippocampe est une région trés étudiée dans le TDM. Il est systématiquement
associé a une réduction volumétrique. Cependant, plusieurs méta-analyses ont mis en
évidence que la diminution du volume de 'hippocampe était plus particuliecrement observée
chez les patients souffrant de dépression de longue date (346,347). De plus, des études
longitudinales ont révélé que les réductions de volume de I'hippocampe deviennent plus
prononcées en cas de persistance des symptomes dépressifs (330). Par ailleurs, d'autres
études ont également montré que ces changements structurels pourraient refléter une
vulnérabilité préexistante au TDM, notamment chez les individus présentant certains profils
génétiques ou ayant des antécédents de stress précoce (348). Il est a mentionner que
I’altération de la connectivité entre 1’hippocampe et le PFC serait impliquée dans la

dépression (349).

Ces modifications macroscopiques sont également visibles a I’échelle cellulaire
comme une altération de la neurogénese. La réduction des taux de BDNF faciliterait, par

exemple, les dommages neuronaux dans 1I’hippocampe (350).

Enfin, il existe des preuves que le stress via I'axe HHS peut entrainer des taux élevés

de glucocorticoides chez les patients atteints de TDM et peut agir sur les nombreux
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récepteurs des glucocorticoides dans I'hippocampe (351). La dérégulation de 1'axe HHS est

ainsi associée a des anomalies structurelles dans 1'hippocampe et le PFC (317,330,352).

Siege des décisions et de I'action.
Volume réduit
Hypoactivation

Régule le stress et abrite la
neurogénese.
Volume réduit

D [ coo e s |

Traitement des émotions surtout Régulation des émotions.
négatives, comme la peur. Volume réduit
Hyperactivation, méme au repos

Figure 35 : Altérations des principales structures cérébrales fonctionnelles et anatomiques liées au TDM (297,325)

Les recherches utilisant I'imagerie cérébrale sur des patients souffrant de TDM présentent des preuves
convaincantes et cohérentes d'une réduction constante du volume de certaines régions cérébrales corticales
et limbiques, telles que le PFC et I'hippocampe. Ces régions jouent un réle crucial dans la régulation des
émotions, de I'humeur et de la cognition. Ces découvertes suggérent que |'atrophie neuronale est liée a la
durée de la maladie ainsi qu'a la période de début du traitement (353).

Le thalamus

Cette structure régule la conscience, le sommeil et la vigilance et est également liée
au traitement des émotions et de la douleur. En effet, la quasi-totalité des informations
envoyées au cortex passe par le thalamus (structure de relais). A noter qu’il joue aussi un
role essentiel dans la coordination motrice, comme relaté dans la partie sur les DIL dans la
MP. Des variations volumétriques ont également €t€ associées a cette zone cérébrale (354).
Du point de vue fonctionnel, une tendance a I’hyperactivité liée a une activation des neurones
glutamatergiques a été retrouvée dans la dépression (355-357) associée a une augmentation
du nombre de neurones (358). D’aprés Zhang et al, I’hyperconnectivité observée au niveau
thalamique serait responsable d’une surcharge d’informations sensorielles négatives et a un
manque de régulation émotionnelle, ce qui suggererait que le thalamus serait une plaque

tournante dans le TDM (359).
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Le striatum

Comme décrit précédemment, le striatum est une structure complexe constituée des
noyaux caudés et du putamen qui composent les ganglions de la base et jouent un rdle dans
la coordination et I’exécution des mouvements. Cependant, il comprend également le
striatum ventral (noyau accumbens), associé au systeme de récompense et de motivation.

Ces régions sont étroitement liées a la régulation et au traitement des émotions.

Dans la dépression, il peut y exister des altérations dans la maniere dont le striatum
réagit aux récompenses et aux stimuli positifs, ce qui pourrait contribuer aux symptomes de
perte d'intérét et de plaisir observés chez les personnes déprimées (360). Il semble, en effet,
que le TDM se caractérise par une intégration altérée du systeme de récompense et une
réponse réduite du striatum. Hamilton et al ont émis I'hypothese que cette activation réduite
du striatum dans le TDM est due a une diminution de la stimulation tonique des synapses
dopaminergiques striatales (361). Des réductions volumétriques ont aussi été observées

(347).
L’hypothalamus

L'hypothalamus est impliqué dans de nombreuses fonctions comme la régulation de
la température corporelle, de I’appétit ou de la réponse au stress. En effet, il permet la liaison
entre le systeme nerveux autonome et le systeme endocrinien par le biais de I'hypophyse. 1l
aun role clé dans la régulation de I’axe HHS. Bien que des anomalies fonctionnelles de I’axe

HHS aient été retrouvées, les anomalies anatomiques sont moins évidentes (362).
Le septum latéral

La région septale, constituée des noyaux septaux du septum latéral (SL) et du septum
médial, est située dans la partie inférieure de la face médiale du lobe frontal. Il s’agit d’une
aire voisine au septum pellucidum (fine paroi située entre les ventricules latéraux). Les
noyaux septaux recoivent des connexions de différentes structures du systeme limbique :
hippocampe, amygdale, hypothalamus, gyrus cingulaire, thalamus... (363). Cette zone
cérébrale, particulierement le SL, est essentielle a la régulation émotionnelle, la motivation
et le comportement social (364).

En effet, I’un des premiers roles attribués au septum est sa participation au circuit de
récompense. Les recherches ont montré que la stimulation électrique du SL peut étre

extrémement gratifiante pour les animaux, les incitant a s'auto-stimuler de maniere
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compulsive (365). Par ailleurs, la Iésion du septum chez I’animal provoque une « rage
septale » avec des réponses exagérées liées a la peur ou au comportement agressif
inapproprié (366). Ainsi, ces dysfonctionnements ont été liés a un éventail de troubles
psychiatriques comme la dépression (367).

I1 est intéressant de souligner que le SL a une influence sur I’axe HHS. L’activation
de ce dernier est ainsi provoquée par la 1ésion du SL. Cela suggere que le SL pourrait exercer
ses roles anxiolytique et antidépressif par le biais d'une inhibition tonique de 1'axe HHS,
expliquée par la présence d’ une majorité de neurones GABAergiques. Singewald et al, ont
suggéré que cette inhibition était médiée par les 5-HT1aR qui sont fortement exprimés dans
le LS (17,368). Ils ont également montré que l'injection d'un agoniste sélectif des récepteurs
SHTia dans le LS supprimait les augmentations induites par le stress des niveaux de
corticostérone, marqueur de l'activation de 1'axe HHS (368).

Anatomiquement, le LS recoit une entrée sérotoninergique des noyaux du DRN. Ces
résultats peuvent expliquer pourquoi les patients souffrant d'anxiété et de dépression qui ont
une activité sérotoninergique réduite (369), ont un axe HHS dysfonctionnel (370,371). Par
ailleurs, il apparait que la phosphorylation de ERK soit réduite dans le SL d’un modele de
rat dépressif indiquant que 1'inhibition de ERK dans cette structure soit également impliquée
dans le développement de la dépression et serait une cible pour de futurs médicaments
antidépresseurs (275). De plus, les récepteurs a I’adénosine A2A présents dans le SL peuvent

également représenter une piste thérapeutique (372).
1.3.3 Autres structures altérées

D’autres structures s’averent €tre impliquées et altérées dans la physiopathologie
dépressive comme, par exemple, le cervelet qui pourrait jouer un rdle dans des fonctions
cognitives et émotionnelles comme la dépression (373), notamment par 1’abondance
d’entrées sérotoninergiques et noradrénergiques qu’il recoit. Bien que les études soient
discordantes, une tendance a la réduction de matiere grise dans cette structure a plutdt été
observée (374) ; cette atrophie serait méme corrélée a la sévérit¢ du TDM (375).
Microscopiquement, une diminution du nombre de cellules gliales a été retrouvée (373). Le

cervelet peut également influencer la réponse au stress en interagissant avec 1’axe HHS.

1.3.4 L'imagerie des structures comme biomarqueur du TDM ?

Un nombre important de travaux portent a présent sur les relations entre I’imagerie

anatomique et/ou fonctionnelle et le TDM. Ainsi, I’imagerie apparait étre un excellent
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biomarqueur dans le TDM (328,376,377). Par exemple, les diminutions de volume de
I'hippocampe et du PFC pourraient indiquer spécifiquement une disposition a présenter des
rechutes (330), une durée prolongée de la maladie dépressive et une absence de rémission
ou une résistance au traitement (378). Ainsi, les modifications volumétriques de
I’hippocampe et du PFC pourrait représenter un marqueur précoce (379) de la dépression et
sont corrélées avec la sévérité de la dépression (380). En outre, il a été constaté que le volume
des structures clés du TDM pouvait étre modifié avec le traitement antidépresseur, cela
représentant alors un indicateur de la réponse au traitement. Par exemple, le volume de
matiere grise dans le gyrus frontal moyen gauche diminue chez les patients dépressifs non
traités et augmente apres un traitement médicamenteux (381). De plus, une augmentation du
volume de matiere grise dans I'hippocampe a été révélée chez les patients atteints de TDM
apres traitement suggérant que I'augmentation du volume de 1'hippocampe était associée a
une amélioration clinique (382,383). La connectivité entre les structures peut également

varier avant (384) et apres une thérapie antidépressive (385).

Les différents types de traitement (médicaments, psychothérapies, thérapies de
stimulation) peuvent avoir des effets différents sur les anomalies régionales. Il est possible
d’imaginer d’adapter le choix de la thérapie en fonction des altérations cérébrales

préexistantes (243,386).

14 Traitements et prise en charge
1.4.1 Prise en charge du TDM

L’objectif premier du traitement de 1’épisode dépressif est la rémission compléte et
durable des symptOomes dépressifs (243).

Pour résumer, la prise en charge comprend soit un traitement psychologique (thérapie
cognitivo-comportementale), soit un traitement pharmacologique ou I’association des deux,
en fonction de I’intensité¢ de I’épisode. L’utilisation d’un médicament antidépresseur est
impérative en cas d’épisode sévere. Fondé sur la théorie monoaminergique de la dépression,
environ 90% des antidépresseurs agissent en augmentant le taux de 5-HT dans la fente
synaptique (387). Il peut s’agir d’un inhibiteur de la recapture de la sérotonine (ISRS) ou de
la recapture de la sérotonine et noradrénaline (IRSNA) (388-392), ou éventuellement de la
miansérine ou de la mirtazapine. L’utilisation des antidépresseurs imipraminiques,
Heme

antagonistes a2 et de ’agomélatine est possible mais seulement en intention.
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A noter que la durée minimale recommandée de traitement antidépresseur est de 6
mois une fois la rémission clinique obtenue (393). L’évaluation de 1’efficacité¢ doit
s’effectuer 4 a 8 semaines apres introduction du fait du délai d’action de ces molécules.

Par ailleurs, la prévention de la pathologie dépressive et de ses rechutes n’est pas a
négliger. De nombreuses méthodes ont prouvé leur efficacité, tant a 1’échelle individuelle
que collective, comme 1'éducation, la psychothérapie, la pharmacologie, le mode de vie et la

nutrition (394).

1.4.2 Classification des médicaments antidépresseurs

Dans les années 50 a lieu la premiere révolution pharmacologique en psychologie et
en psychiatrie grace a la découverte, par sérendipité, de 1’iproniazide (Marsilid), un
inhibiteur de la Monoamine oxydase (IMAO) de structure hydrazidique qui apparait
posséder, en plus de son pouvoir antiinfectieux, une activité sur I’humeur des patients qui
« dansaient dans les couloirs » (395). En parallele, Roland Kuhn, participe a I’expansion
avec I’imipramine (Tofranil), chef de file des antidépresseurs tricycliques (ATC) (396). La
mise sur le marché des IMAO et des ATC sera a 1’origine de la théorie monoaminergique
dans la dépression (397). Vingt ans plus tard, une deuxieme révolution s’engage avec
I’apparition des premiers ISRS, comme la fluoxétine, qui présentent un meilleur profil
d’efficacité, de tolérance et de sécurité (398). Il existe diverses classifications, regroupant
les molécules selon leur forme chimique ATC NO6 « psychoanaleptiques ».

Ainsi, il est possible de distinguer différentes familles d’antidépresseurs, également
appelés thymoanaleptiques (399) ; leur mécanisme d’action est résumé dans la figure 36 ci-

apres :
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IMAD : inhibiteurs de la monoamine oxydase ; ISRS : inhibiteurs sélectifs de la recapture de |a sérotonine ;
IRSMA - inhibiteurs de la recapture de |a sérotonine et de la noradrénaline ; NET : transporteur de la norépinéphrine ;
SERT : transporteur de la sérotonine ; TCA - antidépresseurs tricycliques.

Figure 36 : Cibles pharmacologiques des principales classes d’antidépresseurs (399)

Les TCA (Antidépresseurs tricycliques ou inhibiteurs non sélectifs de la recapture de la sérotonine ou
antidépresseurs _imipraminiques) : Leur dénomination fait appel a leur structure chimique, un noyau
iminodibenzyl comportant 3 cycles, avec une chaine latérale variable, porteuse d’une fonction amine
secondaire ou tertiaire. Les TCA agissent en inhibant, plus ou moins sélectivement, les transporteurs de la
recapture présynaptique de la noradrenaline (NET) et/ou de la sérotonine (SERT). Cependant, ils agissent
également sur d’autres neurotransmissions (ex : cholinergique, histaminique, adrénergique a...), a 'origine
d’effets recherchés (antagonistes a2 comme la mirtazapine) ou au contraire d’effets indésirables (sédation,
effets atropiniques...).

Les inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAQO) bloquent les enzymes responsables de la dégradation des
bioamines cérébrales (MAO = monoamine oxydase, isoforme A ou B). Du fait de leurs effets secondaires et de
leurs interactions, ils ne sont que tres peu utilisés.

Les ISRS inhibent la recapture de la sérotonine suite a I'inhibition sélective et spécifique du transporteur SERT,
de haute affinité (400). La 5-HT libérée par le raphé agit sur les structures limbiques telles que I'hippocampe
et le cortex, produisant des effets antidépresseurs. Au niveau central et périphérique, la 5-HT peut aussi
entrainer des effets secondaires tels que des nausées, une perte de libido ou de la somnolence (398).

Les IRSNA (ou IRSN), peuvent quant a eux inhiber sélectivement les transporteurs SERT et NET. Ces molécules
sont bien tolérées et leurs effets secondaires presque négligeables.

Il existe d’autres antidépresseurs n’entrant pas dans les classes ci-dessus. Les thymorégulateurs (sels de
lithium, lamotrigine...), surtout utilisés dans le cadre de la dépression résistante, I'agomélatine, dérivé de la
mélatonine, le bupropion ou encore, le millepertuis, phytomédicament bien toléré mais présentant de
nombreuses interactions médicamenteuses.
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1.4.3 Pronostic

L’évolution de la dépression est imprévisible, notamment en matiere de durée, de
rechutes ou de nombres d’épisodes. Qui plus est, cette pathologie est associée a un risque
suicidaire important, expliquant en partie 1’espérance de vie raccourcie des patients atteints
de TDM.

En I’absence de traitement, peu de patients se rétablissent de maniére spontanée de
maniere précoce (environ 20%) (401,402). De plus, le terme de guérison est difficile a
employer car ce trouble est souvent récurrent et se présente sous forme épisodique (243).
Une fois traités, la majeure partie des patients sont en rémission apres un an. Toutefois, il
est a préciser que I’OMS estime a 75% le nombre de personnes non traitées dans les pays en
voie de développement (403), et la prise en charge efficace des troubles mentaux est entravée
par divers défis tels que l'insuffisance de ressources, le manque d’investissements dans les
soins de sant¢ mentale, I’insuffisance de professionnels formés et la persistance de la

stigmatisation sociale liée a ces troubles.
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2.  Letrouble dépressif majeur

2.1 Notions de résistance et de non-réponse : problématique des
antidépresseurs
Malgré les progres majeurs réalisés, les traitements antidépresseurs actuels
présentent des inconvénients importants tels que des problemes de tolérance et d'efficacité
insuffisante qui ont suscité des déconvenues et des remises en question quant a leur
utilisation.
2.1.1 Définitions

Les définitions sont issues des recommandations francaises (393) et de I’American

College of Neuropsychopharmacology (404,405) et résumées dans la figure 37 :

REMISSEON

SYMPTOMES

SYNDROME

Phase aigué Consolidation Entretien
(6-12 sem) {4-9 sem) (=1an)

Figure 37 : Réponse, rémission, rechute et récidive pendant les phases de traitement
antidépresseur (406).

La réponse au traitement s’observe pendant la phase aigué. Les rechutes peuvent survenir avant (phase aigtie)
ou apreés la rémission (consolidation). La récidive se manifeste pendant la phase d’entretien.

La réponse au traitement est définie comme « la réduction des symptémes dépressifs a un degré cliniquement
significatif dans les suites de I'initiation du traitement. Les patients « répondeurs » sont ceux dont le score a
I’échelle HRSD ou MADRS a diminué d’au moins 50 % aprés 6 a 8 semaines de traitement. » (407).

La rémission compléte est définie par « 'absence durable (plus de 2 semaines) de symptémes ou la présence
de quelques symptémes minimes avec un score a la HRSD < 7 ou a la MADRS < 10 ». La rémission partielle
quant a elle est définie par « la présence de 2 a 4 des symptdomes définis dans les critéres diagnostics de
I’épisode dépressif caractérisé, elle est définie par un score a la HRSD-17 entre 8 et 14 ». En terme d’efficacité,
la rémission n’est obtenue que dans 20 a 40 % des cas aprés un premier traitement antidépresseur (404,408).
En général, environ un tiers des patients déprimés connaissent une rémission complete, un tiers une
amélioration partielle, et un tiers ne répondent pas au traitement (409). De plus, l'efficacité des
antidépresseurs est seulement légérement supérieure a celle d'un placebo, avec seulement 15% des patients
obtenant un bénéfice significatif du traitement au-dela de I'effet placebo (410) mais augmente avec la sévérité
et la durée des symptémes. Les résultats des études cliniques sont influencés par le design de I'étude
(411,412).

La rechute et la récurrence se référent au retour des symptémes. La rechute a lieu aprés que la rémission soit
attribuée et avant la guérison de I’épisode. Les taux de rechute varient ainsi entre 20 % et 85 % dans les 6 mois
suivant la rémission clinique apparente (413). La récurrence survient une fois la guérison attribuée. 50 a 80 %
des patients connaissent au moins deux épisodes avec une gravité et une fréquence croissante (414). Le taux
de récidive est estimé jusqu’a 70 a 80 % des cas a 5 ans (415).
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Notion de résistance :

La résistance au traitement dans la dépression est un corollaire aux progres
pharmacologiques et thérapeutiques. Celle-ci est ainsi mentionnée pour la premiere fois lors
du congres international de psychiatrie de Bale en 1973 (416). Pichot puis Angst
s'accorderent pour en donner une définition globale, comme étant «l'ensemble des
dépressions dont I'évolution spontanée n'est pas influencée par les mesures thérapeutiques».
Trop générale pour étre admise, cette définition précede les nombreuses autres définitions
données depuis.

L’¢tude STAR*D (Sequenced Treatment Alternatives to Relieve Depression) a
révélé que seulement 50 % des patients répondaient apres le premier traitement et que pres
de 30% des patients souffrant de dépression n’obtenaient pas de rémission apres 4 lignes de
traitements antidépresseurs consécutifs (404,414,417). Cependant, le nombre de patients
atteints de dépression résistante au traitement (DRT) varie selon les études, allant de 6,6 %
a44 % (418).

Malgré des divergences, la définition la plus largement acceptée est que la DRT se
caractérise par une réponse inadéquate ou une persistance des symptomes, apres deux essais
successifs d’antidépresseurs de classe pharmacologique différente, a dose et durée adéquates
en monothérapie, tout en s’assurant d’une observance de qualité (au moins 80 % du
traitement pris sur la période considérée) (413,419,420). De plus, il n’est pas possible de
parler de résistance au traitement antidépresseur chez un patient sans avoir essayé un
imipraminique ou la venlafaxine, sous réserve des contre-indications (409). La coexistence
de définitions multiples peut poser entre autres des problemes méthodologiques dans les
essais cliniques et les travaux de recherche (413,421).

Avant d’affirmer I’existence d’une DRT, le clinicien doit donc prendre en
considération plusieurs aspects non spécifiés dans les criteres de DRT (422) : s’assurer de
I’absence de diagnostic différentiel, du respect de la posologie optimale, de la durée
suffisante de traitement et de la vérification de I’observance (20 a 50% des patients) (423).
Le praticien doit également prendre en compte les variables psychosociales (éducation,
emploi...) et I’adhésion psychologique du patient.

Par ailleurs, il est généralement admis que 1’évolution spontanée et 1’effet placebo

non-spécifique expliquent plus de 50% des changements au cours du traitement (418).
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Bien qu’un nombre important de patients souffrent de DRT, les études ont montré
que pres de 93% des patients s’amélioraient dans les 10 ans (424). Toutefois, ces personnes

présentent un taux de mortalité significativement plus élevé (425).

2.1.2 Biomarqgueurs de réponse au traitement

Du fait des taux de rechutes importants, du manque d’efficacité des thérapeutiques
actuelles et des problemes d’observance des patients, il semble essentiel d’identifier des
biomarqueurs prédictifs de la réponse au traitement afin de rassembler les patients en
groupes homogenes et tendre a une médecine personnalisée de précision. Cette recherche de
biomarqueurs aiderait donc aussi a la découverte de nouvelles cibles et donc de nouvelles
molécules. Cela rejoint les grands principes du projet Research domain criteria (RDoC),
lancé en 2009, qui revoit la classification des maladies neuropsychiatriques en prenant en
compte des approches multidimensionnelles (neurobiologie, biomarqueurs imagerie...), qui
s’oppose au DSM utilisant une classification uniquement basée sur la clinique (426).

Parmi les biomarqueurs analysés, ceux du sang périphérique semblent étre les plus
accessibles (417) avec le développement des nouvelles technologies basées sur I’approche —
omics (427). En outre, le polymorphisme génétique est largement étudié a travers les
cytochromes (428—431), les cytokines pro-inflammatoires (432,433) ou les voies génétiques
associées a la neuroplasticité (434). Cependant, I’association de ces technologies avec la
clinique et les techniques d’imagerie anatomique et fonctionnelle semble étre tres
intéressante (328,376-378,435,436). A noter qu’une insuffisance de transmission entre
I’hippocampe et le PFC est envisagée comme responsable des problématiques de résistance
au traitement (413,437).

Par ailleurs, le dosage plasmatique des antidépresseurs reste envisageable (438).

2.1.3 Problématiques liées aux antidépresseurs actuels

En complément du nombre significatif de patients résistants aux antidépresseurs
ciblant les neurotransmetteurs monoaminergiques (374), d’autres problématiques sont a

soulever quant a leur utilisation :
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Effets indésirables

Comme évoqué, les antidépresseurs actuels ne sont pas exempts d’effets secondaires
et sont donc contre-indiqués dans certaines situations. Intrinseéquement a leur mécanisme
d’action touchant des cibles moléculaires diverses (récepteurs cholinergiques Mi, les
récepteurs histaminergiques H; ou encore récepteurs aj-adrénergiques), les ATC et les
IMAO:s sont les antidépresseurs qui présentent le plus d’effets indésirables (398). Bien que
I’apparition des ISRS et des IRSNA ait considérablement diminué les effets secondaires et
donc augmenté le profil de sécurité et de tolérance des antidépresseurs, ils n’en sont tout de
méme pas dénués (439,440). Cette problématique, loin d’étre anecdotique, a pour
conséquence une moindre observance des patients (20 a 40% des patients avant 6 mois et
supérieure a 50% apres 6 mois de traitement (392,441). Certains médicaments ont, en outre,
fait ’objet de retrait du marché comme 1’amoxapine (442) qui présentait des toxicités
cardiovasculaires, ou I’indalpine, provoquant des agranulocytoses ou la minaprine,

responsable de toxicités neurologiques (443).
Surconsommation des antidépresseurs et remise en question de la prescription

Avec I’incidence croissante des maladies liées a la santé mentale et I’arrivée des
antidépresseurs de deuxieme génération, sont apparues des inquiétudes du fait de la
surprescription d'antidépresseurs, en particulier pour des pathologies moins séveres ou
lorsque d'autres options thérapeutiques a 1’efficacité comparable et sans effets secondaires
pouvaient €tre envisagées (392,444).

D’apres la base de données de 1’Organisation de coopération et de développement
économiques (OCDE), la consommation d’antidépresseurs a augmenté depuis 2015
(445,446). En France, elle est passée d’environ 5,1 de doses quotidiennes pour 100 habitants
en 2015 a 5,5 en 2020. Cependant, elle ne fait plus partie des pays ou les antidépresseurs

sont les plus consommés.

Dépendance et sevrage

Bien que remis en question, certains types d'antidépresseurs pourraient entrainer une
dépendance physique et des symptomes de sevrage, méme avec des ISRS (447,448).
L’amineptine a, par exemple, été retirée du marché du fait de sa pharmacodépendance et un
syndrome a d’ailleurs été décrit dans le DSM-V et nommé « syndrome de discontinuation

associé aux antidépresseurs », qui apparaitrait chez des patients en sevrage des
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antidépresseurs. Les mécanismes impliqués restent encore méconnus, mais les symptomes

décrits sont handicapants (confusion, vertiges, hallucinations...) (449).

Délai de réponse thérapeutique / mécanisme d’action des ISRS :

Les antidépresseurs agissant sur les neurotransmetteurs monoaminergiques, comme
les ISRS, produisent des effets thérapeutiques significatifs au bout de plusieurs semaines

alors que I’augmentation des concentrations en monoamines est tres rapide (278).

La premiére explication repose sur I'hypothese du récepteur monoaminergique de
la dépression. Selon cette théorie, la dépression serait causée par une augmentation (up-
regulation) des récepteurs monoaminergiques. Les antidépresseurs seraient donc efficaces
en provoquant une diminution adaptative (down-regulation) avec une désensibilisation de
ces mémes récepteurs. En effet, les modifications immédiates de la concentration en
neurotransmetteurs induiraient des processus plus tardifs qui seraient expliqués par des
modifications de 1’expression génique ou des phénomenes de neuroplasticité, comme la
synthese de BDNF, ceci contribuant finalement a 1’apparition des effets thérapeutiques

clinique recherchés (figure 38) :

A. LU'ISRS bloque la recapture de la B. Uaccumulation de la 5-HT provoque
sérotonine, entrainant son accumulation une down-régulation de ses récepteurs
dans la synapse

Figure 38 : Comment relier des modifications immédiates de concentration en neurotransmetteurs
a des changements cliniques bien plus tardifs ? Hypothése du récepteur monoaminergique de la
dépression. D’aprés Stahl et al. (450)

(A) Lorsqu'un antidépresseur, de type ISRS bloque une pompe a recapture de la monoamine comme SERT, un
nombre accru de neurotransmetteurs s'‘accumule dans la synapse.

(B) Cette augmentation de neurotransmetteurs entraine une baisse de sensibilité (down-regulation) de leurs
récepteurs en post-synaptique. Les changements cliniques se produisent plus tard car la down-regulation des
récepteurs est un processus qui prend du temps. Cette adaptation des récepteurs est paralléle a I'apparition
retardée des effets bénéfiques des antidépresseurs dans le traitement de la dépression et au développement
d'une tolérance aux effets secondaires (liés aux effets synaptiques immédiats).
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En complément de la premiere théorie, une hypothése de désensibilisation du
récepteur 5-HT1a a également été décrite par Blier et de Montigny (451).

En effet, les autorécepteurs 5-HT1a somatodendritiques présynaptiques ont été
identifiés comme étant impliqués dans le retard de 1'effet thérapeutique des antidépresseurs
(452). De maniere contre-intuitive, en début de traitement, 1’administration d’ISRS entraine
une augmentation de la 5-HT principalement dans 1’aire somatodendritique activant ainsi les
autorécepteurs 5-HT1a du raphé et provoquant une diminution de la libération de 5-HT par
rétroaction négative (293,453). Apres deux a trois semaines d'administration de
I’antidépresseur, ces autorécepteurs sont désensibilisés et internalisés, menant a une
réduction de leur densité et donc a une libération recherchée de sérotonine qui produit des
effets anxiolytiques et antidépresseurs via les hétérorécepteurs (293). Cela démontre une
différence fonctionnelle des autorécepteurs qui se désensibilisent contrairement aux
hétérorécepteurs post-synaptiques. Cette désensibilisation des autorécepteurs S5-HTia
apparait nécessaire a l'efficacité clinique du traitement antidépresseur chronique bien que
leur absence totale puisse avoir des effets néfastes (454). A noter que la désensibilisation
s'inverse dans les deux semaines suivant l'arrét des antidépresseurs, ce qui augmente le
risque de récurrence des épisodes de dépression majeure (455).

Le temps de renouvellement des autorécepteurs 5-HT1a in vivo a été estimé a 2 a 3
jours apres larrét de sa transcription (456). Par conséquent, les mécanismes de
désensibilisation semblent étre trop rapides pour expliquer les changements adaptatifs du
nombre d'autorécepteurs 5-HT1 qui se produisent généralement sur une période de plusieurs
semaines, comme observé apres un traitement antidépresseur. Des changements dans

l'expression des genes et la mise en jeu de cascades moléculaires sont donc évoqués (figure

39).
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Figure 39 : Représentation schématique du mécanisme d’action des ISRS (5)

Tout d'abord, il y a blocage de la recapture présynaptique de la sérotonine par I'inhibition de SERT. Par
conséquent, la concentration de 5-HT dans I'espace présynaptique (aire somatodendritique) augmente (au
niveau du raphé).

A) En aigu (administration unique) : Il'excés de 5-HT active les autorécepteurs présynaptiques 5-HTia
(inhibiteurs de I'activité neuronale), ce qui conduit a une diminution de libération de sérotonine. Les ISRS, dans
un premier temps, réduisent l'activité sérotoninergique neuronale : I'effet est contre-thérapeutique.

B) En administration chronique (au moins quatorze jours) : les taux extracellulaires élevés de sérotonine sont
maintenus et de ce fait il y a une désensibilisation fonctionnelle des autorécepteurs 5-HTia déterminant une
désinhibition de I'activité neuronale et une réduction de I'inhibition de la libération de sérotonine. Il en résulte
une vague de libération de 5-HT au niveau des terminaisons axonales, avec une activation des récepteurs 5-
HT, dont les 5-HT1a post-synaptiques: I'administration chronique d'un ISRS augmente finalement la libération
neuronale de sérotonine (effet thérapeutique atteint).

L’hypothése monoaminergique remise en question

Des travaux relativement récents ont démontré que d’autres systemes de
neurotransmission étaient impliqués dans la dépression, tels que la transmission
cholinergique, GABA-ergique ou glutamatergique (457-459). La dépression est une
pathologie complexe et multifactorielle qui va au-dela de la déficience en monoamine,

comme la 5-HT, ce qui remet en question I'hypotheése monoaminergique. Un des exemples
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est que la déplétion expérimentale des monoamines peut réduire I’humeur des patients
déprimés non traités, tandis qu’elle ne modifie pas I’humeur des sujets sains (460).

Par ailleurs, certains traitements qui n’affectent pas la sérotonine de manicre
significative, comme le bupropion (461) ou la reboxétine (462), ont démontré une efficacité
comparable aux ISRS.

Mais bien que réductrice, cette hypothese demeure étre a la base de nombreux
travaux scientifiques, et reste acceptée et largement relayée, notamment par les industries

pharmaceutiques, du fait de son message simple a comprendre (463).

2.2  Priseenchargedela DRT:

Apres optimisation du traitement initial, les stratégies actuelles pour la prise en
charge de la DRT reposent essentiellement sur la potentialisation de 1’effet antidépresseur
par [’utilisation de molécules existantes repositionnées (364). Plusieurs classes de
médicaments peuvent étre citées : le lithium (thymorégulateur), les anticonvulsivants comme
la lamotrigine, les dérivés de 1’acide valproique, ou encore la carbamazépine, les
antipsychotiques de 2°™ génération (quétiapine, 1’aripiprazole ou le brepiprazole), les
hormones thyroidiennes... (246,414,464—466).

Ces médicaments, qui pour la plupart ne sont pas dénués d’effets indésirables, n’ont
pas encore fait leur preuve dans le traitement de la DRT et font encore I’objet de recherches
approfondies. De manicre négligeable, des techniques de neurostimulation sont aussi
indiquées dans la DRT (436). Les stratégies thérapeutiques sont synthétisées dans le

Tableau 5.

Tableau 5 : Résumé de la prise en charge de la dépression selon I’'avancé dans la pathologie.

Palier Traitement

I Monothérapie antidépressive

Il Stratégies d’association (ex : autre antidépresseur,
lithium, antipsychotiques atypiques)
1] Stratégies d’appoint, notamment avec ECT ou kétamine
v Traitements expérimentaux, essais cliniques...
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2.2.1 Lakétamine : chef de file des RAADs

Une avancée majeure a vu le jour ces dernieres années avec la découverte de I’action
antidépressive de la kétamine, chef de file d’une nouvelle classe d’antidépresseurs. La
kétamine  (2-(2-chlorophényl)-(1-méthylamino)-cyclohexanone) est un  dérivé
arylcyclohexylamine. Cette molécule a été synthétisée dans les années 60 comme alternative
a la phencyclidine (PCP), puis approuvée comme agent anesthésique dans les années 70.

Ces dernieres années, des travaux révolutionnaires ont engendré un changement de
paradigme dans la prise en charge de la dépression (467). Les équipes de Berman en 2000
(468), puis de Zarate en 2006 (469), ont démontré qu’une faible dose de kétamine sous forme
racémique (0,5 mg/kg administré par voie intra-veineuse pendant 40 minutes) était capable
d’exercer une action antidépressive rapide (dans les 72 heures apres injection, voire des 2
heures apres administration selon des données récentes) et persistante (au-dela de sa demi-
vie d’élimination de 2 a 3 heures) chez des patients atteints de DRT (470,471). Les effets
ont subsisté une semaine apres administration chez 35% des patients et jusqu’a 28 jours
apres chez une minorité d’entre eux (469). Les études estiment que 50 a 75% des patients
avec une DRT ont présenté une réponse favorable des la premiere dose (472,473), et que les
taux de réponse et de rémission pouvaient méme étre plus élevés apres administration de
doses répétées, bien que le rythme des administrations soit patient-dépendant (474,475).
Enfin, la kétamine démontre une réduction significative de tous les symptomes de
dépression, y compris les idées suicidaires (476,477). Des questions demeurent quant au
sujet de la prescription optimale de kétamine parentérale. Par ailleurs, la kétamine a dose
subanesthésique possede également un effet anti-hyperalgique qui rend son utilisation
multiple, comme dans ’antalgie des douleurs post-opératoires, la prise en charge des
douleurs aux urgences ou les douleurs neuropathiques chroniques rebelles (456). Cette
molécule differe des autres agents anesthésiques par son anesthésie dite dissociative qui se
caractérise par une analgésie puissante avec perte de conscience, tandis que les réflexes
musculaires sont conservés, expliquée par une réduction de 1’activité thalamo-corticale et
une augmentation de ’activité du systeme limbique. Ainsi, des doses plus faibles que 0,5
mg/kg permettant d’éviter cet effet dissociatif ont été étudiées mais sans grand succes (478).
Au sujet de sa pharmacocinétique, la kétamine possede une distribution rapide dans les tissus
vascularisés avec un large volume de distribution du fait de son caractere lipophile. Son
excrétion rapide est essentiellement urinaire sous forme de métabolites (moins de 4% sous

forme inchangée (479), le plus souvent inactifs, bien que le (2R, 6R)-hydroxynorkétamine
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(HNK) semble avoir des propriétés antidépressives intrinseques avec un meilleur profil de
sécurité (480,481). Cette métabolisation importante, qui s’effectue au niveau hépatique par
les cytochromes P450, en particulier CYP3A4 et CYP2AG6, est a I’origine de nombreuses
interactions médicamenteuses. En plus de son administration IV, la kétamine peut étre
administrée par différentes voies (intramusculaire, nasale, rectale, orale...), qui ont chacune
leurs propriétés pharmacocinétiques propres ainsi que leurs propres posologies.

Concernant ses caractéristiques pharmacodynamiques, la kétamine agit comme
antagoniste non compétitif du récepteur canal N-méthyl-D-aspartate (R-NMDA)
glutamatergique (L-glutamate). Par la présence d’un carbone asymétrique, cette molécule
est un mélange racémique. Elle possede donc deux énantiomeres : une forme S-kétamine ou
eskétamine et une forme R-(-) ou arkétamine, avec des propriétés différentes (482). En effet,
I’eskétamine est un anesthésique deux fois plus puissant que le racémique et a une affinité
quatre fois plus importante que la R-kétamine au R-NMDA (483). Les données PK-PD de

la kétamine sont résumées dans la figure 40.

A

Phenclyclidine Ketamine (S)-Ketamine R)-Ketamine
\ CYP3A4 ++
0
NH,
Cl
Norkétamine
CYP2B6 et CYP2AG6
o NH
HO y
Cl

6-Hydroxynorkétamine

Figure 40 : Structures chimiques de la phencyclidine (PCP), de la kétamine et de ses énantiomeres
ainsi que de la principale voie métabolique

En présence des isoformes du cytochrome P450, la kétamine est N-déméthylée pour générer la norkétamine
correspondante, puis hydroxylée en hydroxynorkétamine (HNK).

111



Ainsi, la découverte des effets antidépresseurs rapides et durables de la kétamine ont
mené a la commercialisation d’une forme nasale d’eskétamine en 2019 (Spravato) (484),
d’abord par la FDA puis par ’EMA avec I’obtention de I’AMM européenne en fin d’année
(485).

Gréce a ses caractéristiques uniques, la kétamine est donc le premier antidépresseur
a action rapide (Rapid-Acting AntiDepressant, RAAD en anglais) développé dans le monde.
Deux indications sont actuellement retenues : le traitement de la DRT en association avec
un ISRS ou IRSNa et le traitement aigu de I’épisode dépressif caractérisé en situation
d’urgence (486).

Bien que seule I’eskétamine ait ’AMM comme antidépresseur, du fait de sa clairance
élevée et de son potentiel meilleur index thérapeutique, on ignore encore si son action
antidépressive est supérieure, inférieure ou égale a I’arkétamine. Certaines études ont montré
que la R-kétamine présentait un plus grand effet antidépresseur et de maniere plus durable
(487).

Le frein majeur a une utilisation plus massive et plus avancée dans les lignes de
traitement reste le profil de sécurité de la kétamine. En effet, de nombreux effets indésirables,
intrinséques a son mécanisme d’action, ont été décrits, nécessitant une surveillance
hospitaliere aprés administration (477). Parmi eux, il est possible de citer des troubles
cardiovasculaires (effets sympathomimétiques et augmentation des catécholamines
circulantes se traduisant par une augmentation de la fréquence cardiaque, de la pression
artérielle et du débit cardiaque), des troubles du systeme respiratoire, des symptdmes gastro-
intestinaux (nausées, vomissements) et surtout des troubles psychiatriques comme des
hallucinations, confusion mentale, désorientation temporo-spatiale...

Ses effets psychodysleptiques sont parfois recherchés par certains utilisateurs. Du
fait de ’augmentation de 1'usage de kétamine a des fins récréatives et du nombre de cas
d'abus, cette substance a été inscrite sur la liste des stupéfiants depuis le 24 avril 2017 (488).
De par I'utilisation complexe de la kétamine, expliquée par ses nombreux effets secondaires,
son profil de tolérance a long terme méconnu et son potentiel usage abusif, il semble
essentiel de développer de nouveaux médicaments de type RAAD afin de traiter les patients
dépressifs en impasse thérapeutique et limiter le risque suicidaire. Pour cela, il apparait

crucial de mieux comprendre son mécanisme d’action qui reste encore partiellement élucidé.
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Hypotheéses de mécanisme d’action de la kétamine

Le mécanisme d’action de la kétamine est principalement dii a sa propriété
d’antagoniste des récepteurs glutamatergiques NMDA au niveau cérébral (489).

A D’état basal physiologique, le glutamate, neurotransmetteur excitateur, est stocké
au niveau des neurones pré-synaptiques et agit au niveau post-synaptique sur plusieurs types
de récepteurs glutamatergiques ionotropes comme les AMPA-R (a -amino-3-hydroxy-5-
méthylisoxazol-4-propionate) perméables aux cations (Na+, K+). Une fois activés, ces
derniers provoquent une dépolarisation membranaire significative et rapide permettant
I’activation des NMDA-R par ’expulsion du magnésium. Ainsi, I’action conjointe du
glutamate et de son co-agoniste, la glycine, provoque une entrée calcique majeure qui
enclenche les cascades intracellulaires et contribue a la plasticité synaptique et a
I’apprentissage. Pour maintenir 1’homéostasie de la transmission glutamatergique,
I’activation des NMDA-R situés sur les interneurones GABAergiques inhibe les neurones
cibles qui diminuent alors la libération de glutamate qui a un potentiel neurotoxique.

C’est la désinhibition des interneurones GABAergiques, principalement au niveau
cortical, qui sous-tend 1’hypothese principale avancée par Maeng et Zarate (490), du
mécanisme d’action de la kétamine comme antidépresseur. La figure 41 ci-apres résume le

mécanisme d’action supposé¢ de la kétamine :
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Figure 41 : Théorie simplifiée du mécanisme d’action de la kétamine (adapté de Das (491))

1) A faible dose, la kétamine se lie et inhibe préférentiellement des récepteurs NMDA-R sur les interneurones
GABA-ergiques via le site allostérique phéncyclidine (PCP). 2) Il en résulte une excitabilité réduite de ces
interneurones inhibiteurs provoquant la désinhibition des neurones glutamatergiques et une libération
augmentée de glutamate par dépolarisation accrue du neurone présynaptique, notamment au niveau
cortical. 3) Le glutamate libéré se lie préférentiellement aux AMPA-R postsynaptiques qui activent le Na * et
le Ca?* dans la cellule (473). La kétamine favorise ainsi le déplacement du gradient glutamatergique au profit
des récepteurs AMPA dans le PFC (413,473). L'afflux de calcium et la dépolarisation activent alors les canaux
calciques voltage-dépendants (VDCC). 4) La forte concentration intracellulaire locale de Ca?* déclenche la
libération vésiculaire de BDNF dans I'espace synaptique qui se lie et active son récepteur de surface, le
récepteur TrkB. 5) Cela active 2 grandes cascades de signalisation impliquant MEK/ERK et PI3K/Akt, qui
convergent vers la voie mTOR, régulateur clé de la synthése des protéines et de la plasticité synaptique. Ces
événements conduisent a la traduction des protéines synaptiques impliquées dans la neurogénese et la
neuroplasticité comme le BDNF (492). En paralléle, il existe une seconde hypotheése d’inhibition directe qui co-
existe certainement avec la premiére (493,494). Celle-ci stipule que le blocage des NMDA-R par la kétamine
désactiverait la protéine eEF2K (kinase du facteur d’élongation eucaryote 2), en entrainant de ce fait la
déphosphorylation de eEF2 et donc la reprise de la synthése protéique comme le BDNF.

6) Ces processus activent la synthese protéique locale et conduisent a une synaptogenese massive et a la
formation d'épines dendritiques. On pense que cette série d'événements rétablit une connectivité normale
entre les régions cérébrales clés telles que le cortex pré-frontal et les structures limbiques comme
I'hippocampe et I'amygdale et est responsable des effets antidépresseurs puissants et durables de la
kétamine.

La kétamine peut également activer la cascade de plasticité cellulaire en inhibant des NMDAR non localisés
sur les interneurones GABA.

AKT, protein kinase B; AMPAR, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid receptor; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; eEF2, eukaryotic elongation factor
2; ERK/MAPK, extracellular signal-requlated kinase/mitogenactivated kinase; GABA, y-aminobutyric acid;
mTORC1, mechanistic target of rapamycin complex 1; NMDAR, Nmethyl-D-aspartate receptor; TrkB,
tropomyosin receptor kinase B.
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Ces phénomenes de changement dans les cascades intracellulaires, comme le
recrutement de la voie mTOR, I’induction d’une synthése protéique et d’une synaptogénese
accrues ainsi qu’une régulation des AMPA-R a la hausse (augmentation de la transcription
des geénes codant AMPA) (495) seraient donc a 1’origine de I’efficacité puissante et durable
de la kétamine contre la DRT, contrairement a certains antagonistes NMDA, comme la
mémantine ou aux ISRS, qui ne présentent pas d’augmentation de la voie mTOR.

En effet, plusieurs travaux viennent corroborer cette hypothése qui est a présent
largement répandue. Par exemple, I’inhibition de la phosphorylation de ERK annule les
effets antidépresseurs de la kétamine (496). Les travaux de Li et al, (282) ont, quant a eux,
montré que I’administration de rapamycine, inhibiteur de mTOR, bloquait également les
voies de signalisation induites par la kétamine et ses effets. Pour finir, les souris BDNF KO
présentent un phénotype d’animaux dépressifs et ne sont pas sensibles aux propriétés
antidépressives de la kétamine (497) tandis que les taux de ARNm de BDNF sont diminués
dans le sang et le cerveau des patients atteints de TDM (498).

Par ailleurs, il a été rapporté que la sous-unité NR2B avait une action prépondérante
dans les propriétés antidépressives de la kétamine (499) et notamment dans 1’activation de
la voie mTOR (500). Les récepteurs NMDA sont effectivement des complexes
tétramériques, composés de deux sous-unité NR1 et deux sous-unités NR2 (NR2A, NR2B,
NR2C ou NR2D). C’est ainsi que des antagonistes sélectifs du sous-type NR2B sont
actuellement développés comme Ro025-681, qui imite les effets moléculaires et
comportementaux de la kétamine (501).

Toutefois, ces hypotheses demeurent réductrices car 1’action antidépressive de la
kétamine ne dépendrait pas uniquement des NMDA-R. Pour exemple, le principal
métabolite de la kétamine (80%), le (2R,6R-)HNK, qui possede une tres faible affinité pour
les NMDA-R (489), conserve des propriétés antidépressives alors qu’elle est inactive comme
anesthésique et ne présente pas d’effets dissociatifs ou psychostimulants. Cette molécule
actuellement a I’essai (502) produirait, tout comme son parent, une diminution de la
phosphorylation de eEF2, une augmentation de BDNF, et potentiellement de mTOR (503)
et son action serait médiée particulierement par les AMPA-R, bien que les récepteurs
nicotiniques aient été aussi évoqués (504). Pour preuve du role essentiel des récepteurs
AMPA, I’administration d’un antagoniste AMPA-R, comme le NBQX (2,3-dioxo-6-nitro-

7-sulfamoyl-benzo[f]quinoxaline), abolit les propriétés antidépressives de la kétamine. Ces
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découvertes soutiennent I’hypothése que le mécanisme d’action de la kétamine est complexe
et multifactoriel.

De nombreux travaux ont ainsi montré 1’activité de la kétamine sur diverses cibles
moléculaires comme les récepteurs dopaminergiques Dy, les récepteurs sérotoninergiques 5-
HT>, HTa et 5-HTg, les récepteurs opioides, les récepteurs cholinergiques muscariniques
(M1, M2 et M3) et nicotiniques, de méme que certains canaux sodiques et calciques (489).
Ces diverses cibles sont a la fois responsables des effets bénéfiques mais également
secondaires (NMDA-R : hallucinations, perceptions altérées, récepteurs opioides : sédation
et sensations de dissociation, 5-HT-R : nausées, vomissements et troubles de I'humeur,
récepteurs cholinergiques : confusion, troubles cognitifs, récepteurs adrénergiques
augmentation de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque). La kétamine possede
aussi d’autres propriétés comme une activit¢ immunomodulatrice en interagissant avec le
recrutement des cellules inflammatoires, la production de cytokines ou la régulation des

médiateurs inflammatoires (505).

2.2.2 Autres RAADs en cours de développement

L’¢tude du mécanisme d’action de la kétamine a permis 1’émergence d’autres
thérapeutiques de type RAAD, plus ou moins avancées dans leur stade de développement
(414,506-509). L’objectif est actuellement de synthétiser des molécules possédant des
propriétés antidépressives puissantes (i.e. agissant sur la DRT et les idées suicidaires),
rapides et durables, tout en évitant les effets secondaires et le potentiel addictogene. Ces
nouveaux antidépresseurs a action rapide non monoaminergiques semblent avoir un impact
sur les processus cognitifs, la plasticité et connectivité¢ cérébrale voire I’épigénétique,
entrainant des effets a court et a long terme qui modifient profondément 1’évolution de la
maladie (413).

Ainsi, il est possible de donner quelques exemples en classant les stratégies par cibles
moléculaires (510) :

Par analogie au mécanisme d’action de la kétamine, des antagonistes non sélectifs
des NMDAR (amantadine, mémantine), ciblant des sous-unités des NMDAR (lanicémine
(511) MK-0657 (512) traxoprodil, CERC-301, Ro25-6581) ou des agonistes partiels comme
le rapastinel, sont a 1’étude (513,514). Des molécules avec un effet potentialisateur des
AMPAR (LY392098 (515) ou ORG 26576 (516)) ou des modulateurs des récepteurs
métaboltropiques mGLU sont également a I’essai (MPEP (517), acamprosate (518),
LY379268 et MGS0039 (519)).
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De plus, des molécules agissant sur d’autres systeémes de neurotransmission comme
la signalisation GABAergique et les récepteurs opioides (520-522),
cholinergiques (523,524), dopaminergiques (525-527) ou encore impliquant des voies de
signalisation cellulaire, comme des antagonistes des récepteurs a I’IL-6 (tocillizumab...) ou
certains anti-inflammatoires (etanercept, infliximab...) (528) sont actuellement développées
ou repositionnées dans le traitement de la DRT. Par ailleurs, il est possible d’imaginer le
développement de médicaments augmentant les niveaux de BDNF, améliorant la
signalisation du récepteur TrkB ou favorisant l'activation de mTORC (279,413,477).

Par la large implication du systeme sérotoninergique, de nombreuses molécules
ciblant divers récepteurs 5-HT sont en cours de développement. Il est possible de citer la
psylocibine (529), agoniste mixte des récepteurs 5-HT2a, 5-HT1a, 5-HT2c, la nefazodone,
ou I’hypidone hydrochloride (YL-0919) (530).

2.2.3  Molécules ciblant les récepteurs 5-HT1a comme nouveaux RAADs

Au-dela du ciblage du systeme sérotoninergique, les récepteurs 5-HTia ont
particulierement fait I’objet de recherches intensives afin de traiter les patients atteints de
TDM et notamment de DRT.

Ainsi, deux stratégies ont été étudiées. La premicre était d’augmenter la
désensibilisation des récepteurs 5-HTia présynaptiques qui serait une maniere de
potentialiser les traitements antidépresseurs (531). Il a été proposé que les antagonistes des
récepteurs 5-HTia (en particulier présynaptiques) pourraient accélérer, et peut-Etre
augmenter, les effets cliniques des antidépresseurs classiques en empéchant la rétroaction
négative, cela en permettant une augmentation plus rapide de la 5-HT synaptique. Le
pindolol, antagoniste des 5-HT1aR (mais aussi B-bloquant) a, de ce fait, été testé comme
antidépresseur en association avec des ISRS avec des résultats mitigés (532,533). Il s’avere,
en effet, que I’activation des 5-HT1aR post-synaptiques au niveau du cerveau antérieur est
essentielle a ’activité antidépressive (534), et de multiples études sur les antidépresseurs
classiques (ISRS, tricycliques) ou plus atypiques (lithium, ECT...) ont démontré une
augmentation de la signalisation des 5-HT1aR post-synaptiques par des phénomenes directs
ou indirects (294).

La seconde stratégie a donc été d’évaluer I’administration de molécules agissant
directement sur les 5-HTiaR et il s’est avéré qu’elles pouvaient avoir des priorités
antidépressives. Par exemple, I’administration d’un agoniste 5-HT 14, le 8-OH-DPAT, dans

le septum latéral (368) se révele efficace chez I’animal par un mécanisme impliquant
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I’inhibition de 1’axe HHS. Par ailleurs, le flesinoxan, un autre agoniste 5-HT1a semble avoir
des effets antidépresseurs intéressants, en particulier dans la DRT (535,536) ou encore la
buspirone, antagoniste partiel de ces mémes récepteurs (537). Cette hypothese a été
confirmée par une action antidépressive menée en diminuant spécifiquement 1’expression
des récepteurs présynaptiques du raphé sans toucher les hétérorécepteurs, notamment
corticaux, en utilisant des siRNA (295). Plus particulierement, I’activation des récepteurs 5-
HTia post-synaptiques au niveau du PFC semble étre une piste prometteuse pour la

recherche de nouveaux traitements antidépresseurs et de nouveaux RAADs (533).
Kétamine et récepteurs 5-HT1a

Les récepteurs 5-HTia post-synaptiques corticaux seraient particulierement
impliqués dans le mécanisme d’action ainsi que dans 1’effet rémanent de la kétamine
(538,539). L’¢équipe de Lopes-Gil a montré que la kétamine administrée en intra-cortical
avait un effet similaire a la kétamine systémique (538). De plus, la kétamine semble
augmenter la 5-HT de maniere rapide dans le PFC mais pas dans le DRN. Elle n’agirait
véritablement pas par une modification de la fonctionnalité des autorécepteurs 5-HTa.
L’hypothése soutenue est que la kétamine, en provoquant un efflux de glutamate via les
NMDAR des interneurones GABAergiques, induirait une stimulation des projections
sérotoninergiques du préfrontal vers le DRN. Les neurones du raphé ainsi activés induiraient
une libération de 5-HT au niveau du préfrontal a 1’origine des effets antidépresseurs. De
méme, une libération de noradrénaline serait aussi provoquée via les projections du locus
coeruleus. Bien que les neurotransmissions glutamatergique et noradrénergique aient un role
dans Dactivit¢ de la kétamine, c’est bien la sérotonine qui soutiendrait [’activité
antidépressive prolongée de cette molécule. Ceci a été confirmé par d’autres expériences :
la kétamine serait incapable d’agir chez I’animal déplété en 5-HT par inhibition de la TH
(540) et les effets antidépresseurs de la molécule apparaissent atténués par le blocage des 5-

HTiaR avec du WAY 100635 (541) (figure 42).
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Figure 42 : Kétamine et systéme sérotoninergique (538)

La kétamine produirait des effets antidépresseurs en stimulant la libération de glutamate par l'intermédiaire
de récepteurs NMDA des neurones inhibiteurs GABAergiques, ce qui activerait ensuite les neurones du raphé
et déclencherait une libération accrue de sérotonine dans le cortex préfrontal. Parallélement, il y aurait une
libération de noradrénaline grdce aux projections provenant du locus coeruleus.

Les travaux de Fukumoto et al (539) vont encore plus loin, en démontrant que la
kétamine, en stimulant indirectement les récepteurs 5S-HTa post-synaptiques intracorticaux,
activerait la cascade de signalisation Pi3k/akt/mTOR impliquée dans la plasticité synaptique
(282) et induirait in fine des effets antidépresseurs soutenus (figure 43).

L’action des agonistes 5-HTa passerait de la méme fagon par 1’activation des

récepteurs postsynaptiques corticaux et le déclenchement de la voie mTOR (539).
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Figure 43 : Mécanismes potentiels sous-tendants les effets antidépresseurs soutenus de la
kétamine (539).

Les récepteurs 5-HTia du PFC joueraient, en outre, un role crucial dans la

physiopathologie de la DRT et sous-tendraient 1’action des RAADs (539).
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2.2.3 Sélectivité fonctionnelle : des agonistes biaisés 5-HT1a pour traiter la DRT

A travers cet exposé, nous avons pu constater que 1’arsenal thérapeutique destiné aux
patients souffrants de DRT apparaissait limité et que le seul RAAD commercialisé
actuellement présentait des effets secondaires importants, des risques d’abus et
d’interactions médicamenteuses (469,477,542). Il semble donc crucial de développer de
nouveaux médicaments de type RAAD. De plus, nous avons constaté I’implication évidente
des récepteurs 5-HTia dans la régulation de I’humeur mais aussi dans D’activité
thérapeutique des molécules antidépressives, allant des ISRS aux nouveaux RAADs, comme
la kétamine. Divers ligands des récepteurs 5-HTia ont ainsi été commercialisés en tant
qu’anxiolytiques, comme la buspirone, ou encore en tant qu’antidépresseur, comme la
vortioxétine ou la vilazodone (543). Ces molécules agissent de fagcon non sélective, en
stimulant indifféremment les récepteurs pré et post-synaptiques. L’agoniste 8-OH-DPAT,
quant a lui, ne représente qu’un outil de recherche et posseéde une mauvaise biodisponibilité
(544).

Des agonistes biaisés 5S-HTa pourraient donc représenter une alternative intéressante
aux antidépresseurs « classiques » en activant une voie de transduction spécifique dans des
zones cérébrales distinctes (27,36) et en permettant une réduction des effets secondaires, un
effet antidépresseur rapide ou encore une meilleure efficacité (22,27,28,510). Ainsi,
I’utilisation d’agonistes sérotoninergiques ciblant spécifiquement les récepteurs 5-HTia
post-synaptiques corticaux constitueraient une piste thérapeutique prometteuse (29,539).

Actuellement, les agonistes biaisés étudi€és comme molécules antidépressives
potentielles (545,546) sont le NLX-101 (F15599), le F13714 et le NLX-204 (547-550)

(figure 44). Tout comme NLX-112, ces composés sont développés par la société Neurolixis.
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Figure 44 : Divers agonistes biaisés 5-HTa

La molécule NLX-101, faisant I’objet des expérimentations menées dans ce travail,
sera particulierement détaillée. Ce composé a une structure chimique similaire aux autres
ligands agonistes biaisés 5-HTa. Cette structure leur confere une haute sélectivité et une
haute affinité (pKi de NLX-101 = 8,66 + 0,07) aux récepteurs 5-HTia (178,545,551).
Néanmoins, des modifications structurelles minimes peuvent avoir un impact important sur
leur activité et donc avoir des potentiels différents en thérapeutique. L’étude de structure-
activité de Sniecikowska et al (29) résume bien ce constat. Ainsi, NLX-101 active
préférentiellement les hétérorécepteurs 5-HT1a postsynaptiques, contrairement a NLX-112
ou F13714 qui agissent sur les autorécepteurs du raphé (22). D’un point de vue cellulaire,
NLX-101 agit principalement sur la phosphorylation de ERK 1/2 par rapport aux voies de
signalisation suivantes : inhibition de I’adénylate cyclase (AMPc), recrutement des B-
arrestines (internalisation), ou mobilisation calcique (Ca®") (figure 45).

Par ailleurs, cette molécule agit particuliecrement sur le sous-type Gai qui apparait

plus efficace que Goo (22,27).
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Figure 45 : « empreintes de signalisation » de différents composés agissant sur la transmission
sérotoninergique (551).

(hauteur des barres = puissance normalisée du ligand en échelle logarithmique, couleur des barres =
efficacité du ligand, en pourcentage de I’lEmax).

Parallelement a 1’activation préférentielle de certaines voies de signalisation, la
structure chimique de ces agonistes biaisés va déterminer leur action dans les différentes
structures cérébrales et donc leurs effets pharmacologiques (29,551). Ainsi, NLX-101 joue
notamment sur le cortex préfrontal, le cortex cingulaire et le septum, motivant son utilisation
comme antidépresseur.

Les études d’imagerie corroborent ces éléments. En IRMT, la sélectivité régionale du
NLX-101 au niveau cortical est retrouvée (552) et NLX-101 ne modifie pas de maniere
significative le flux sanguin dans les structures exprimant les récepteurs 5-HTia
présynaptiques. Becker et al. (553) retrouve une activation principalement au niveau du
cortex préfrontal, cingulaire et rétrosplénial ainsi qu’au niveau du septum médian. Enfin, en

TEP au ['®F]FDG, NLX-101 stimule également le cortex préfrontal (216).
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Par ailleurs, I’effet de stimulation de pERK1/2 est plutot retrouvé in vivo au niveau
du cortex frontal qui est inhibé par I’administration de WAY-100635 (554). NLX-101 active
également les voies de signalisation pmTOR et pAkt avec une hausse de la protéine BDNF
(555) surtout au niveau préfrontal mais aussi hippocampique (556). En effet, NLX-101 parait
avoir une activité prédominante post-synaptique au niveau des neurones pyramidaux du PFC
(557-559) a dose antidépressive. A noter que des doses bien plus élevées seraient nécessaires
a ’activation des autorécepteurs contrairement au NLX-112. L’équipe de Cabanu a ainsi
démontré I’augmentation des concentrations extracellulaires de glutamate et de dopamine
au niveau du PFC mais pas de la noradrénaline ni de la sérotonine (555).

A D’échelle comportementale, NLX-101 a démontré des résultats précliniques trés
encourageants sur des animaux sains ainsi que des modeles animaux de dépression
(547,548,550,555,560). L’effet antidépresseur obtenu s’est avéré trés rapide deés les
premieres heures (547) voire quelques minutes (555). En revanche, I’effet soutenu n’a pas
perduré lorsque la molécule n’était injectée qu’une fois (555) mais a perduré jusqu’a 4
semaines apres l’arrét du traitement quand il a été pris biquotidiennement pendant 2
semaines (547). L’équipe de Papp a également démontré une activité antidépressive chez un
modele de rat CMS avec une action durant pres de 3 semaines apres arrét (550). Le
développement de NLX-101 comme RAAD semble donc étre tres prometteur. Le
mécanisme d’action du NLX-101, proposé par plusieurs équipes, possede ainsi des voies
communes avec la kétamine, chef de file des RAADs (413,547). En effet, de la méme facon
que la kétamine, NLX-101 provoque une désinhibition indirecte des neurones pyramidaux
glutamatergiques et donc une augmentation de la neurotransmission glutamatergique, ceci
induisant des réponses communes comme |’activation des voies Akt/mTOR, ERK et une
augmentation du BDNF. C’est la modulation de ces voies impliquées dans la plasticité
neuronale qui serait a 1’origine des effets durables du NLX-101, tout comme la kétamine
(561). Cette augmentation de pERK par le NLX-101, tout comme la kétamine, comblerait
le déficit présent chez les patients dépressifs (275,562). En revanche, la phosphorylation de
ERK serait uniquement corticale avec NLX-101 alors qu’elle serait présente aussi au niveau

hippocampique apres administration de kétamine (413,545) (figure 46).
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Figure 46 : Hypothése du mécanisme d'action résumé du NLX-101 (413)

Cette figure représente les mécanismes de signalisation communs & deux RAADs, au niveau cortical (la
kétamine et le candidat médicament NLX101, agoniste biaisé des récepteurs 5-HT14)

Les effets RAAD analogues de la kétamine et du NLX-101 peuvent étre médiés par la convergence de
signalisation au niveau des interneurones GABAergiques corticaux (en bleu). 1) L'antagonisme des récepteurs
NMDA par la kétamine et I'activation des récepteurs 5-HTia par le NLX-101 inhibent tous deux l'activité des
interneurones GABA. 2) La réduction de I'activité des récepteurs GABA-A, désinhibe les neurones pyramidaux
glutamatergiques (en orange), augmentant ainsi la libération de glutamate dans le PFC. 3) Le glutamate
active les récepteurs AMPA post-synaptiques (en vert) provoquant I'expression de facteurs neurotrophiques,
la plasticité neuronale et la neurogénése qui interviennent dans I'activité antidépressive a long terme.

En plus de son activité antidépressive, de nombreuses études ont constaté que 1’action
de NLX-101 sur les récepteurs 5-HT1a corticaux post-synaptiques aurait une action pro-
cognitive (413,550,563-565). Cela pourrait €tre utile dans des pathologies neurologiques ou
neuropsychiatriques caractérisées par des déficits cognitifs, tout en sachant que les troubles
dépressifs sont parfois associés a des troubles cognitifs.

De plus, en 2014, la commission européenne a accordé le statut de médicament
orphelin au NLX-101 dans une maladie rare, le syndrome de Rett. Son action au niveau du
tronc cérébral, sans inhiber la libération de sérotonine dans les aires de projections, fait de
cette molécule un médicament prometteur pour I’amélioration de la fonction respiratoire et

réduire les apnées (566).
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3.  Modélisation de la dépression chez I'animal

3.1 Principaux modéles animaux de dépression

La compréhension des mécanismes physiopathologiques et I’évaluation de nouvelles
stratégies thérapeutiques dans la dépression requierent des modeles expérimentaux. Ainsi,
de nombreux modeles animaux, notamment de rongeurs (rat ou souris), sont décrits dans la
littérature (567). Malgré cette diversité, il n’existe pas de modele de référence et aucun
modele ne reproduit parfaitement la pathologie humaine.

La plupart de ces modeles animaux sont induits par des manipulations de
I’environnement (stress physique ou psychosocial) afin de provoquer un phénotype anxio-
dépressif semblable a une « dépression réactionnelle ». Ceci est basé sur la relation étroite
entre ’apparition d’épisodes dépressifs et les épisodes stressants rencontrés au cours de la
vie.

Il est possible de citer le modele le plus largement décrit et utilisé, de stress
chronique, CMS (« chronic mild stress ») qui consiste a soumettre I’animal a une variété de
stress socio-environnementaux de fagon imprévisible (variation de température ou de
lumiére, privation d’eau ou de nourriture, changements des individus dans les cages...)
pendant plusieurs semaines (568). Ce modele présente a la fois une bonne validité
étiologique, ainsi qu’une bonne validit¢ apparente par 1’induction de changements
comportementaux, biologiques et neurochimiques durables, ou encore prédictive par sa
réponse aux différentes molécules antidépressives (567). En revanche, la difficulté de la
procédure et I’influence importante de I’environnement sont un frein a sa mise en place.
C’est pourquoi, la qualité de ce modele dépend largement des opérateurs et de 1’expérience
des laboratoires (567,569). D’autres modeles peuvent €¢galement étre cités comme le modele
de défaite sociale (confrontation physique entre deux males, intrus-résident, avec le
« résident » représenté en général par un male dominant, agressif), les modeles de stress
précoce avec la privation maternelle. Il existe également une série de modeles provoqués
par des causes biologiques comme la bulbectomie olfactive, 1’injection de
lipopolysaccharide pro-inflammatoire, ou encore de multiples modeles, souvent murins,
obtenus par modifications génétiques (mutation du systéme sérotoninergique, SERT KO
(570), 5-HT1a KO (571), de I’axe hypothalamo-hypophysaire ou encore de la transmission
glutamatergiques (567,572,573).

Un autre modele préclinique trés intéressant est 1’administration chronique de

corticostérone (CORT). Basée sur le déreglement de 1’axe HHS, cette méthode
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pharmacologique, robuste et reproductible, permet d’induire des comportements dépressifs

chez I’animal (baisse de motivation, anhédonie...) en quelques semaines (574).

3.2 Le modele d’exposition chronique a la corticostérone (CORT)

3.3.1  Validité du modele

Le modele de dépression induit par exposition chronique a la corticostérone (CORT)
a été retenu dans ce travail.

En effet, il existe a présent un lien bien établi entre I’hyperactivation de 1’axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien et la dépression. Ceci a été largement décrit chez les
patients humains (575,576). Par exemple, les patients dépressifs présentent, en regle
générale, des taux plus élevés de cortisol (340) et une perturbation de la rythmicité du
cortisol (577). L’hypercortisolémie peut également représenter un facteur de risque de TDM
(340,578). De plus, une personne sur deux atteinte de syndrome de Cushing, 1i€ a un exces
chronique de glucocorticoides, présente un épisode dépressif majeur au cours de sa vie (579).
I1 s’est également avéré que certains antidépresseurs avaient un impact sur la sécrétion de
cortisol, y compris les RAADs comme la kétamine (580,581).

Parallelement, la dysrégulation de I’axe HHS a été associé a un remodelage cellulaire
et a des changements anatomo-fonctionnels, ceci pouvant expliquer les modifications
volumétriques de différentes structures cérébrales chez les patients atteins de TDM.
L’hippocampe ou le cortex préfrontal inhibent I’axe HHS alors que I’amygdale le stimule
(582). Des associations volumétriques ont ainsi €t€ prouvées entre la cortisolémie et le
volume de I’hippocampe chez les patients déprimés (583,584), ainsi que celui de I’amygdale
(582).

Chez les modeles animaux anxio-dépressifs, des perturbations des taux plasmatiques
de corticostérone sont souvent observées. En plus de représenter un biomarqueur intéressant
(572,585), la corticostérone peut donc étre utilisée comme outil pharmacologique a
I’induction d’un phénotype anxio-dépressif (modele CORT), en provoquant un stress
chronique. L’administration chronique de corticostérone semble étre en cohérence avec une
bonne validité étiologique du modele.

A noter que contrairement au modele de dépression induit par des méthodes
comportementales comme le CMS, le modele CORT a ’avantage d’étre trés reproductible
par administration d’une dose connue et répétée de corticostérone (574). En outre, il est
moins soumis a la variabilité expérimentale car il est peu influencé par 1’acclimatation ou la

présence humaine et est facile a mettre en place. Diverses procédures sont détaillées dans la
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littérature, lors desquelles la dose de corticostérone, la voie d’administration, 1’espéce de
rongeur ou encore la durée d’exposition peuvent varier (574). Ainsi, il est possible de citer
des protocoles avec des voies d’administration différentes comme la voie orale dans de I’eau
de boisson (585-587), I’administration par implantation de dispositifs transdermiques
« pellet » (588) ou I’injection sous-cutanée quotidienne (589,590).

Ces différents modeles répondent aux criteres de validité des modeles animaux
énoncés précédemment. En effet, le modele CORT, en plus d’avoir une étiologie commune
avec I’apparition de la dépression par surstimulation de 1’axe HHS, posséde de nombreux
symptdmes qui peuvent s’apparenter a la pathologie humaine (validité apparente), tels que
I’anhédonie ou I’anxiété. Ainsi, la dérégulation de 1’axe HHS similaire a celle observée chez
les patients atteints de TDM (587) induit des taux de cortisol sérique largement augmentés
(591-593). Par ailleurs, la corticostérone induit des altérations moléculaires, structurelles et
anatomiques semblables a la pathologie dépressive (594,595).

Ainsi, son exposition chronique semble interférer et déréguler le systéme
sérotoninergique (596). L’étude de Karten, ef al. montre une réponse atténuée a la sérotonine
au niveau de I’hippocampe (597). De plus, il s’est avéré que les corticostéroides étaient
capables de moduler la fonctionnalité des récepteurs 5-HTia. Au niveau post-synaptique,
une diminution de I’affinité des récepteurs 5-HT1a au niveau de I’hippocampe (598) ou du
gyrus dente (599,600) a été constatée. Cependant, au niveau présynaptique, cette diminution
d’affinité n’est pas forcément retrouvée (600,601) mais il existe plutot une altération avec
une diminution de réactivité des autorécepteurs 5-HTia du raphé via des modulations
d’expression des canaux GIRK (602,603). L’¢équipe de Zahorodna a pu aussi démontrer que
le traitement prolongé par corticostérone induisait des modifications au niveau du cortex
cérébral faisant notamment intervenir les 5-HT1aAR (604). Des modifications fonctionnelles
au niveau d’autres récepteurs comme le récepteur GABA-A (605) ou encore au glutamate
(606) ont été évoquées.

Par ailleurs, un remodelage cellulaire avec une atrophie dendritique (607) et
neuronale (608) au niveau de I’hippocampe ou encore du PFC (609-611) a été observé. Par
opposition, une hypertrophie de I’amygdale est plutot retrouvée (609,612).

Finalement, des modifications au niveau de la signalisation cellulaire et de la
neuroplasticité ont aussi été retrouvées comme des taux diminués de pERK1/2 (613), de
BDNF et CREB (574) mais aussi des altérations des voies akt/mTOR en particulier dans le
PFC (614) (figure 47).
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Figure 47 : Modifications des structures impliquées dans la dépression chez les modéles animaux
de stress chronique, notamment CORT (325)

Enfin, et de maniere intéressante, le modele CORT posseéde donc une bonne validité
prédictive. Les ISRS (587,615) tout comme les RAADs sont capables de réduire les
altérations synaptiques ainsi que les effets anxio-dépressifs de la corticostérone sur les tests

comportementaux (549,590,616).

3.3 Evaluation des modéles animaux de dépression

Afin d’évaluer la validit¢é des modeles animaux, un ensemble de tests permet
d’apprécier divers symptomes du TDM. Ces tests peuvent étre également utilisés pour
évaluer D’efficacité de molécules a visée antidépressive. Bien que I’évaluation préclinique
d’un candidat médicament soit exigée par les autorités réglementaires, les modeles animaux
a employer et les tests a mettre en ceuvre ne sont pas standardisé€s. L’usage d’un ensemble
complémentaire de tests est actuellement de rigueur. Le test de la nage forcée (forced swim
test, FST) a, par exemple, fait I’objet de critiques, surtout en tant que modele de dépression
(617). Cependant, il reste un test valide dans I’évaluation des molécules antidépressives qui
répond a tout type d’antidépresseurs (typiques ou atypiques comme la thérapie
électroconvulsive) avec une corrélation entre la puissance du traitement et les performances
des rongeurs dans ce test (574). En cela, il est encore largement utilisé et présente toujours
un intérét pour les instances (567,618).

Par la réalisation de différentes expérimentations et mesures, il est donc possible
d’estimer I’anhédonie (perte de la capacité a ressentir le plaisir), I’anxiété, le retrait social,

les modifications de poids... Néanmoins, certains symptomes observés chez I’Homme,
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comme la dévalorisation ou les idées suicidaires, sont tres difficiles, voire impossibles a

étudier chez le rongeur. Ces criteres comportementaux ne sont donc que partiels. Les tests

détaillés ci-apres ont été utilisés dans la partie expérimentale du travail et ne sont donc pas

exhaustifs (Tableau 6).

Tableau 6 : Tests comportementaux couramment utilisés dans le cadre de I’évaluation des

modeles animaux de dépression.

Anhédonie

Test de préférence au
saccharose (SPT)
Sucrose preference test

Mesure de la
préférence de
I’'animal a I'eau

sucrée plutét qu’a
I’eau plate.

Préférence réduite
pour |'eau sucrée

(619)

Désespoir, résignation

Test de la nage forcée
(FST)
Forced swim test

Evaluation du temps
d’'immobilisation de
I"'animal dans un
récipient
rempli d’eau durant 5
minutes.

Immobilisation plus
rapide et durée
d’immobilisation
plus longue

(590,620,621)

Anxiété, locomotion

Test du 0-maze
(Elevated zero maze) =
variation de I'elevated

plus maze (EPM)

Evaluation de la
rapidité et du temps
de résidence sur la
plateforme
constituée de deux
bras fermés
(protecteurs) et deux
bras ouverts
(stressants).

Temps passé a
explorer les bras
fermés plus long

que les bras ouverts

(622,623)

Gain ou perte de poids

Pesée

Evaluation réguliere
du poids de I'animal

Souvent associé a
une perte
pondérale

(589,593)

Les tests comportementaux utilisés chez le modele CORT démontrent une résignation

et un comportement d’abandon augmenté. Ainsi, le temps de premiere immobilité et le temps

d’immobilité global sont augmentés durant le FST (589,590). La présence d’une anhédonie

a également ¢€té observée par diminution de 1’appétence au saccharose (585) associée a une

anxiété évaluée par une diminution de 1’activité locomotrice (591). Des modifications

pondérales sont aussi constatées (589,596).
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4. l'imagerie fonctionnelle du TDM et de la DRT

Nous avons évoqué dans ce travail le fait que 1’imagerie fonctionnelle pouvait
représenter un biomarqueur intéressant dans le TDM et la DRT. Dans cette partie, il sera
abordé plus spécifiquement la technique de TEP comme outil d’aide au diagnostic et a la
compréhension de la physiopathologie, d’une part, et comme biomarqueur de la prédiction

de la réponse au traitement et compréhension des mécanismes d’action, d’autre part.

4.1 Apport de la TEP au [*8F]FDG dans I'exploration de la physiopathologie du TDM
Etudes cliniques

La revue de la littérature permet de distinguer un profil métabolique chez les patients
atteints de TDM. Les études se rejoignent sur une diminution du métabolisme glucidique au
niveau du cortex frontal et du CCA (315,357,624-626). Une baisse de la captation
glucidique est également retrouvée au niveau du striatum, représenté par les noyaux caudés
et le putamen (357,626—628). Une augmentation du métabolisme est en revanche plutot
retrouvé au niveau du thalamus (357,624,626). Des augmentations sont également observées
dans I’hippocampe (626) ou le cervelet (357). Le métabolisme réduit dans les ganglions de
la base et le systeme limbique pourrait tre compensé par une augmentation du métabolisme
dans le thalamus et le cervelet (628). Les résultats sont plus contradictoires au niveau de
I’insula et la captation glucidique de I’amygdale est finalement peu étudiée contrairement a
sa volumétrie, bien qu’une tendance a I’augmentation ait été retrouvée (629) (figure 48).

De maniere intéressante, la caractérisation des patterns métaboliques a été étudiée en
fonction de sévérité du TDM. Ainsi, une diminution du métabolisme dans le cortex
préfrontal était corrélée avec le score d’Hamilton (356). Dans les travaux de Huang et al., le
groupe de patients DRT présentait un niveau de cytokines pro-inflammatoires TNFa plus
élevé et des valeurs de SUV diminuées dans le CCA et dans les noyaux caudés par rapport
au groupe non-DRT (630). La TEP au ['F]JFDG serait donc un outil intéressant pour
caractériser la dépression et sa sévérité (631). En revanche, les études sont moins formelles
quant a la corrélation entre le métabolisme cérébral et le nombre d’épisodes de TDM ou la
durée (632).

L’analyse des profils métaboliques cérébraux peut également étre utilisée chez les

patients atteints de comorbidités comme le cancer ou I’infarctus du myocarde (633,634).
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Figure 48 : Profil métabolique de patients atteints de dépression (626)

A) Diminution du métabolisme régional du glucose (zones en bleues) ou B) augmentation du métabolisme
régional du glucose (zones en jaunes) de différentes régions cérébrales chez des patients atteints de TDM a
travers différentes coupes obtenues a l'aide de I'imagerie par TEP/CT au [*®F]JFDG (correction au niveau du
cluster, p < 0,05). Images axiales, sagittales et coronales de gauche a droite. Les régions cérébrales
comprennent en A), le gyrus frontal supérieur, moyen et inférieur bilatéral, le gyrus temporal supérieur et
moyen bilatéral, le cortex cingulaire antérieur bilatéral, le putamen et le noyau caudé bilatéral, ainsi que le
globus pallidus gauche. En B), I'hippocampe bilatéral et le thalamus gauche.

Etudes précliniques

Les études en TEP au ["*F]FDG sur des modeles animaux de dépression sont assez
limitées.

L’équipe de Van Lacken a comparé, en utilisant cette technique d’imagerie, les
modele CORT et CMS (593). Ils ont pu observer que les profils métaboliques des deux
modeles n’étaient pas parfaitement superposables. Ainsi, chez le modele CORT, une
réduction significative du métabolisme glucidique au niveau du cortex insulaire et du
striatum a pu €tre mise en évidence. Une tendance a la diminution a également été visualisée
dans le cortex préfrontal et le CCA, parallelement a ce qui peut étre observé chez I’ Homme.
Par ailleurs, une augmentation du métabolisme glucidique est retrouvée dans le cervelet et
le mésencéphale. Chez le rat CMS, comme chez le rat CORT, une diminution dans le
striatum et une augmentation dans le cervelet sont retrouvées. Les auteurs concluent donc
que la validité apparente du modele CORT apparait supérieure au modele CMS.

L’équipe de Wei a, quant a elle, étudié les patterns métaboliques d’un autre modele
animal de dépression chez le rat : le stress chronique par restriction (635). Elle a réussi a
observer une réduction du métabolisme, a la fois dans I'ensemble du cerveau et également
dans plusieurs zones du cerveau associées au TDM, telles que le cortex préfrontal, le cortex

cingulaire, le noyau caudé et I'hippocampe.
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4.2 Apports de la TEP au [*®F]FDG dans I'évaluation de la réponse au traitement
antidépresseur et compréhension du mécanisme d’action des agents

pharmacologiques

Etudes cliniques

La TEP au ['®F]FDG a été développée ces derniéres années comme un outil dans la
prédiction de la réponse au traitement et la compréhension du mécanisme d’action des
nouvelles thérapies comme les RAAD:s.

L’équipe de Brody et al, a été une des premieres a utiliser cette méthode pour évaluer
la réponse au traitement apreés 1’administration d’un ISRS (636). Les auteurs ont ainsi pu
constater que les variations du métabolisme, notamment dans les régions préfrontales,
étaient corrélées avec le score d’Hamilton et donc a I’efficacité du traitement. Bien que pas
toujours concluants (637), des résultats similaires ont €té retrouvés par la suite : une
diminution de métabolisme dans I’amygdale et une augmentation dans le CCA était le signe
de la réussite du traitement (638). Wu et al. ont également utilisé¢ la TEP dans la prédiction
de la résistance au traitement avec des modifications observées notamment au niveau du
raphé et du tronc cérébral (639).

Par ailleurs, de nombreux travaux ont étudié les effets de la kétamine a dose sub-
anesthésique sur les profils métaboliques. Chez le volontaire sain, la S-kétamine a montré
un hypermétabolisme dans le cortex frontal, le CCA, le cortex pariétal et le thalamus (640).
Son énantiomere, la R-kétamine, n’a cependant pas montré les mémes effets (tendance a la
diminution dans la captation glucidique). Cela signifie qu’il est nécessaire d’étre prudent
avec I’interprétation des études et dans le mécanisme d’action de la kétamine. Il est a noter
que la majorité des recherches sont réalisées avec le racémique.

D’autres travaux ont été effectués chez les patients atteints de DRT. Malgré des
résultats divergents, une augmentation de captation glucidique est plutot retrouvée dans les
régions corticales (641-643) et une diminution au niveau de I’amygdale (643).

La TEP au ['®F]FDG est également utilisée pour I’évaluation d’autres thérapeutiques
novatrices comme la stimulation magnétique transcranienne (644) ou encore la stimulation

cérébrale profonde (645).
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Etudes précliniques

Des doses subanesthésiques de kétamine (10 mg/kg) ont en parallele été évaluées
chez I’animal. Tout comme chez I’Homme, les profils des énantiomeres de la kétamine sont
différents entre la S-kétamine (hypermétabolisme au niveau du PFC) et la R-kétamine
(Hypométabolisme dans le thalamus) chez le rat sain (646). Concernant le racémique,
I’équipe de Saur et al. ne retrouve pas de différence significative chez le rat sain (647), tout
comme 1’équipe de Baptista chez le rat CMS (648).

En revanche, Radford et al. identifient chez un modele de peur conditionnée chez le
rat, une augmentation du métabolisme dans 1’hippocampe, 1’amygdale et I’hypothalamus,
tandis qu’une diminution est retrouvée dans le cervelet apres injection de kétamine (649).
Chez la souris CMS, un hypermétabolisme glucidique dans le préfrontal est aussi observé
(650).

L’évaluation des patterns métaboliques chez 1’animal a 1’avantage d’étre une
méthode non-invasive d’exploration du mécanisme d’action et de la réponse a de nouvelles
molécules de type RAADs (651). Chez la souris traitée de maniere chronique a la
corticostérone, le métabolisme glucidique était altéré dans le cortex préfrontal, le cortex
temporal et I’hippocampe. La réversion de cette altération a été considérée par les chercheurs
comme une preuve d’efficacité de la molécule testée (652).

Chez I’animal sain, le NLX-101, développé comme RAAD, a activé les colliculi et
le cortex frontal, ce qui pourrait étre lié a ses propriétés procognitives et antidépressives
spécifiques (216), alors qu’une diminution de métabolisme glucidique est observée dans le

DRN, montrant bien son activité préférentielle au niveau des hétérorécepteurs corticaux.

4.3 TEP avec divers radiotraceurs

L’imagerie moléculaire est un terrain trés intéressant pour 1’é¢tude du TDM,
notamment par son aspect translationnel et son approche non-invasive. La variété des
radiotraceurs et des cibles existantes permet de balayer la physiopathologie et les traitements
du TDM (653).

Ainsi, le systeme sérotoninergique a été largement étudié a travers les transporteurs
SERT par I'utilisation du ['C]DASB (654,655). L’animal CORT semble présenter une
densité diminuée de SERT (656).

De nombreuses études d’imagerie des 5-HT1aR a ’aide du [''CIWAY 100635 ou du
['8F]IMPPF ont également été réalisées (628). Des résultats différents ont été retrouvés selon

les études chez les patients déprimés, avec des modifications de liaison au niveau des régions
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cortico-limbiques (653,657,658) ainsi qu’au niveau du raphé (659). Une augmentation de
liaison est plutdt observée chez les patients au niveau du tronc cérébral (noyaux du raphé),
suggerant une activation des autorécepteurs 5-HTa corrélée a une activité et une libération
diminuée sérotoninergique et un développement de TDM (660,661). L’évaluation des
thérapeutiques est cependant moins évidente (661,662).

Tout comme dans 1’études des DIL, d’autres cibles avec des radiotraceurs différents
ont pu étre étudiés pour la compréhension de la physiopathologie du TDM et des
mécanismes d’actions des thérapeutiques (658): transmission dopaminergique
([''C]Raclopride), muscariniques (['®F]FP-TZTP), GABAergique ([''C]Flumazenil),
glutamatergique (663) ([!'C]JABP688, ['®F]FPEB). De plus, des recherches ont porté sur
I’étude de la densité synaptique [!CJUCB-J (664,665) qui montre une augmentation de la
densité apres administration de kétamine ou de 1’inflammation avec des ligands TSPO
['!CIDPA-713 (666) ou ['*F]FEPPA (667) qui reflétent une neuro-inflammation dans les

régions cortico-limbiques.
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ETUDE EXPERIMENTALE

Partie 1 : Etudier et comprendre I'implication des
récepteurs fonctionnels 5-HT14 en neurologie a travers
les dyskinésies induites par la L-DOPA dans la maladie

de Parkinson

1) Article 1: Etude du NLX-112, agoniste biaisé des récepteurs 5-HT1a, chez
un modele de rat de dyskinésies induites parla L-DOPA grace a I'imagerie

Titre de Darticle : Multimodal imaging study of the 5-HTa receptor biased agonist, NLX-
112, in a model of L-DOPA-induced dyskinesia.

Sarah Chaib, Benjamin Vidal, Caroline Bouillot, Ronan Depoortere, Adrian Newman-

Tancredi, Luc Zimmer, Elise Levigoureux

Publication dans Neurolmage : Clinical, aolit 2023, 39, 103497.
doi : 10.1016/}.n1cl.2023.103497

Problématique :

La molécule NLX-112 est actuellement a I’étude dans les dyskinésies induites par la
L-DOPA (DIL) dans la maladie de Parkinson. Cependant, le mécanisme d’action de ce
candidat médicament reste a élucider, dii notamment a son profil novateur d’agoniste biaisé
des récepteurs 5-HT1a. L objectif de ce travail a donc été, par une approche translationnelle,
d’explorer I’'implication des récepteurs 5-HT1a dans la physiopathologie des DIL et les
circuits neuronaux associés a 1’activité thérapeutique d’un agoniste biaisé¢ sérotoninergique,
le NLX-112. Pour ce faire, les effets centraux de la molécule NLX-112 a dose thérapeutique
chez un modele de rat hémiparkinsonien en présence ou non de L-DOPA ont été€ étudiés et
cartographiés grace a la TEP au ['®F]FDG et 2 la connectivité fonctionnelle par IRMT.

La finalité de ce projet était de contribuer a la preuve de concept d’une nouvelle
thérapeutique adjuvante, ciblant spécifiquement certains récepteurs 5-HTa, afin d’améliorer
la qualité de vie des nombreux sujets parkinsoniens souffrant de dyskinésies pour lesquelles

il n’existe pas encore de traitement de référence.
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Résumé de I’étude :

Introduction : Le traitement de référence de la maladie de Parkinson est la L-DOPA mais
son utilisation prolongée, peut conduire a I’apparition de dyskinésies (DIL). Les neurones
sérotoninergiques sont impliqués dans 1'étiologie des DIL et des études précliniques ont
montré que le NLX-112, un agoniste biaisé des récepteurs 5-HTia, semblait présenter de
puissants effets antidyskinétiques. Ici, nous avons étudié ses effets chez des rats
hémiparkinsoniens (HPK) présentant une 1ésion nigrostriatale unilatérale par administration

locale de 6-OHDA.

Matériels et méthodes : Nous avons comparé des rats HPK présentant des DIL (c'est-a-dire
sensibilisés aux effets dyskinétiques de la L-DOPA de maniere chronique) et sans DIL
(HPK-non-DIL), en utilisant I'imagerie TEP au ['8F]FDG et la connectivité fonctionnelle
IRMT apres administration systémique de NaCl, L-DOPA, NLX-112 ou L-DOPA + NLX-
112.

Résultats : Chez les rats HPK non-DIL, I’imagerie TEP au ["*F]FDG a montré que la L-
DOPA entrainait un hypermétabolisme au niveau des zones cérébrales motrices (cervelet,
tronc cérébral et région locomotrice mésencéphalique) alors qu’un hypométabolisme dans
les régions corticales est retrouvé.

Les effets de la L-DOPA ont également été étudiés chez les rats HPK-DIL, avec
I’émergence supplémentaire d’un hypermétabolisme dans les noyaux du raphé et un
hypométabolisme au niveau de I’hippocampe et du striatum. Chez les rats HPK-LID,
I’hypermétabolisme du raphé induit par la L-DOPA est atténué par le NLX-112 ainsi que
I’hypométabolisme du cortex cingulaire. De plus, dans les expériences d’IRMf, le NLX-112
corrige partiellement le profil modifié de connectivité chez les rats HPK-DIL grace a

l'activité de la molécule dans les régions riches en récepteurs 5-HTa.

Conclusion : Cette étude de neuroimagerie révele pour la premiere fois les patterns
d’activation cérébrale des rats HPK-DIL. L'agoniste du récepteur 5-HTia, NLX-112,
préviendrait l'apparition des DIL en entralnant une restauration partielle des profils
métaboliques et de connectivité au niveau cérébral suite a une probable activation des

autorécepteurs pré-synaptiques dans les noyaux du raphé.
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De plus, le NLX-112 semble restaurer les déficits d'activation corticale induits par la
L-DOPA, suggérant un bénéfice potentiel de cette molécule contre les symptdmes non

moteurs de la maladie de Parkinson.

Contribution personnelle :
Au cours de ce travail :

e J’airéalisé le modele animal

e J’airéalisé le suivi des animaux et les injections des différents traitements

e J’ai participé a I’acquisition des images en micro TEP/CT

e J’ai traité les images, analysé les résultats a 1’aide des différents logiciels puis les ai
interprétés

e J’ai rédigé I’article
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Introduction: The leading treatment for motor signs of Parkinson’s disease is L-DOPA, but, upon extended use, it

FDG can lead to levodopa-induced dyskinesia (LID). Serotonergic neurons are involved in LID etiology and previous

fSMRI . pre-clinical studies have shown that NLX-112, a 5-HT4 biased agonist, has robust antidyskinetic effects. Here,
erotonin

we investigated its effects in hemiparkinsonian (HPK) rats with a unilateral nigrostriatal 6-OHDA lesion.
Methods: We compared HPK rats with LID (i.e., sensitized to the dyskinetic effects of chronic L-DOPA) and
without LID (HPK-non-LID), using [*FIFDG PET imaging and fMRI functional connectivity following systemic
treatment with saline, L-DOPA, NLX-112 or L-DOPA + NLX-112.

Results: In HPK-non-LID rats, ['®FIFDG PET experiments showed that L-DOPA led to hypermetabolism in motor
areas (cerebellum, brainstem, and mesencephalic locomotor region) and to hypometabolism in cortical regions.
L-DOPA effects were also observed in HPK-LID rats, with the additional emergence of hypermetabolism in raphe
nuclei and hypometabolism in hippocampus and striatum. NLX-112 attenuated L-DOPA-induced raphe hyper-
metabolism and cingulate cortex hypometabolism in HPK-LID rats. Moreover, in fMRI experiments NLX-112
partially corrected the altered neural circuit connectivity profile in HPK-LID rats, through activity in regions
rich in 5-HTj receptors.

Conclusion: This neuroimaging study sheds light for the first time on the brain activation patterns of HPK-LID rats.
The 5-HT;a receptor agonist, NLX-112, prevents occurrence of LID, likely by activating pre-synaptic autor-
eceptors in the raphe nuclei, resulting in a partial restoration of brain metabolic and connectivity profiles. In
addition, NLX-112 also rescues L-DOPA-induced deficits in cortical activation, suggesting potential benefit
against non-motor symptoms of Parkinson’s disease.

Levodopa-induced dyskinesia
Biased agonist

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is the second most common neurodegen-
erative disorder after Alzheimer’s disease (de Lau and Breteler, 2006);
(Lees et al., 2009). The gold standard treatment for PD is the oral
administration of the dopamine (DA) precursor, L-3,4-dihydrox-
yphenylalanine (L-DOPA), which compensates for the progressive
reduction of DA release in the projection areas (especially the striatum)
(Poewe et al., 2017) due to loss of DAergic neurons in the substantia
nigra pars compacta (SNc).

Although L-DOPA is an effective treatment to alleviate motor

symptoms, its therapeutic efficacy is gradually lost and its long-term use
often leads to development of troublesome abnormal involuntary
movements (AIMs) also called L-DOPA-induced dyskinesia (LID) (Lees
etal., 1977; Marsden and Parkes, 1977). Around 80% of patients will be
affected by LID after 10 years of treatment (Grandas et al., 1999). The
management of these side-effects related to L-DOPA protracted therapy
is problematic and there is no fully efficacious and well tolerated
treatment.

While the pathophysiology of LID is still incompletely understood,
altered signaling by DA D; receptors (D1R) (Bastide et al., 2015), NMDA
and AMPA (Bastide et al., 2015) receptors, and striatal serotonergic 5-
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HTa receptors (5-HT1AR) (Bishop et al., 2009) are probably involved. In
particular, the DAergic nigrostriatal denervation seen in PD results in
striatal serotonergic neurons taking up and converting L-DOPA into DA
through their enzymatic machinery (L-amino acid decarboxylase).
Consequently, DA is aberrantly released as a ‘false neurotransmitter’ by
serotonergic neurons without the autoregulatory feedback mechanisms
specific to DAergic neurons (Carta and Bezard, 2011; Cenci, 2014). In
this context, targeting inhibitory serotonergic autoreceptors, such as 5-
HT1aR located on raphe nuclei, appears to be a promising strategy to
reduce swings in synaptic levels of DA, and consequently decrease LID
(Huot et al., 2017; Ohno et al., 2013).

It was shown that serotonergic drugs reducing the release of DA by 5-
HT terminals in the striatum are able to attenuate LID in several human
studies (Politis et al., 2014). Moreover, in non-human primates rendered
parkinsonian with the neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahy-
dropyridine (MPTP) (Bezard et al., 2013; Rylander et al., 2010), or in
hemiparkinsonian rats with a unilateral 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
(Carta et al., 2007; Farajdokht et al., 2020; Rylander et al., 2010) lesion
of the nigrostriatal DA system (HPK rats), appearance of AIMs is
dependent on the integrity of serotonergic projections. Thus, AIMs were
reduced by removing striatal serotonin afferents (Carta et al., 2007) or
by systemic administration of 5-HT; 5 agonists, e.g. buspirone, sarizotan
or eltoprazine (Bezard et al., 2013; Eskow et al., 2007; Munoz et al.,
2009, 2008; Pagano and Politis, 2018; Politis et al., 2014).

However, these compounds do not act only on 5-HTj5R, but they
also, for buspirone and sarizotan, block DAergic receptors (Bartoszyk
et al., 2004; Gerlach et al., 2011; Grégoire et al., 2009; Huot, 2018;
Kuzhikandathil and Bartoszyk, 2006), which likely interferes with the
therapeutic activity of L-DOPA. Furthermore, buspirone and eltoprazine
do not fully activate 5-HT1oR, and only act as partial agonists (Newman-
Tancredi et al., 2021). Thus, there is a place for high efficacy and se-
lective agonists, targeting exclusively 5-HTjaR. For this purpose, the
novel 5-HTj5R biased agonist, NLX-112 (also known as F13640 or
befiradol), presents promising antidyskinetic effects in animal models
(Depoortere et al., 2020; Fisher et al., 2020; Iderberg et al., 2015;
McCreary et al., 2016). NLX-112 recently underwent a successful proof-
of-concept clinical trial as a treatment for LID (ClinicalTrials.gov iden-
tifier # NCT05148884). In contrast to other 5-HT 4R agonists, NLX-112
has the advantage of possessing excellent selectivity and nanomolar
affinity at 5-HT1aR, and high agonist ‘full efficacy’ at these receptors
(Colpaert et al., 2002; Newman-Tancredi et al., 2017; Llado-Pelfort
et al., 2012; Newman-Tancredi et al., 2021; Vidal et al., 2018).

Initial [®F]FDG PET imaging studies in naive rats showed that NLX-
112 modifies glucose metabolism in the cerebellum, striatum, brainstem
and raphe nuclei (Levigoureux et al., 2019). In fMRI experiments, NLX-
112 also elicited functional connectivity effects in regions expressing
pre-synaptic 5-HT14R (Vidal et al., 2020). Changes in the functional
state of 5-HT; 5R were also observed in HPK rats, especially when treated
repeatedly with L-DOPA to elicit dyskinesia (Vidal et al., 2021).

The aim of this study was to define for the first time the brain acti-
vation and functional connectivity profiles in rats presenting LID, based
respectively on glucose metabolism changes ([*®F]FDG PET) and tem-
poral correlations of BOLD signal fluctuations (fMRI imaging), and to
visualize the different neural circuits affected by NLX-112 in HPK rats
with LID (HPK-LID) or without LID (HPK-non-LID rats).

2. Methods
2.1. Animals

Seventy-nine adult male Sprague-Dawley rats (Charles River labo-
ratories, France) weighing 200-250 g were used in the present study.
Animals were initially housed six per cage in standard temperature (22
+ 2 °C) and humidity (50%) conditions with a 12 h/12 h light/dark
cycle, light on at 8.00 am; food and water were provided ad libitum. All
experiments were performed in accordance with the European
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guidelines for care of laboratory animals (directive 2010/63/EU) and
approved by the University of Lyon review board (CELYNE).

2.2. Unilateral 6-OHDA lesions in the medial forebrain bundle

Prior to surgery, buprenorphine (0.05 mg/kg, s.c.) and lidocaine
cream were used for analgesia. Anesthesia induction was performed
with a mixture of 4% isoflurane and air (1 L/min), lowered to 2% iso-
flurane during the stereotaxic surgical procedure. Rats were lesioned in
the right medial forebrain bundle (MFB) by infusing 6-OHDA (14 pg/4
uL, 1 pL/min) dissolved in saline containing ascorbic acid (0.02%), using
the following coordinates from the Paxinos and Watson’s (Iderberg
et al., 2015; Paxinos and Watson, 2014) atlas: AP = — 4.0 mm and ML
= — 1.3 mm, relative to bregma, and DV = -7.6 mm from the dural
surface. Following the procedure, rats were single-housed for 24 h,
before being housed 6 per cage again for the rest of the experiment. After
3 weeks, rats were challenged with apomorphine (0.05 mg/kg, s.c.) and
turning behavior assessed over 30 min post-injection, in order to verify a
striatal DAergic depletion of at least 90% (Hudson et al., 1993). Thirty-
one rats were selected and used in subsequent neuroimaging experi-
ments and AIMS scoring for 15 of them (see supplementary figure for
details).

2.3. Autoradiography

After selection with the apomorphine test, an additional cohort of
HPK rats (n = 7) was used for validation of the unilateral dopaminergic
lesion by autoradiography of the dopamine transporter (DAT). After a
short inhalation of isoflurane, rats were decapitated and brains were
carefully removed and immediately frozen in 2-methylbutane cooled
with dry ice (—29 °C). Coronal sections (30 pm thick) were cut using a —
20 °C cryostat, thaw-mounted on glass slides, and allowed to air dry
before storage at — 80 °C until used. The day of [1C]PE2I synthesis, the
slides were incubated for 20 min in Tris phosphate- buffered saline
buffer, pH adjusted to 7.5, containing 37 kBq/ml of [}'C]PE2I. Non-
specific binding was determined in duplicate serial sections co-
incubated with GBR12909 10 pM (Sigma-Aldrich). After incubation,
the slides were dipped in cold buffer and distilled water (4 °C) and then
dried and juxtaposed to a phosphor imaging plate for 120 min (BAS-
1800 II; Fujifilm). The striatum was drawn manually using Multigauge
software (Fujifilm). The specific binding was determined from the sub-
traction of the non-specific binding from the total binding in the
dupgicate sections, and results were expressed in optical densities (PSL/
mm~).

2.4. L-DOPA-induced dyskinesia

Rats of the HPK-LID cohort received chronic daily treatment with a
combination of L-DOPA and benserazide (6/12 mg/kg s.c., administered
as a single injection) for 3 weeks to induce stable reproducible AIMs.

2.5. AIMs ratings following an acute challenge with L-DOPA alone or in
combination with NLX-112

Before PET acquisitions, 15 animals (8 HPK-LID rats and 7 HPK-non-
LID rats) were video-recorded in order to quantify AIMs following the 4
different ip. treatments, i.e., saline (control condition), L-DOPA/ben-
serazide (6/12 mg/kg), NLX-112 alone (0.16 mg/kg, a fully anti-
dyskinetic dose (Iderberg et al., 2015)) or L-DOPA/benserazide (6/12
mg/kg) + NLX-112 (0.16 mg/kg). AIMs rating sessions began 30 min
after treatment and lasted for 5 min. The evaluation of AIMs was
adapted from the Cenci and Lundblad protocol (Cenci and Lundblad,
2007) and was scored off-line according to the following scale: 0 =
Absence of dyskinesia (normal); 1 = Orolingual dyskinesia; 2 = Oro-
lingual + moderate limb & axial dyskinesia; 3 = Orolingual + pro-
nounced limb & axial dyskinesia. Data were analyzed with a non-


http://ClinicalTrials.gov

S. Chaib et al.

parametric Kruskal-Wallis test, followed by a Dunn’s post-hoc multiple
comparison test.

2.6. PET imaging procedures and data analyses

2.6.1. PET/CT protocol and image acquisition

All 15 rats that were tested in the AIMs scoring experiment were
scanned 3 weeks after the apomorphine-induced rotational test. Each
animal underwent 4 different PET scans with ['®F]FDG in a randomized
order i.e., one scan for each of the 4 treatments mentioned above for the
AIMs scoring (on Day 43, 45, 50 & 52 post-6-OHDA lesion). Rats were
fasted for 4 h before each scan. Fifteen minutes after i.p. injection of L-
DOPA,NLX-112, L-DOPA + NLX-112 or saline, [\®F]FDG (36.4 + 3.1
kBq/g) was injected under awake conditions. Thirty min later, rats were
anesthetized with constant insufflation of isoflurane (4% for induction
then 2% during acquisition, 1 L/min) and placed in the PET-CT imaging
scanner (INVEON®, Siemens). PET scans were acquired in list mode
during 30 min, completed by a computed tomography (CT) scan. Static
images of the 30 min acquisitions were reconstructed with attenuation
and scatter corrections.

2.6.2. PET data analyses

Data acquisition and processing was carried out using INVEON
Research Workplace (IRW®, Siemens) software and the statistical
parametric mapping software SPM12®. Images were analyzed in two
steps, ie., a voxel-based analysis and a regions of interest (ROIs)
analysis.

2.7. Voxel-based analyses (VBA)

Individual PET images were realigned and spatially normalized
based on our own previously built CT template, co-registered on an
anatomical MRI template. Each PET volume with voxel size 0.1 x 0.1x
0.2 mm® was then spatially normalized and smoothed using an isotropic
Gaussian filter [1 x 1 x 1 mm?]. Local voxel activities were normalized
to the mean uptake of the whole brain taken individually as a volume of
interest (VOI), in order to minimize potential confounding factors such
as changes in peripheral glucose metabolism. Indeed, the dyskinetic
behavior can indirectly decrease the global brain uptake by increasing
the uptake in the muscles and confirmed by SUV measurements (see
supplementary Figs. 2 and 3). For each group (HPK-non-LID and HPK-
LID separately), a voxel-to-voxel statistical analysis was performed,
using a variance analysis in a generalized linear model, to compare
mean uptakes between the different conditions. A significant threshold
was set up at p < 0.001 uncorrected, at the voxel level. A second analysis
was performed in order to compare the metabolic profiles of HPK-LID
and HPK-non-LID rats under saline condition by using an unpaired
Student’s t-test, in order to assess the impact of dyskinesia (chronic
administration of L-DOPA) on the absorption ratios of [*8FIFDG.

2.8. Regions of interest (ROIs) analyses

Brain ROIs were already defined in the Lancelot rat brain atlas on the
corresponding MRI template (Lancelot et al., 2014). Mean uptake ratios
were extracted in the different ROIs, and a two-way mixed ANOVA for
repeated measures (factors: treatment and ROI) with Tukey’s post-hoc
tests (corrected for multiple comparisons) were performed using
GraphPad Prism 8.0 software to compare the [®F]FDG uptake ratios
between the different conditions.

2.9. Functional MRI imaging procedures and data analysis

2.9.1. fMRI protocol and image acquisition

Out of the 31 rats that were retained following the apomorphine
challenge (see above), the remaining 16 (8 HPK-non-LID and 8 HPK-LID)
rats were subjected to an fMRI study, 3 weeks after the apomorphine-
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induced rotational test. Anesthesia induction was performed with 4%
isoflurane (1 L/min), then lowered to 2% isoflurane during the cathe-
terization procedure and fMRI acquisition. Saline, NLX-112, L-DOPA or
L-DOPA + NLX-112 (same doses as for the PET/scan experiments) were
injected ip. over one minute during the fMRI scan. The fMRI protocol
was carried out on a 7-Tesla Bruker Biospec MR system (Bruker Bio-
spinGbmH, Germany). A 2D anatomical T2-RARE (Rapid Acquisition
with Relaxation Enhancement) image was obtained with 14 contiguous
slices of 1.5-mm thickness covering the whole rat brain. To measure
BOLD variations, a T2* (Echo Planar Imaging) sequence was used and
fourteen slices acquired with the identical geometry of the anatomical
T2-RARE scan. Each fMRI session lasted 1 h, corresponding to 1200
repetitions. Drugs were injected 15 min after the beginning of the ses-
sion, resulting in 45 min of post-injection period (900 repetitions).

2.9.2. fMRI data analyses

Data were preprocessed using the SPM12® software. Images were
realigned and spatial normalization was performed using the standard-
ized MRI template (Lancelot et al., 2014). For each acquisition, the time
courses of the BOLD signal were extracted from different regions of in-
terest (ROIs) on the 900 post-injection images. These regions were
automatically delineated using the Lancelot rat brain atlas (Lancelot
et al., 2014) defined in the MRI template space (Lancelot et al., 2014).
Temporal correlations were evaluated by the Pearson correlation coef-
ficient between the BOLD time-courses of each pair of ROIs over the 45
min after injection. The correlation matrix displaying the correlation
coefficients for every pair of regions was generated using the Graphpad
Prism 8.0 software. Matrices were averaged to obtain mean correlation
matrices for each group. For statistical analysis, correlation coefficients
of each acquisition were converted into Z-scores by Fisher trans-
formation. For HPK-non-LID and HPK-LID rats, each drug condition was
compared to the saline condition using a two-way ANOVA followed by
Dunnett’s multiple comparisons post-hoc tests using the Graphpad Prism
8.0 software.

3. Results

['8F]FDG uptake ratios were compared between the different groups
and drug treatments. They are illustrated in Fig. 1 that shows a com-
parison of the averaged images of [\®F]FDG uptake ratio after admin-
istration of saline, L-DOPA or L-DOPA + NLX-112 (n = 8 per condition).

3.1. Effects of acute challenge with L-DOPA and NLX-112 on AIMs in
HPK-LID and HPK-non-LID rats

Upon administration of an acute ip. challenge with L-DOPA/ben-
serazide, HPK-LID rats develop high AIMs scores (average + SEM: 2.71
+ 0.18), i.e. presented orolingual and moderate to strong limb & axial
dyskinesia. By contrast, HPK-non-LID rats exhibit low AIMs score (1.33
+ 0.21), ie., presented mainly a normal behavior or some orolingual
dyskinesia. Co-administration of NLX-112 (at 0.16 mg/kg ip., a dose
that produces no dyskinesia by itself) fully reversed the AIMs elicited by
L-DOPA in both cohorts of rats.

3.2. Effects of saline on imaging profiles of HPK-non-LID and HPK-LID

3.2.1. PET imaging

Images of voxel-based analyses of [\®F]FDG uptake ratios in HPK-
non-LID and HPK-LID rats following an acute saline injection are
shown in Fig. 2. The metabolic profiles of HPK-non-LID and HPK-LID
rats are identical in terms of ['®F]FDG uptake ratios, except for hyper-
metabolism in the mesencephalic locomotor region on the contralateral
lesion side of HPK-LID rats.
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Fig. 1. Averaged images of ['®F]FDG PET uptake ratio in HPK-LID rats (n = 8) obtained with raw data. Comparison of three of the different treatment conditions
(NaCl, L-DOPA and NLX-112 + L-DOPA). A. Sagittal section, B. Cross-Section, NL = non-lesioned side; L = lesioned side.
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Fig. 2. Comparison of metabolic profiles using ['*®F]FDG PET scans between HPK-non-LID and HPK-LID rats following an acute i.p. saline injection. Voxel-to-voxel
statistical comparisons of ['®F]FDG uptake ratio between saline injections in HPK-non-LID (n = 7) and HPK-LID (n = 8). T scores are represented in color scales
(significant increases from red to light yellow, significant decreases from dark to light blue; p < 0.01). Left panel: significant increase of glucose metabolism in HPK-
LID rats compared to HPK-non-LID rats; Right panel: decrease of glucose metabolism in HPK-LID rats compared to HPK-non-LID rats. HPK: hemi-parkinsonian, LID: L-
DOPA-induced dyskinesia, NL = non-lesioned side, L = lesioned side. Coronal sections are from + 4 to —13 mm with respect to Bregma.

3.3. Effects of L-DOPA on imaging profiles of HPK-non-LID and HPK-LID

Fig. 3A represents the voxel-to-voxel statistical comparisons of [*®F]
FDG uptake ratios between L-DOPA/benserazide and saline injections in
HPK-non-LID and HPK-LID rats. The metabolic pattern of activation in
HPK-LID rats is more pronounced than that of HPK-non-LID rats after L-
DOPA acute administration. Indeed, significant activations were detec-
ted in the cerebellum, brainstem, raphe area and thalamus, on the uni-
lateral side of the lesion in HPK-LID rats. Significant clusters of
hypometabolism were found in the hippocampus, the ipsilateral stria-
tum and in the cortex, especially the prefrontal cortex.

Results from the ROIs analysis in HPK-non-LID and HPK-LID rats
(Fig. 3B) also showed a significant increase of metabolism in the
brainstem in HPK-non-LID (4-7%) and HPK-LID rats (+9.5%) as well as
in the right (+12.1%) and left (+14.4%) cerebellum in HPK-non-LID rats
and in HPK-LID rats (+7.6% and + 15.8%). A significant increase was
found in the raphe nuclei in HPK-non-LID rats (+3.6%), more pro-
nounced in HPK-LID rats (+4.4%).

Concerning [*8F]FDG uptake ratio in HPK-LID rats, the results are
also representative of the images of voxel-based analysis. A decrease was
detected in the right (-6.6%) and in some cortical regions compared to
saline injection in HPK-LID rats. The results were similar concerning
HPK-non-LID rats. A decrease was observed in the left striatum (-5.3%)
and in some cortical regions: —8.6% and —6.0% for right and left

cingulate cortex and —5.4% and —8.7% for right and left temporal
cortex.

3.3.1. fMRI imaging functional connectivity

The development of LID produced changes in functional connectivity
following acute administration of saline (Fig. 4A) and acute adminis-
tration of L-DOPA (Fig. 4B and Fig. 4C). There was a statistically sig-
nificant effect of the pairs of regions and the interaction between the
pairs of regions and the groups on the Z-score. Post-hoc tests revealed
increases of connectivity in HPK-LID rats compared to HPK-non-LID rats
between the brainstem and the parietal cortex and between the parietal
cortex of the right and left hemispheres. In contrast, a decrease between
the left cingulate cortex (non-lesioned side) and the right cerebellum
(lesioned side) was observed.

Functional connectivity was also compared between the L-DOPA and
the saline injections in each cohort of rats using two-way ANOVAs. In
HPK-non-LID rats, there was a statistically significant effect of the pairs
of regions, the drug conditions and their interaction on the Z-scores.
Post-hoc tests revealed that following acute administration of L-DOPA in
HPK-non-LID rats (Fig. 4B), a strong and specific loss of connectivity was
found between the left occipital cortex (non-lesioned side) and many
other brain structures (thalamus, hippocampus, temporal cortex, left
amygdala, brainstem, and raphe). When compared with saline treat-
ment, there was also a disconnection between the lesioned and non-
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Fig. 3. Comparison of metabolic profiles using ['*FIFDG PET scans between HPK-non-LID and HPK-LID rats after an acute challenge administration of saline or L-
DOPA (6 mg/kg, i.p.). A- Voxel-to-voxel statistical comparisons of ['®F]FDG uptake ratio between L-DOPA injections and saline in HPK-non-LID rats (left panel; n =
7) and in HPK-LID rats (right panel; n = 8). T scores are represented in color scales (significant increases from red to light yellow, significant decreases from dark to
light blue; p < 0.01). HPK: hemi-parkinsonian, LID: L-DOPA-induced dyskinesia, NL = non-lesioned side, L = lesioned side. Coronal sections are from + 4 to —13 mm
with respect to Bregma. B- ['®FIFDG uptake ratio in several ROIs after saline or L-DOPA injection in HPK-LID (n = 8) and HPK-non-LID rats (n = 7). Bars are the
mean + SEM; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, Tukey’s multiple comparisons test, following two-way ANOVAs; for top panel (HPK-non-LID): region factor: F
(2.564, 15.38) = 58.05, p < 0.0001; treatment factor: F (2.162, 12.97) = 5.043, p = 0.0222; interaction factor: F (2.930, 16.56) = 3.135, p = 0.0545; for bottom
panel (HPK-LID): region factor: F (3.407, 23.85) = 85.99, p < 0.0001; treatment factor: F (2.309, 16.16) = 7.055, p = 0.0049; interaction factor: F (4.054, 28.38) =

4.092, p = 0.0094. L = left (non-lesioned side), R = right (lesioned side).
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lesioned side in the occipital cortex. Concurrently, other significant
decreases of connectivity were found between the left cingulate cortex
and the right cerebellum. A connectivity increase between the right
frontal cortex and left cingulate cortex was also observed.

In HPK-LID rats, there was a statistically significant effect of the pairs
of regions, the drug conditions but not their interaction on the Z-scores.
The post-hoc tests showed that when comparing L-DOPA and saline
(Fig. 4C), the alteration of the connectivity of the left occipital cortex
was no longer observed in that group. On the other hand, increases of
connectivity were found between both hemispheres of the frontal cortex
and the left striatum and between the right striatum and the left frontal
cortex, as well as between the left parietal cortex and the right striatum
(lesioned side). A significant increase of connectivity between the right
and left sides of the parietal and the frontal cortices was also observed.

3.4. Effects of NLX-112 on L-DOPA-induced activity in LID rats

3.4.1. PET imaging

Images of voxel-based analysis of the effects of NLX-112 on glucose
metabolism in HPK-LID animals are shown in Fig. 5A. By itself, NLX-112
produced an increase in glucose metabolism in cortical areas and a
decrease in motor regions (thalamus, cerebellum, brainstem) and raphe
nuclei. Co-administration of L-DOPA and NLX-112 partially erased the
cerebral effects of L-DOPA in some, but not all, brain regions (Fig. 5A).
In particular, voxel-to-voxel comparisons suggested that NLX-112 re-
verses the L-DOPA-induced hypometabolism observed in cortical re-
gions and reduces the L-DOPA-induced hypermetabolism seen in
brainstem and cerebellum (Fig. 5A). These effects were echoed in the
uptake ratios (Fig. 5B) which also found a robust normalization by NLX-
112 of [*®F]FDG uptake in raphe nuclei, a main target region underlying
NLX-112's therapeutic activity.

3.4.2. Functional connectivity

NLX-112 at a therapeutic dose (0.16 mg/kg) produced numerous
changes in functional connectivity in HPK-LID rats (Fig. 6). Post-hoc
tests following two-way ANOVAs in HPK-LID rats showed that NLX-
112 alone (Fig. 6A) produced connectivity increases between the right
amygdala and the right hippocampus), between both sides of the
cingulate cortex and between the left and right striatum and the right
frontal cortex. The co-administration of NLX-112 with L-DOPA (Fig. 6B)
prevented the functional hyper-connectivity at the corticostriatal level
that was observed with L-DOPA alone. Significant increases of connec-
tivity were found between the right amygdala and brainstem, right
cingulate cortex and left and right hippocampus.

3.5. Effects of NLX-112 on L-DOPA-induced activity in non-LID rats

The metabolic and functional connectivity changes occurring after
NLX-112 injection in non-LID animals were also evaluated (Supple-
mentary Fig. 4). NLX-112 alone produced few effects on ['®F]FDG up-
take, but prevented the frontal decrease and attenuated the cerebellar
increase induced by L-DOPA. NLX-112 alone also produced few effects
on the functional connectivity in non-LID rats, but co-administration
with L-DOPA was followed by numerous decreases of connectivity be-
tween various subcortical regions and the occipital cortex, as observed
with L-DOPA alone, accompanied by a bilateral increase of connectivity
between the frontal cortex, the cingulate cortex and the hippocampus.

4. Discussion
4.1. Validity of the rat HPK-LID model

The present neuroimaging study describes, for the first-time, specific
brain metabolic patterns of LID produced by an acute injection of L-

DOPA and/or the 5-HT1aR biased agonist, NLX-112, in vigil HPK rats
with unilateral 6-OHDA lesions of the substantia nigra. This animal
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model of PD has the benefit of being robust, reproducible and widely
described, with a lesion success rate of at least 50% (Hudson et al., 1993)
and a good tolerance to the unilateral lesion (Schwarting and Huston,
1996). The HPK-LID rat model presents similar characteristics to “peak
dose dyskinesia” (good face validity) and responds to antidyskinetic
treatments (good predictive validity). About 80% of rodents with a
DAergic lesion greater than 90% rapidly develop dyskinesia (Cenci and
Lundblad, 2007). Indeed, with this methodology we found a massive
unilateral decrease of the dopamine transporter binding in an additional
cohort of rats (Supplementary Fig. 1).

4.2. ['®FIFDG PET imaging in HPK-LID rats

Changes in glucose uptake ratios revealed by [\®F]FDG PET imaging
reflect cerebral activity dynamics (Wehrl et al., 2013). Thus, in the basal
state (ie., after saline injection), HPK-non-LID and HPK-LID rats had
generally similar metabolic profiles (Fig. 2), but clear differences in
brain activity were observed after acute L-DOPA challenge (Fig. 3A),
which confirms the “peak-dose” aspect of the dyskinesia obtained in
HPK-LID rats (Cenci and Crossman, 2018; de la Fuente-Fernandez et al.,
2004). The metabolic pattern elicited by L-DOPA in HPK-LID rats was
characterized by decreased glucose metabolism in the cingulate and
temporal cortex and the ipsilateral striatum. In contrast, glucose hy-
permetabolism was found in the dorsal raphe nuclei, cerebellum,
brainstem, regions that are involved in motor control and influence
basal ganglia activity (Bezard et al., 2001).

Interestingly, the regions mentioned above are similar to those
affected in [\®F]FDG PET studies of PD patients and are referred to as the
“PD-related pattern” (PDRP), with a hypermetabolism in the cere-
bellum, pons, thalamus and lentiform nucleus and a hypometabolism in
premotor and parietal cortex (Eidelberg et al., 1994; Ma et al., 2007). In
contrast, parkinsonian tremor seems to have its own pattern in humans,
with an increase in metabolic activity in the cerebellum, pons, primary
motor cortex, caudate nucleus and putamen (Mure et al., 2011).

In our HPK-LID rat model, we only found hypoactivity in the pre-
frontal cortex and the ipsilateral striatum. The striatal hypoactivity may
be due to the effect of endogenous DA on inhibitory D5 receptors, since it
possesses higher affinity for them than for activatory D; receptors
(Marcellino et al., 2012). Furthermore, the activating effects of L-DOPA
in the raphe nuclei point to the involvement of the serotonergic system
in LID. This is consistent with the role of serotonergic neurons in con-
verting L-DOPA to DA and releasing it as a “false neurotransmitter”
(Carta and Bezard, 2011; Cenci, 2014).

4.3. Functional connectivity in HPK-LID rats

The functional connectivity experiments provide further evidence of
the alteration of basal ganglia circuitry in PD (Perlbarg et al., 2018) and
in the development of LID (Wichmann and Delong, 2006) and are
consistent with functional connectivity studies carried out in humans. In
particular, aberrant cortico-striatal changes in connectivity are found
between cortical areas and the putamen (Herz et al., 2016; Tessitore
et al., 2019). In addition, a correlation is observed between the con-
nectivity changes in the prefrontal cortex and the occurrence of AIMs
(Cerasa et al., 2016, 2013). A major involvement of the cerebellum is
also found in human with an increase in connectivity between it and
other regions (Mueller et al., 2019; Tessitore et al., 2019).

Interestingly, a marked decrease of connectivity between other ce-
rebral structures and the left occipital cortex was found in HPK-non-LID
rats with acute L-DOPA administration. This disconnection was not
found in dyskinetic rats and may be correlated with the known occipital
hypoperfusion in treated parkinsonian patients (Abe et al., 2003).
Another study reported an alteration of fMRI resting-state measure-
ments in the occipital cortex which was correlated with decreased DA-
uptake by the DA transporter in the caudate, showing the link be-
tween this region and the striatal dopaminergic system (Oh et al., 2020).
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Fig. 5. Effects of administration of NLX-112 at 0.16 mg/kg on glucose metabolism using ['®F]FDG PET scans in HPK-LID rats. A - Voxel-to-voxel statistical com-
parisons of [*8FIFDG uptake ratio in HPK-LID rats between L-DOPA alone and saline injections in HPK-LID rats (on the left; n = 8); NLX-112 alone at an anti-
dyskinetic dose (0.16 mg/kg) and saline injections (on the right; n = 8); co-administration NLX-112 + L-DOPA and saline (below; n = 8). T scores are represented in
color scales (significant increases from red to light yellow, significant decreases from dark to light blue; p < 0.01.HPK: hemi-parkinsonian, LID: L-DOPA-induced
dyskinesia, NL = non-lesioned side, L = lesioned side. Coronal sections are from + 4 to —13 mm with respect to Bregma. Note that L-DOPA alone data are the same as
those already presented in Fig. 3. B - [\®F]FDG uptake ratio in several ROIs after L-DOPA, saline injection, NLX-112 alone or co-administration of NLX-112 + L-DOPA
in HPK-LID rats (n = 8). Bars are the mean + SEM; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, Tukey’s multiple comparisons test, following two-way ANOVAs. L = left

(non-lesioned side), R = right (lesioned side).
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Fig. 6. Effects of administration of NLX-112 at 0.16 mg/kg on functional connectivity using fMRI in HPK-LID rats. A - Functional connectivity analysis between NLX-
112 alone and saline i.p. catheter infusions in HPK-LID rats (n = 8) and B - between co-administration of L-DOPA + NLX-112 injections and saline in HPK-LID rats (n
= 8). Schematic representations (on the left) of the significant changes in functional connectivity (p < 0.001) as measured by comparing the correlation coefficient
after Fisher transformation of r values into z values. The dashed arrows represent the significant decreases of functional connectivity between two regions and the
solid arrows represent the significant increases of functional connectivity between two regions, as compared to the saline. The correlation matrices (on the right) are
expressed as mean values of Pearson correlation coefficient. Positive values of correlation coefficient are shown in red and negative values of correlation coefficient
are shown in blue. For statistical comparisons, correlation coefficients were transformed into Z-scores using Fisher transformation before two-way ANOVA followed
by Dunnett’s multiple comparisons test (*p < 0.05, ** p < 0.01, **** p < 0.0001).

4.4. NLX-112 as a promising anti-dyskinetic drug for LID in Parkinson’s
disease?

Beyond the imaging phenotyping of the HPK-LID model, the second
objective of this study was to investigate the central effects of NLX-112,
a selective 5-HTipR biased agonist. Administration of NLX-112
completely prevented L-DOPA-induced AIMs in HPK-LID rats, confirm-
ing the antidyskinetic activity of the molecule (Depoortere et al., 2020;
Fisher et al., 2020; Iderberg et al., 2015; McCreary et al., 2016). The
behavioral effects of NLX-112 were accompanied by a partial reversal of
the metabolic changes induced by L-DOPA: thus, NLX-112 restored
cortical metabolism and completely reversed the hypermetabolism
caused by L-DOPA in the raphe nuclei, reducing it in the mesencephalic
motor region, brainstem, and cerebellum. The metabolic profile
observed upon combined NLX-112 and L-DOPA administration did not,
however, result in a complete return to a basal state and the remaining
changes may be due to the intrinsic 5-HT; agonist activity of NLX-112,

as characterized previously in non-lesioned rats (Vidal et al., 2020).

Furthermore, administration of NLX-112 corrected the functional
connectivity profile in HPK-LID rats treated with L-DOPA. Taking these
observations together with previous behavioral data in 6-OHDA-
lesioned rats (Iderberg et al., 2015), it would appear that the main
mechanism for the antidyskinetic effects of NLX-112 is a preferential
stimulation of somatodendritic 5-HT;5 autoreceptors in the raphe
nuclei. This activation decreases the activity of the ascending seroto-
nergic system and inhibits the excessive release of DA by 5-HT terminals
(Iderberg et al., 2015; Llad6-Pelfort et al., 2012; Munoz et al., 2008;
Ohno et al., 2013).

5. Conclusion
This study defined for the first time the brain activation and inhibi-

tion patterns in functional ['®F]FDG PET imaging and the functional
connectivity profiles of HPK rats presenting dyskinesia after chronic
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administration of L-DOPA. These data enrich the limited knowledge
available concerning the functional imaging of LID. Moreover, the pre-
sent observations further reinforce the involvement of the serotonin
system in LID (Huot et al., 2017) and support targeting 5-HT14R as a
therapeutic strategy for LID treatment (Huot, 2018; Munoz et al., 2008;
Ohno et al., 2013). Finally, these preclinical results obtained by trans-
lational imaging approaches are directly transferable to human studies
and inform ongoing clinical development of NLX-112 in Parkinson’s
disease patients suffering from LID.
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Discussion :

L’objectif de ce travail était d’explorer in vivo, a I’aide d’un modéle de rongeur de
MP et de DIL, les régions et les circuits neuronaux impliqués dans la physiopathologie des
DIL et d’étudier 1’action antidyskinétique du NLX-112 comme potentiel futur médicament,
par 'utilisation de la micro-TEP au ['*F]FDG et de 'IRMf. Cette étude a permis également
de compléter des premicres données acquises chez I’animal sain (216).

Les expériences ont ét€ menées sur un total de 63 rats hémi-parkinsoniens dont 34
ont été sélectionnés grace a un test positif a I’apomorphine signifiant I’existence d’une l1ésion
dopaminergique supérieure a 90%. Cela représente un taux de réussite de réalisation du
modele de 59%, ce qui correspond aux données de la littérature (plus de 50% attendu (197)).

Par ailleurs, le modele de dyskinésie obtenu présente une bonne validité apparente :
le comportement et la modification du profil métabolique et fonctionnel lors de
I’administration de L-DOPA est semblable aux dyskinésies de type « pic de dose ». Il est a
noter que les dyskinésies axiales, de membres et orofaciales, présentes chez le rat DIL, ne
sont pas induites de maniere significative avec les autres traitements antiparkinsoniens
comme les agonistes dopaminergiques D>. Ces mouvements caractéristiques exercés par
notre modele semblent donc étre des complications motrices du traitement par L-DOPA,
contrairement aux mouvements rotationnels locomoteurs (201).

Le modele présente également une excellente validité prédictive (absence d’AIMs
lors de la co-administration NLX-112/L-DOPA). Cependant, il est a noter que les patterns
métaboliques obtenus avec le ['*F]FDG peuvent laisser penser 2 une interaction entre la L-
DOPA et le NLX-112 (I’administration de ce dernier « efface » le profil obtenu avec la L-
DOPA) alors que I’objectif du traitement antidyskinétique est de limiter les effets
indésirables de la L-DOPA tout en conservant son activité antiparkinsonienne. En effet, le
risque d’interaction entre 1’agoniste 5-HT1a et la L-DOPA n’est pas négligeable car la DA
potentiellement issue des neurones sérotoninergiques jouerait aussi un role dans le bénéfice
d’action de la L-DOPA (126,668). Cependant, il est possible de savoir si la molécule
antidyskinétique interfére avec I’activité antiparkinsonienne de la L-DOPA par des tests
comportementaux spécifiques comme le Rotarod test (192). Ainsi, ce test a été réalisé dans
I’é¢tude de Iderberg et al. (186) et a montré une légere baisse d’efficacité du traitement par
L-DOPA. Des données supplémentaires seraient nécessaires pour approfondir ce point.

Ce modele présente néanmoins des limites concernant sa validité constructive. En

effet, le mécanisme d’apparition des DIL n’est pas tout a fait comparable a celui observé
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chez I’Homme du fait de leur survenue trés rapide chez 1I’animal. Ceci pourrait expliquer la
présence d’AIMs a la fois chez les rats DIL mais également chez les rats HPK. De plus, le
mouvement rotationnel controlatéral est commun aux rats HPK et aux rats DIL.

A notre connaissance, cette étude a mis en évidence, pour la premiere fois, le profil
métabolique d’un modéle de rat présentant des DIL en microTEP au ['®F]FDG en cohérence
avec les données acquises chez I’Homme. Un hypermétabolisme glucidique est notamment
retrouvé au niveau des zones impliquées dans la motricité : cervelet, tronc cérébral et région
locomotrice mésencéphalique, tandis qu’un hypométabolisme est présent dans le striatum,
I’hippocampe et certaines régions corticales. D’apres les connaissances physiopathologiques
des DIL, la diminution du métabolisme observé au niveau striatal pourrait €tre due a 1'effet
de la dopamine sur l'activation des récepteurs D> inhibiteurs puisqu'elle possede une plus
grande affinité envers ceux-ci comparée aux récepteurs D activateurs (669). De plus, les
patterns obtenus apreés administration de L-DOPA soulignent l'implication du systeme
sérotoninergique dans les DIL, comme le démontre 1'hypermétabolisme glucidique présent
dans le raphé. Ceci est en cohérence avec la théorie selon laquelle les neurones
sérotoninergiques prendraient part a la conversion de la L-DOPA en dopamine, jouant ainsi
le role de "faux neurotransmetteur” (126,143) et avec I’hypothése émise lors d’une de nos
précédentes études concernant la présence d’une perturbation de I'état de couplage du
récepteur 5-HTa dans les DIL (225).

Ces expériences ont montré que 1’administration de I’agoniste biaisé 5-HT1a, NLX-
112, atténue le profil métabolique obtenu en microTEP au ['*F]FDG en présence de L-
DOPA en cohérence avec une diminution significative des AIMs chez le rat dyskinétique.
L’analyse par régions d’intérét a révélé que son action antidyskinétique semblerait étre
médiée par une activation préférentielle des autorécepteurs somatodendritiques 5-HT1a au
niveau du raphé, comme exposé dans 1’étude de Iderberg er al. (186). Cette derniere émet
également I’hypothese d'une activation corticale des hétérorécepteurs 5-HTa, retrouvée
également dans notre travail. Celle-ci pourrait avoir une action sur les déficits de I'numeur
chez les patients atteints de MP et de DIL.

Par ailleurs, 1’étude de la connectivité fonctionnelle a complété ce travail, en
montrant une altération des circuits neuronaux chez les rats DIL, en particulier au niveau
cortico-striatal. L’administration du NLX-112 a corrigé le profil de connectivité en mettant
en exergue son effet sur les régions riches en récepteurs 5S-HT1a comme ’hippocampe.

Au final, ce projet translationnel innovant a contribué a I’exploration du rdle encore

mal connu du récepteur 5-HTa dans les DIL et a ’identification de voies de signalisation et
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des circuits neuronaux impliqués dans le mécanisme d’action original de la molécule NLX-
112, agoniste biaisé de ces mémes récepteurs.

Ces résultats précliniques encourageants permettront de compléter les données de 1’essai
clinique de phase 2 comportant 24 sujets MP atteints de DIL. De plus, il serait tres intéressant
d’enrichir les données obtenues en réalisant une étude de ces modeles d’imagerie ultrasonore
fonctionnelle (fUS) qui est une nouvelle technique d’imagerie présentant une sensibilité et

une résolution spatiale et temporelle inégalées.
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Partie 2 : Etudier et comprendre I'implication des
récepteurs fonctionnels 5-HT1a en psychiatrie a travers
la dépression résistante aux traitements (DRT)

2) Article 2 : Etude du profil métabolique de la kétamine & dose
subanesthésique chez le rat sain en imagerie TEP au ['F]FDG

Titre de Particle : Single subanesthetic dose of ketamine produces delayed impact on brain

["®F]FDG PET imaging and metabolic connectivity in rats.

Sarah Chaib, Caroline Bouillot, Sandrine Bouvard, Benjamin Vidal, Luc Zimmer, Elise

Levigoureux

Publication dans Frontiers in Neuroscience, juillet 2023, 13;17:1213941.
doi: 10.3389/fnins.2023.1213941.

Problématique :

Le mécanisme d’action de la kétamine comme antidépresseur est encore mal connu.
De plus, administrée a dose subanesthésique, cette molécule a la capacité d’avoir une action
thérapeutique rapide et durable méme apres élimination par I’organisme. Nous avons donc
cherché a visualiser et définir les patterns métaboliques des effets immédiats et retardées de
la kétamine a faible dose, en utilisant la TEP ['F]FDG par une approche longitudinale
inédite. Cette étude avait pour but de mieux comprendre le mécanisme d’action de ce

traitement et d’aider au développement de nouvelles molécules dans la DRT.
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Résumé de I’étude :

Introduction : La kétamine, antagoniste des récepteurs NMDA au glutamate, est connue
pour produire un effet puissant, rapide et durable sur les symptdmes dépressifs, y compris
chez les patients résistants aux traitements conventionnels. Cependant, cette molécule
présente une myriade d’effets secondaires et son mécanisme d'action reste encore flou. Il est
donc nécessaire de disposer d’outils puissants comme I’imagerie qui offrent des perspectives

prometteuses pour observer et comprendre ses propriétés thérapeutiques antidépressives.

Matériel et méthodes : Dans le cadre d’une étude longitudinale, nous avons comparé les
profils métaboliques cérébraux en TEP au ['®F]FDG de dix rats males Sprague-Dawley aprés
injection aigué de kétamine a dose subanesthésique (10 mg/kg, i.p.) avec les patterns acquis
5 jours plus tard chez ces mémes animaux afin de visualiser les effets a plus long terme de
la molécule. Les modifications de captation du ['8F]FDG suite a 1'administration de kétamine
ont été étudiés avec une analyse basée sur les voxels (VBA) avec le logiciel SPM12 ainsi
qu’avec une analyse par région d'intérét (ROI). Une analyse de connectivité métabolique a
également été réalisée pour estimer les effets immédiats et retardés de la kétamine sur la

covariance métabolique interindividuelle entre les ROIs.

Résultats : Aucune différence significative n'a été observée au niveau du métabolisme
cérébral glucidique de facon immédiate apres 1'injection aigué de kétamine. Cependant, une
diminution significative de la captation du glucose est apparue cinq jours plus tard, reflétant
un effet soutenu et retardé de la kétamine dans le cortex frontal et le cortex cingulaire. Une
augmentation a également été mesurée dans le raphé, le noyau caudé et le cervelet. De plus,
les analyses de connectivité métabolique ont révélé une diminution significative de

connectivité entre I'hippocampe et le thalamus 5 jours apres le traitement.

Discussion/conclusion : Cette étude a montré que les différences de profils métaboliques
sont apparues tardivement, cinq jours apres I'administration de kétamine, en particulier dans
les régions corticales impliquées dans la physiopathologie de la dépression. Cette
méthodologie innovante, employée ici comme biomarqueur, pourra aider a caractériser les

effets de futures molécules développées pour le traitement de la dépression résistante.
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Contribution personnelle :

Au cours de ce travail :
e J’ai contribué au design de 1’étude
e J’airéalisé le suivi des animaux et les injections des différents traitements
e J’ai participé a I’acquisition des images en micro TEP/CT
e J’ai analysé les résultats a I’aide des différents logiciels puis les ai interprétés

e J’airédigé ’article
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Introduction: Ketamine, a glutamate NMDA receptor antagonist, is suggested to
act very rapidly and durably on the depressive symptoms including treatment-
resistant patients but its mechanisms of action remain unclear. There is a
requirement for non-invasive biomarkers, such as imaging techniques, which
hold promise in monitoring and elucidating its therapeutic impact.

Methods: We explored the glucose metabolism with [*®FIFDG positron emission
tomography (PET) in ten male rats in a longitudinal study designed to compare
imaging patterns immediately after acute subanaesthetic ketamine injection
(i.p. 10mg/kg) with its sustained effects, 5 days later. Changes in [*¥FIFDG
uptake following ketamine administration were estimated using a voxel-based
analysis with SPM12 software, and a region of interest (ROI) analysis. A metabolic
connectivity analysis was also conducted to estimate the immediate and delayed
effects of ketamine on the inter-individual metabolic covariance between the
ROls.

Results: No significant difference was observed in brain glucose metabolism
immediately following acute subanaesthetic ketamine injection. However, a
significant decrease of glucose uptake appeared 5 days later, reflecting a sustained
and delayed effect of ketamine in the frontal and the cingulate cortex. An increase
in the raphe, caudate and cerebellum was also measured. Moreover, metabolic
connectivity analyses revealed a significant decrease between the hippocampus
and the thalamus at day 5 compared to the baseline.

Discussion: This study showed that the differences in metabolic profiles appeared
belatedly, 5 days after ketamine administration, particularly in the cortical regions.
Finally, this methodology will help to characterize the effects of future molecules
for the treatment of treatment resistant depression.

ketamine, FDG, PET, metabolic connectivity, neuroimaging
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Introduction

Ketamine is a dissociative anesthetic agent that has been widely
used in medicine since the 1960s. Recently, this glutamate receptor
antagonist has been the subject of numerous studies for the treatment
of drug resistant unipolar depression at subanesthetic doses (Krystal
etal., 2019). By inhibiting N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAR),
ketamine is believed to produce rapid-acting and robust antidepressant
effects (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006).

In 2019, a nasal form of the S(+) enantiomer of ketamine, also
known as esketamine, was developed and approved as a medication
by the European Medicines Agency (EMA) and the Food and Drug
Administration (FDA) in the USA for treatment-resistant depression
(TRD) and MDD (Sanacora et al., 2017).

However, ketamine can cause a variety of side effects (such as
psychiatric and cardiovascular disorders), and its status as a narcotic
with abuse potential makes its use complex (Bonaventura et al., 2021).
In order to assist in the development of new rapid-acting
antidepressants (RAADs) (Duman, 2018), a better understanding of
the mechanisms involved in the sustained action of subanesthetic
doses of ketamine is needed (Witkin et al., 2019). While many studies
focused on the molecular and cellular mechanisms of ketamine (Li
etal, 2010; Autry et al., 2011; Niciu et al., 2014; Park et al., 2014), less
studies have investigated its action at the scale of the entire brain.
Moreover, specific translational biomarkers of ketamine effects are still
needed both in animal models and humans.

In this regard, neuroimaging techniques are a valuable tool for
investigating in vivo brain activity in both rodents and humans. An
example of a commonly used technique for studying cerebral activity at
macroscale is observing and quantifying glucose metabolism in the
brain using ['*F]-fluoro-2-deoxy-D-glucose (FDG) PET (positron
emission tomography). [*F]FDG is a radiolabeled glucose derivative,
whose brain uptake is highly correlated to brain function, that has been
largely used for the explorations of psychoactive drugs and their
mechanism of action (Scholl et al., 2014; Levigoureux et al., 2019) and
notably ketamine (Vollenweider et al., 1997; Langsjo et al.,, 2004;
Radford et al., 2018; Chen et al., 2022). These clinical and preclinical
studies find metabolic modifications in similar regions, in particular the
anterior cingular cortex (ACC), the thalamus, and the frontal cortex,
supporting the translational aspect of this method. Other PET studies
using specific radiotracers have been carried out on various
neurotransmitter systems involved in the ketamine mechanism (Salmi
etal., 2005). For instance, a clinical study using ['"C]ABP688 showed a
decrease of mGIuR5 receptor availability after ketamine administration
(Esterlis et al., 2018) and a preclinical PET study using ["*F]JFDOPA
revealed an increase in dopamine synthesis (Halff et al., 2022).

Other complementary imaging techniques can be also used as
biomarkers of the effects of ketamine. Indeed, several functional
magnetic resonance imaging (fMRI) studies described regional effects
of subanesthetic doses of ketamine in frontoparietal regions, ACC or
hippocampus [reviewed in lonescu et al. (2018)].

However, these studies have mainly focused on the immediate
effects of ketamine. Therefore, we propose a novel design using
metabolic imaging with ["*F]FDG PET in rats to compare changes in
glucose brain metabolism after acute subanaesthetic ketamine
injection (10mg/kg) with its sustained effects (5 days later). In
addition to explore changes in radioactive patterns, we also
investigated changes in metabolic connectivity, as a way to examine
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the effects of ketamine on the interaction between different brain
regions. This method has been shown to provide valuable additional
insights into brain metabolism [reviewed in Yakushev et al. (2017)],
similarly to the functional connectivity analysis in fMRI.

Methods
Experimental animals

A total of ten adult male Sprague-Dawley rats (Charles River
laboratories, France) weighing 225-250g were used in the present
study. Animals were received in 3 different batches and the rats were
housed between two and four per cage in standard temperature
(22 £2°C) and humidity (50%) conditions with a 12h/12h light/dark
cycle, light on at 8.00am; food (Teklad 18% protein rodent diet,
Envigo, USA) and tap water were provided ad libitum. All experiments
were performed in accordance with the European guidelines for care
of laboratory animals (directive 2010/63/EU) and approved by the
University of Lyon review board. An initial acclimatization period of
5days was observed before scans.

PET imaging procedures and data analyses

PET/CT protocol and image acquisition

A longitudinal design was used with each animal that underwent
3 different PET scans with ["*F]FDG (Figure 1): a first one representing
the baseline (Day —2), a second 48h later (Day 0) with a subanesthetic
dose of ketamine and a final one, 5days after ketamine (Day 5).
Ketamine®1,000 (100 mg/mL) was obtained from Virbac, France and
dissolved in saline at a dose of 10 mg/kg, gsp 0.5mL. Rats were fasted
for 4h before each scan. Fifteen minutes after i.p. injection of 0.5mL
of ketamine (at Day 0) or saline (at Day —2 and Day 5), the caudal vein
was catheterized and ["*F]FDG (38.94 +2.5kBq/g) was injected under
awake conditions. Thirty minutes later, rats were anesthetized with
constant insufflation of isoflurane (4% for induction then 2% during
acquisition, 1L/min) and placed in the PET-CT imaging scanner
(INVEON®, Siemens). PET scans were acquired in list mode during
30min, completed by a computed tomography (CT) scan for the tissue
attenuation correction. Static images of the 30 min acquisitions were
reconstructed with attenuation and scatter corrections. The
reconstructed volume was constituted of 159 slices of 128 x 128 voxels,
in a bounding box of 49.7x49.7x126 mm® and with voxel size
0.388 x0.388 X 0.796 mm® OSEM 3D.

PET data analyses

Data processing was carried out using INVEON Research
Workplace (IRW®, Siemens) software, and the statistical parametric
mapping software SPM12®. Images were analyzed in two steps, i.e., a
voxel-based analysis and a regions of interest (ROIs) analysis.

Voxel-based analyses (VBA)

Individual PET images were realigned and spatially normalized
based on our own previously built CT template, co-registered on an
anatomical MRI template. Each PET volume was then spatially
normalized and smoothed using an isotropic Gaussian filter
[Immx 1 mmx 1 mm]. Local voxel activities were normalized to the
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mean uptake of the whole brain taken as a unique ROI. In other
words, the activity in each voxel was divided by the average value of
the whole brain. A voxel-to-voxel statistical analysis was performed to
compare the metabolic profiles, using a variance analysis in a
generalized linear model, to compare mean uptakes between the
different conditions. This statistical analysis resulted in activation
(Contrast: Day 0 or Day 5 - baseline] and inhibition ([Baseline - Day
0 or Day 5]) maps. A significant threshold was set up at p <0.001
uncorrected, at the voxel level.

Regions of interest (ROIs) analyses

Eight brain ROIs were selected from the Lancelot rat brain atlas
on the corresponding MRI template (Lancelot et al., 2014), as being
potentially involved in the mechanism of action of ketamine. Mean
uptake ratios were extracted in the different ROIs, and a two-way
mixed ANOVA for repeated measures (factors: time and ROI) with
Tukey’s post-hoc tests (corrected for multiple comparisons) were
performed using GraphPad Prism 8.0 software to compare the ['*F]
FDG uptake ratios between the different conditions.

To minimize the variability and account for potential confounding
factors such as changes in peripheral glucose metabolism, the
standardized uptake values in each scan were normalized to the mean
radioactivity in the whole brain, in order to ensure a consistent
comparison of regional effects. Because this approach may
underestimate global changes in brain metabolism, we also reported
the mean standard uptake values (SUVs).

Metabolic connectivity analysis

For each day (Baseline, Day 0, Day 5), pairwise regional
correlations across subjects were evaluated by the Pearson correlation
coefficient. For statistical comparisons of correlation matrices between
the different days, we used a permutation testing method as previously
described (Choi et al., 2015) using Matlab (R2023a, Mathworks).
Briefly, correlation coefficients were transformed into Fisher Z scores.
For each comparison (Baseline vs. Day 0, Baseline vs. Day 5, Day 0 vs.
Day 5), normalized to the whole brain PET images of the
corresponding groups were randomly permuted to make pseudo-
random groups reassigned 10,000 times and from each pseudo-group
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of rats, correlation matrices were calculated. The differences between
the pseudorandom matrices were calculated for all 10,000
combinations. For each pair of regions, the value of p was determined
by the comparison between the actual observed Z score difference
(obtained with the original groups) and the distribution obtained
from the permuted data. For multiple comparison correction,
we applied false-discovery rate (FDR) at a threshold of FDR<0.1.

Results

In Figure 2A, the statistical comparison of ['"*F]FDG uptake ratios
between rats receiving acute ketamine and saline injections is
displayed on the left-side using a voxel-to-voxel approach. There was
no significant difference observed between baseline and bolus
injection of ketamine at subanesthetic dose (Day 0). Nevertheless,
alterations in the metabolic pattern appeared with a delay of 5 days
following ketamine administration (on the right side). Notably,
significant clusters of hypometabolism (in blue) were identified
bilaterally in cortical regions, particularly in the cingulate and
frontal cortex.

Similarly, results from the ROIs analysis (Figure 2B) also showed
that no significant difference was found between baseline and
ketamine bolus injection (Day 0). The effects in terms of metabolic
pattern of the molecule at Day 5 are in line with the voxel-based
analysis: a significant decrease in metabolism in the frontal cortex
between Baseline and Day 5 (—6.4%, p <0.05) and between Day 0 and
Day 5 (—5.8%, p <0.05) was found. A decrease in the cingulate cortex
between Baseline or Day 0 and Day 5 was also observed (ns).

Significant increases in ["*F]FDG uptake ratio were found in some
ROIs, that were not apparent in the voxel-to-voxel analysis. A
significant increase between Baseline and Day 5 (+2%, p <0.01) and
between Day 0 and Day 5 (+3.8%, p <0.01) were found in the raphe
suggesting a time-lagged effect of ketamine. In addition, a significant
increase was detected in caudate (+3.3%, p <0.05) between Baseline
and Day 5. An increase was also found in the cerebellum between Day
0 and Day 5 (+6.4%, p <0.05) and in the thalamus (ns) and the
hippocampus (ns).
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Delayed effects of ketamine
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FIGURE 2

Comparison of metabolic profiles using [**FIFDG PET scans between
acute and sustained subanaesthetic effects of ketamine (10mg/kg,
i.p.). (A) Voxel-to-voxel statistical comparisons of [*|*FIFDG uptake
ratio between acute injection of ketamine at subanaesthetic dose
(10mg/kg, i.p.) and saline baseline in rats (n =10). T scores are
represented in color scales (significant decreases in blue; p <0.001,
Student’s t test). Left panel: no significant change of glucose
metabolism between Day 0 (ketamine injection at subanaesthetic
dose, 10mg/kg, i.p.) and saline baseline (Day —2) in rats. Right panel:
decrease of glucose metabolism between Day 5 (saline injection
5day after ketamine injection at subanaesthetic dose) and saline
baseline (Day —2) in rats (n =10). Coronal sections are from +4 to
—13mm with respect to Bregma. (B) [**FIFDG uptake ratio in several
ROls after acute ketamine injection at subanaesthetic dose (Day 0)
and its sustained effect at 5 days (Day 5) in rats (n =10). Baseline
represents saline injection 48h before ketamine injection. Bars are
the mean+s.e.m.; *p <0.05, **p <0.01, Tukey's multiple comparisons
test, following two-way ANOVAs; region factor: F(2.367,
21.30)=359.2, p <0.0001; treatment factor: F(1.923, 17.31)=0.7752,

p =0.4713; interaction factor: F(3.599, 28.28)=5.186, p =0.0037. Thal,
Thalamus; Hip, Hippocampus; Amy, Amygdala; Cereb, Cerebellum;
Cing, Cingulate cortex; Front, Frontal cortex. (C) [*®*FIFDG mean SUVs
in several ROIs after acute ketamine injection at sub-anaesthetic
dose (Day 0) and its sustained effect at 5 days (Day 5) in rats (n =10).
Baseline represents saline injection 48h before ketamine injection.
Bars are the mean+s.e.m.; Tukey's multiple comparisons test,
following two-way ANOVAs; region factor: F(2.253, 20.27)=128.8,

p <0.0001; treatment factor: F(1.143, 10.28)=0.07003, p =0.8285;
interaction factor: F(1.569, 13.23)=1.380, p =0.2789. Thal, Thalamus;
Hip, Hippocampus; Amy, Amygdala; Cereb, Cerebellum; Cing,
Cingulate cortex; Front, Frontal cortex.
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We also compared the raw SUVs values between the conditions
and found no significant difference when no whole-brain
normalization was performed, in the ROIs as well as in the whole
brain (Figure 2C).

Metabolic connectivity

To further study the effects of ketamine, metabolic activities of
regions of interest were correlated to each other, and the changes in
regional pairwise correlations across rats after ketamine injection were
evaluated. As shown in Figure 3A, regional correlation matrices were very
different between the three time points. The permutation analysis on the
Fisher Z-scores differences between groups showed a significant decrease
of metabolic connectivity between the hippocampus and the thalamus at
Day 5 compared to the baseline (Figure 3B). Indeed, as further illustrated
in Figure 3C, the uptake ratios in these two regions at baseline tended to
be positively correlated (r =0.646, p =0.06), whereas 5 days after ketamine
administration, a negative correlation was found (r =—0.682, p =0.03).
No other significant metabolic connectivity changes were found.

Discussion
Acute effects of ketamine

In this study, no significant difference was observed in brain
glucose metabolism following acute subanaesthetic ketamine injection
in Sprague-Dawley rats and this in terms of ["*F]FDG uptake ratio or
metabolic connectivity. These findings are to be compared with
previous studies that are limited and conflicting in both animals and
humans. For example, Saur et al. (2017) reported no changes in rats,
whereas Radford et al. (2018) found an increase in ["*F]FDG uptake in
regions such as the amygdala, hippocampus, and hypothalamus, or a
decrease in the cerebellum. In humans, a cortical increase was typically
observed, such in ACC, while a decrease was seen in regions like the
habenula or amygdala (Carlson et al., 2013; Li et al., 2016; Chen et al.,
2018; Tonescu et al., 2018). In the prefrontal cortex, studies described
positive (Li et al., 2016) or negative changes (Carlson et al., 2013).

Delayed effects of ketamine

Interestingly, the differences in metabolic profiles appeared in a
delayed manner, 5 days after ketamine administration. We found a
glucose uptake decrease in the frontal cortex, supporting the
hypothesis that this region may be involved in the pharmacological
delayed effects of ketamine. Excitatory/inhibitory (E/I) imbalance in
this area has been suggested to contribute to depressive symptoms,
although whether the E/I is increased or decreased following MDD,
or chronic stress is still debated. Overall, many studies support the
concept of a pyramidal hyperactivity in the mPFC in depressive state
(Mayberg et al., 2005; Bittar and Labonté, 2021). Our findings suggest
that ketamine pharmacological activity might be linked to an overall
inhibition of activity in the mPFC, contributing to a normalization
of the E/I balance. Interestingly, synaptic plasticity has been suggested
to be involved in the antidepressant long-lasting effects of ketamine
(Li et al., 2010). This hypothesis has been recently investigated in
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FIGURE 3

Effects of ketamine on metabolic connectivity assessed by [*FIFDG PET. (A) Pairwise connectivity matrices for each group, obtained by correlation
analysis of individual uptake ratio values between the different ROIs. (B) Metabolic connectivity displayed as Fisher-Z scores for all pairs of regions;
Significant result shown for *q <0.1 after the permutation test and FDR correction. (C) Scatter plot and linear regression showing the relationship
between uptake ratios in the hippocampus and in the thalamus, at baseline and 5 days after ketamine injection.

human using PET imaging of synaptic density (Holmes et al., 2022).
Overall, no significant changes of SV2A density were observed 24h
after administration in healthy controls and patients, but some
individuals that displayed initial low SV2A density displayed
increased uptake after ketamine. Although in a different species, our
findings raise the possibility that the sustained effects of ketamine
might be more obvious only several days after administration.
Nevertheless, it would be valuable to evaluate the correlation between
glucose uptake changes and synaptic density in the same individuals
after ketamine administration in future PET studies, to understand
the relationship between synaptic density and cerebral glucose uptake
in patients and animal models. In addition, future studies could use
specific antagonists to evaluate the different molecular contributions
to the effect of ketamine of synaptic plasticity, as the TrkB antagonist
ANA-12 for the BDNF-TrkB pathway.
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Interestingly, an increase in glucose uptake was found in the dorsal
raphe nuclei (DRN) region in this study, suggesting a contribution of
the serotonergic system in the delayed action of ketamine, and in line
with some previous findings (Gigliucci et al., 2013; Fukumoto et al.,
2018; Pham and Gardier, 2019). In addition, and in accordance with
clinical data, we found an increase in glucose uptake at the striatum
level. Studies have shown that ketamine administration can lead to an
increase in dopamine release in the striatum (Kokkinou et al., 2018;
Sterpenich et al., 2019). This might also support its therapeutic effect
since dysregulation of the dopamine system in the striatum may play
arole in the development of as depression (Grace, 2016).

Our results did not find any significant effect of ketamine in
glucose uptake in the limbic system (such as the cingulate cortex or
hippocampus), which could also be involved in the antidepressant
action of ketamine (Vollenweider and Kometer, 2010; Aleksandrova
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et al,, 2017). However, we measured a significant reduction in
metabolic connectivity between the hippocampus and the thalamus,
5days after ketamine administration, although the glucose uptake
ratio tended to increase in both regions. The functional relevance of
this observation is unclear but consistent with the numerous findings
in the literature showing that ketamine modulates the connectivity
between the thalamus and other regions (Dawson et al., 2013; Hoflich
et al,, 2015; Liao et al., 2016; B Hughes et al., 2020). The complex
interaction between thalamus and hippocampus under ketamine
influence was previously studied using local field potentials recordings
in rats, showing that ketamine effects in the hippocampus are
mediated through both thalamus-dependent and independent
mechanisms, preferentially the latter at lower dose (Zhang et al.,
2012). Still, this does not fully explain the delayed negative correlation
that we observed, which deserves further investigation.

Study limitations

There are several limitations for the present study that should
be acknowledged. Healthy rats were used, and the next study should
be performed on animal models presenting a ‘depression-like’
phenotype, such as the chronic mild stress or chronic corticosterone
models. In this study, the administered molecule was a ketamine
racemic. Studies has shown that the actions of R-ketamine and
S-ketamine are distinct (Masaki et al., 2019; McMillan and
Muthukumaraswamy, 2020; Bonaventura et al., 2021). Additionally, it
is essential to highlight the differences in the administration methods
used across studies. In this case, intraperitoneal administration was
chosen for practical reasons, but the pharmacokinetics and
pharmacodynamics may vary when using other routes of
administration, such as nasal or infusion. Moreover, future studies
should be conducted with repeated administrations of ketamine or
additional time-points (later and earlier) to elucidate the onset and
duration of the effects. Static data acquisition was chosen (no kinetic
modeling was performed) to enable awake [*F]FDG uptake. Indeed,
uptake of this radiotracer in anaesthetized animals can strongly alter
measurements (Levigoureux et al., 2019). For improved robustness of
the findings, changes occurring in 5 days after injection of saline could
have been studied, but we chose to focus on the longitudinal
comparisons in a single group of animals in this proof-of-concept
study, in order to reduce the number of animals (each subject serves
as its own control). For questions of reproducibility, an injection was
carried out at Baseline, Day 0 and Day 5, since stress can induce
variations in glucose metabolism and therefore in ["*F]FDG uptake.

Conclusion

In summary, this research extends the existing literature on
ketamine mechanism of action as a rapid-acting antidepressant, which
has currently little explored the late effects of a single dose of ketamine.
By its longitudinal aspect, the present study was able to demonstrate
the sustained and prolonged effects of ketamine on cerebral glucose
metabolism. The frontal cortex, cerebellum, striatum, and DRN were
found to be the main regions affected by ketamine’s prolonged activity.
Furthermore, the connectivity analysis revealed a shift in the limbic
system, characterized by a decrease in metabolic connectivity between
the thalamus and hippocampus. This study suggests that ["*F]
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FDG-PET is useful to evaluate the sustained effects of ketamine,
which could be further used to this aim in human studies, given the
easy accessibility to this radiotracer.
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Discussion :

L’objectif de ce travail était de déterminer in vivo les profils métaboliques cérébraux
de la kétamine a dose subanesthésique (10 mg/kg, i.p.) chez le rat sain. Pour cela, un design
longitudinal innovant a été réalisé en évaluant les effets de la molécule, en TEP au ['*F]FDG

avec une captation chez I’animal vigile, immédiatement apres injection puis cing jours apres.

Effets aigus de la kétamine

Aucune différence significative n'a été observée dans le métabolisme cérébral du
glucose suite a 1'injection aigué de kétamine que ce soit en termes de ratio d'absorption de
['®F]FDG ou de connectivité métabolique. Ces résultats sont comparables 2 ce qui a été
retrouvé dans une précédente expérimentation pré-clinique (647). Cependant, les études
antérieures sont limitées et contradictoires a la fois chez les animaux et chez les humains.
Ainsi des modifications du métabolisme glucidique sont souvent retrouvées dans les régions

cortico-limbiques (641-643,670).

Effets retardés de la kétamine

Il est intéressant de noter que les différences dans les profils métaboliques sont
apparues de maniere retardée, 5 jours apres 1'administration de la kétamine malgré sa courte
demi-vie. Ces résultats viendraient soutenir la théorie selon laquelle la plasticité synaptique
serait impliquée dans les effets antidépresseurs durables de la kétamine (282). Ainsi, nous
avons constaté une diminution de l'absorption du glucose dans le cortex frontal. Un
déséquilibre excitateur/inhibiteur (E/I) dans cette zone, et spécifiquement dans le cortex
préfrontal (PFC), a été suggéré comme contribuant aux symptomes dépressifs (671,672).
Nos résultats suggerent donc que l'activité pharmacologique de la kétamine pourrait étre lie
a une normalisation de 1'équilibre E/I dans le PFC.

De maniere intéressante, une augmentation de la captation de glucose a également
été observée dans la région des noyaux du raphé dorsal (DRN) suggérant une contribution
du systeme sérotoninergique dans l'action retardée de la kétamine (481,539,540). Selon
Lopez-Gil et al, cette molécule semble effectivement augmenter la libération de la
sérotonine. Il est donc possible d’imaginer que la kétamine aurait indirectement un effet sur
les autorécepteurs 5-HT1a du raphé (538).

Par ailleurs, et en accord avec les données cliniques qui retrouvent une libération
accrue de dopamine apres administration de kétamine, nous avons observé un

hypermétabolisme glucidique au niveau du striatum (673,674). La dysrégulation du systeme
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dopaminergique dans le striatum pourrait donc jouer un role dans le développement de la
dépression (675).

En revanche, aucun effet significatif n’a été observé au niveau du systéme limbique
(comme le cortex cingulaire ou l'hippocampe). Toutefois, les analyses de connectivité
métabolique ont révélé une réduction significative de la connectivité entre I'hippocampe et
le thalamus. La pertinence fonctionnelle de cette observation n'est pas claire mais elle est en
accord avec de nombreuses découvertes décrites dans la littérature montrant que la kétamine

module la connectivité entre le thalamus et d'autres régions (676—679).

Limites et perspectives

En résumé, ce travail a permis d’enrichir les données existantes sur le mécanisme
d'action de la kétamine en tant que RAAD en explorant de maniere originale les effets
retardés de ce médicament. En effet, par son aspect longitudinal, cette étude a pu démontrer
les effets soutenus et prolongés de la kétamine sur le métabolisme cérébral glucidique par la
TEP au ['®F]FDG qui est une technique translationnelle, non invasive, facilement accessible,
sensible et tres spécifique. Ainsi, en cohérence avec la littérature et les structures impliquées
dans la dépression résistante, le cortex frontal, le cervelet, le striatum et les noyaux du raphé
dorsal se sont avérés étre les principales régions affectées par l'activité prolongée de la
kétamine. De plus, l'analyse de la connectivité a révélé un changement dans le systeme
limbique, caractérisé par une diminution de la connectivité métabolique entre le thalamus et
I'hippocampe. Pour une meilleure transposabilité, cette étude pourrait €tre menée sur un
modele animal anxio-dépressif. En outre, des administrations répétées de kétamine ou a des
points temporels supplémentaires (plus tard et plus tot) pourraient €tre envisagés.

Finalement la TEP au ["®F]JFDG semble étre un trés bon biomarqueur dans
I’évaluation des effets aigus, chroniques et/ou retardés des molécules a la fois dans les études

pré-cliniques mais également chez ’Homme.
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3) Résultats expérimentaux : comparaison des profils métaboliques du
candidat RAAD, NLX-101, un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT1a avec
la kétamine, sur un modele de rat dépressif cortico-induit en TEP au
[*8F]FDG.

Titre envisagé : Exploration of the Rapid-Acting Antidepressants effects of ketamine and
NLX-101, a biased agonist of 5-HTa receptors using ['*F]JFDG-PET in a rat model of

depression.

Sarah Chaib, Sandrine Bouvard, Caroline Bouillot, Benjamin Vidal, Adrian Newman-

Tancredi, Anthony Fourier, Luc Zimmer, Elise Levigoureux

Soumission prévue dans Translational psychiatry ou Pharmalogical Research

I. Introduction et problématique :

La dépression est un probleme de santé publique majeur représentant un fardeau
sanitaire, économique et social. En France, une personne sur cinq est sujette a ces troubles
et un tiers d’entre elles sont résistantes aux antidépresseurs classiques (inhibiteurs de la
recapture des monoamines) (242,680). L’arsenal thérapeutique destiné a ces patients
souffrant de dépression sévere résistante aux traitements (DRT) est limité (comme la
kétamine) et présente des effets secondaires importants (469,472). 1l semble donc crucial de
développer de nouveaux médicaments antidépresseurs d’action rapide (RAAD). Notre
hypothese principale est que le développement d’agonistes biaisés sélectifs des récepteurs
5-HT:a permettrait le ciblage de certaines régions cérébrales, notamment corticales, pour
obtenir un effet thérapeutique de type RAAD, s’apparentant a un des mécanismes de la
kétamine, tout en limitant la survenue d’effets secondaires (29,545). Ainsi, plusieurs
agonistes biaisés des récepteurs 5-HT1a sont actuellement en développement comme la
molécule NLX-101. Des données précliniques montrant des effets rapides et durables chez
des modeles animaux anxio-dépressifs sont par ailleurs tres encourageantes (547,555,681).

Le projet vise donc a comprendre, par une approche translationnelle d’imagerie
fonctionnelle, I’implication des récepteurs 5-HTa dans la physiopathologie de 1a dépression
ainsi que le mécanisme d’action des RAADs comme la kétamine et la molécule candidate
NLX-101 a travers plusieurs expériences in vivo. Pour cela, les effets centraux de la kétamine
a dose subanesthésique et de NLX-101 a dose thérapeutique chez un modele de rat anxio-

dépressif par administration chronique de corticostérone ont été étudiés et cartographiés
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grice A I'imagerie TEP au ['"*F]FDG. La finalité de ce projet est de contribuer a la preuve de
concept d’une nouvelle thérapeutique antidépressive ciblant spécifiquement certains
récepteurs 5-HTa afin de développer des nouvelles thérapies dans la dépression résistante

aux traitements (DRT).

I1. Matériel et méthodes :

Pour réaliser cette étude, il était nécessaire de développer dans notre laboratoire un
modele préclinique de dépression. Nous avons tout d’abord choisi d’administrer aux rats de
la corticostérone par voie orale puis de réaliser des tests afin de s’assurer de la validité de
notre modele.

En raison des résultats insuffisants chez ces rats, un nouveau mode d’administration de la

corticostérone a été choisi sur de nouveaux animaux : la voie sous-cutanée.

Animaux

L’ensemble des expériences ont été réalisées conformément aux directives
européennes relatives a la protection des animaux utilisés a des fins expérimentales
(directive 2010/63/EU) et approuvées par le comité d'éthique de 1'Université de Lyon
(CELYNE).

Administration per os :

Vingt-quatre rats males adultes Sprague-Dawley (laboratoires Charles River, France)
pesant 200-225 g ont été logés par groupe de quatre rats par cage dans des conditions
normales de température (22+2°C) et d'humidité (50%) avec un cycle lumiere/obscurité de
12h/12h. La lumiere a été allumée chaque jour a 8h00. Tous les animaux ont eu acces a 1’eau
et a la nourriture a volonté (Teklad 18% protein rodent diet, Envigo, USA) a I’exception de
la réalisation du test comportemental de Sucrose Preference Test (SPT).

Apres une période d'acclimatation initiale de quatre jours, les rats ont été répartis au hasard
en deux groupes : un groupe témoin (n=12) et un groupe CORT (n=12). Le modele CORT
a été réalisé grace a une administration chronique de corticostérone (50 pg/mL) dans I’eau
de boisson pendant minimum 21 jours (585,602), diluée dans 0,45% de B-cyclodextrine
(596). Les biberons ont été changés et pesés tous les 3 jours. Le groupe témoin a recu de
I’eau de boisson plate seule avec la B-cyclodextrine. Les biberons étaient conditionnés dans

des poches opaques pour garantir la stabilité de la corticostérone qui est une molécule
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photosensible. La chronologie de la procédure de la mise en place du modele animal CORT

per os est présentée ci-dessous (figure 49) :

a22%
Mise en place du modele Préparation SPT
N — | ———————— |
I i
0 J20aJ22 J26 J29 Ja1
\ ,'/ ‘\\
—— /
- ’v .\\ / 7
Réception Début administration Tests Fin administration SPT Préléevements
/acclimatation peros _ | comportementaux peros (plasma, surrénales,
(FST, 0-maze) cerveaux)
»=» CORTN=12 =——————————3 CORTN=12 > CORTn=12 » CORTnNn=12
J 50 pg/mL
n=24 ==
. > Témoins N=12 =3/ Témoins n=12 >/ Témoins n=12 » Témoins n=12

B-cyclodextrine

Figure 49 : Chronologie de la mise en place du modele animal CORT par administration per os.

Administration s.c.:

Un total de quarante-huit rats males adultes Sprague-Dawley (laboratoires Charles
River, France) pesant 200-225 g ont été utilisés dans cette étude. Sauf mention contraire, les
animaux ont été logés par groupe de cinq rats par cage pour le groupe CORT et par deux
pour le groupe témoin dans des conditions normales de température (22+2°C) et d'humidité
(50%) avec un cycle lumiere/obscurité de 12h/12h. La lumiere a été allumée chaque jour a
8h00. Tous les animaux ont eu acces a I’eau et a la nourriture a volonté (Teklad 18% protein
rodent diet, Envigo, USA) a I’exception de la réalisation du test comportemental de test de
préférence au saccharose (SPT).
Apres une période d'acclimatation initiale de quatre jours, les rats ont été répartis au hasard
en deux groupes : un groupe témoin (n=8) et un groupe CORT (n=40). Le groupe CORT a
recu des injections sous-cutanées quotidiennes (entre 9 et 11 heures du matin) de
corticostérone dosée a 40 mg/kg pendant minimum 21 jours consécutifs qui correspond au
temps nécessaire a la mise en place du modele de dépression (574). Une injection
quotidienne a été maintenue apres les 21 jours jusqu'a l'euthanasie des animaux afin
d’entretenir I’imprégnation CORT des animaux durant toute la durée des expériences (48

jours au total).
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Parallelement, le groupe témoin a également recu une injection de sérum
physiologique en injection s.c. dans les mémes conditions. La chronologie de la mise en
place du modele animal CORT par injections sous-cutanées ainsi que des procédures

d’imagerie réalisées est présentée ci-apres (figure 50) :

Mise en place du modele Préparation SPT . Micro TEP/CT
JO J20a J22 J26 J29 J33 J35 J40

J48

AL
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A wr“
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Figure 50 : Chronologie de la mise en place du modéle animal CORT par injections sous-cutanées et
réalisation des acquisitions TEP au [**F]FDG.

Tests comportementaux

Un ensemble de tests comportementaux ont été effectués pour évaluer I’expression

du phénotype dépressif :

1) Test de la nage forcée (FST)

Ce test consiste a évaluer la résignation de I’animal en déterminant le temps
d’immobilisation dans un récipient rempli d’eau durant 5 minutes. Le matériel employé pour
le test FST a été congu par I’équipe de maniere a reproduire les conditions décrites dans la
littérature (620,621) (cylindre en plexiglas de 20 cm de diametre minimum et de hauteur de
40 cm minimum soit 30 x 50 cm dans notre laboratoire). L.’eau a été maintenue a 25+2°C et
la hauteur de I’eau était suffisante pour que I’animal ne puisse pas toucher le sol avec ses
pattes (590,682), soit environ 35 cm. Une séance pré-test a été effectuée la veille (J20)
consistant a plonger les animaux dans I’eau pendant 10 minutes (683). Le jour du test (J21),

les rats étaient a nouveau placés dans le cylindre dans les mémes conditions pendant 5

167




minutes (entre 13h et 16h). L’eau a été changée tous les deux essais. Les sessions de tests
ont été enregistrées et une mesure du temps total d’immobilité ainsi que le temps
d’apparition de la premicre immobilité ont été effectués a 1’aide d’un logiciel d’analyse
vidéo (Boris®), par deux opérateurs indépendants. Une flottaison dans I'eau sans se débattre
et en faisant uniquement les mouvements nécessaires pour maintenir sa téte hors de I'eau
était considéré comme de I'immobilité.

Un animal présentant un phénotype anxio-dépressif présente un temps d’immobilité

supérieur (590,620) (figure 51).
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Figure 51 : Test de la nage forcée (FST).

2) Test du 0-maze (EZM) ou zero-maze ou labyrinthe en zéro

Ce test a été effectué a J22. Il consiste a évaluer I’anxiété et la locomotion. II est
similaire au « Elevated plus maze ». Il s’agit d’une plateforme cylindrique de 1 metre de
diametre constituée de deux bras fermés (50%) et deux bras ouverts (50%). L appareil est
surélevé de 50 cm par rapport au sol. Les animaux sont individuellement placés au méme
endroit de la plateforme dans une piece isolée. Un nettoyage a ’alcool est effectué entre
chaque passage. L’animal est filmé durant 5 minutes et enregistré, puis un logiciel
(EthoVisionXT, Noldus®, Leesburg, USA) analyse numériquement son comportement et
ses déplacements. Plusieurs parametres sont ainsi mesurés comme le pourcentage de temps

passé dans chacun des bras, le temps d’immobilité, la distance parcourue...
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Un animal présentant un phénotype anxio-dépressif présente un temps d’immobilité
supérieur et une diminution du temps passé dans les bras ouverts par rapports au temps

passés dans les bras fermés (684,685) (figure 52).

Elevated Zero-Maze

Figure 52 : Plateforme de I’Elevated Zero-Maze

3) Test de préférence au saccharose/sucre (SPT)

Le test de préférence a 1’eau sucrée (SPT) consiste a mesurer la préférence de
I’animal & de 1’eau sucrée plutét qu’a de 1’eau plate. Ce test a été réalisé afin d’évaluer
I’anhédonie. Pour cela, les animaux ont été placés en cages individuelles pendant une
période de 5 jours : 4 jours d’adaptation (J25 a J28) et le jour du test (J29). Le jour du test
(Ie matin entre 09h et 10h), les animaux ont été€ mis a jeun pendant 12 heures (sans acces a
la nourriture, ni a 1’eau) puis ont eu acces a la fois a de I’eau plate et a de 1’eau sucrée
(saccharose 1%) pendant 12 heures toujours sans acces a la nourriture. Cette procédure s’est

basée sur des expériences précédemment décrites (586,619) :

e Période d’adaptation :

J1 et 2 : 2 bouteilles d’eau plate
J3 : 2 bouteilles avec saccharose a 1%

J4 : 1 bouteille d’eau plate et 1 bouteille avec saccharose a 1%
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e Testsur12h:
J5 : 1 bouteille d’eau plate et 1 bouteille avec saccharose a 1%

Afin d'assurer une cohérence, les volumes initiaux placés dans les biberons étaient
de 200 mL durant les 5 jours. Le jour du test, les bouteilles ont été pesées pleines avant leur
positionnement, puis 1 heure post-test (calcul de la préférence au sucre a 1h en %). Les
bouteilles sont alors inversées au niveau du placement et elles sont ensuite pesées a 12 heures
post-test (calcul de la préférence au sucre a 12h en %). Les calculs sont effectués selon la
formule :

Préférence au sucre (%) = sucre consommé (g)/(sucre consommé [g] + eau consommeée [g])
x 100% (figure 53).
Un animal présentant un phénotype anxio-dépressif présente un pourcentage de

préférence au sucre amoindri (586).

X2

Jourlet2 Jour 3 Jour 4 Jour 5 (1h) Jour 5 (11h)

[ Eauplate

- Eau sucrée 1%

Test de préférence au saccharose
(sur 12h)

Figure 53 : Test de préférence au saccharose (SPT)
4) Poids

Les animaux ont été pesés deux fois par semaine pendant la durée de 1’étude.
Un animal présentant un phénotype anxio-dépressif présente une masse corporelle

diminuée (596).
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Dosages plasmatiques de corticostérone

Des prélevements sanguins ont été effectués au niveau du sinus rétro-orbital a J48
(J41 pour I’¢tude per os), soit le dernier jour des expérimentations animales. Ces
prélevements ont été effectués le matin entre 9 et 11h. Apres prélevement d’environ 1 mL
sur tube EDTA, les échantillons sanguins ont été centrifugés a 2000 g pendant 15 minutes
puis congelés a -80°C avant réalisation de 1’analyse. Les dosages de corticostérone ont été
réalisés par méthode ELISA par compétition grace a un kit commercialisé par la société
Enzo Life Sciences (ADI-900-097) pour 1’étude sous-cutanée et par spectrométrie de masse
(LC-MS/MS) pour I’étude per os. Brievement, les échantillons plasmatiques ont été dilués
au 1/40°™ d’apres les préconisations du fournisseur puis incubés en contact avec I’anticorps
de détection et son conjugué pendant 2 heures, avant incubation avec le substrat pendant 1h
puis arrét de la réaction colorimétrique par ajout de solution Stop. Les mesures ont été
réalisées a 405 nm (avec une correction apportée a 580 nm) puis les densités optiques des
échantillons ont été comparées a celles des standards préalablement préparés. Les
concentrations finales présentées tiennent compte du facteur de dilution apporté aux

échantillons.

Prélevement des cerveaux et des surrénales

A J48 (ou J41 pour I’étude per 0s), les rats ont été euthanasiés et les cerveaux ont été
prélevés et rincés a ’eau distillée puis congelés dans une solution d’isopentane (2-
méthylbutane, Sigma-Aldrich, France) refroidi a -29°C avec de la carboglace. Ils ont ensuite
été stockés a -80°C pour de futures études en autoradiographie in vitro.

Immédiatement apres, les surrénales ont été prélevées et pesées sur une balance de précision.
Le poids des animaux étant tellement différent entre le groupe CORT et le groupe témoin, il
a été décidé de rapporter la masse totale des surrénales a la masse de 1’animal pour I’exprimer

en pourcentage selon la formule suivante :

% = [(poids surrénales (g)/poids du rat (g)) x 100] / poids surrénales (g)

171



Traitements pharmacologiques

Modele CORT :

Corticostérone

La corticostérone (11p,21-dihydroxy-4-pregnene-3,20-dione) est le glucorticoide
naturel principal chez les rongeurs, synthétisé par les glandes surrénales. Un apport exogene
a été apporté de maniere quotidienne aux animaux. Afin de garantir la stabilité de la
préparation, une solution de corticostérone de syntheése (C0388, TCI Europe ou C2505,
Sigma-Aldrich, France) a été préparée toutes les 72 heures dans un flacon opaque et
conservée au réfrigérateur (2-8°C). Afin de solubiliser la solution, la corticostérone a d’abord
été dissoute dans une solution mere de Tween 20% avec une alternance agitation/sonication.
Une fois les cristaux dissous, la solution préparée a ét€ complétée par du sérum
physiologique 0,9%, qsp tween 2%. Le volume administré par rat était de 1 mL/kg, pour une
dose de 40 mg/kg.

Pour I’étude per os, une concentration de corticostérone a 50 pg/mL dans de 1’eau plate a
été utilisée.

Tween 80

Le tween 80, ou polysorbate 80 (ref: 90056-250, Inresa. Pharma, Bartenheim,
France) est un tensioactif utilisé afin de dissoudre la corticostérone. Celui-ci a été dilué avec
du NaCl 0,9% a une concentration de 20% puis utilis€ et injecté a une concentration de 2%
(686,687).

B-cyclodextrine

La pB-cyclodextrine (2-hydroxypropyl-b-cyclodextrin) est une macromolécule
utilisée pour encapsuler les molécules hydrophobes et leur permettre de se solubiliser. Ainsi,
elle a ét€ employée a une concentration mere de 20% afin de solubiliser la corticostérone
puis diluée dans de I’eau plate a 0,45% (Kleptose® HPB orale, 346112102K, Roquette
Pharma, France) lors de I’administration aux animaux (596). Le groupe de rats témoins a
¢galement recu de I’eau plate avec 0,45% de B-cyclodextrine durant toute la durée des

expériences.
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Agents pharmacologiques évalués :

Kétamine
La kétamine®1000 (100 mg/mL), psychotrope anesthésique a été obtenue aupres de
Virbac, France, et diluée au 10° dans du sérum physiologique 0,9% a une dose

subanesthésique de 10 mg/kg, gsp 0,5 mL en intra-péritonéale (i.p.).

NLX-101

Le NLX-101 (ou  F15599): (3-chloro-4-fluorophenyl)-[4-fluoro-4-[[(5-
methylpyrimidin-2-yl)methylamino]methyl]piperidin-1-ylJmethanone, sel de fumarate) a
été fourni par Neurolixis et dilué¢ dans une solution de NaCl 0,9% a 0,5 mg/mL conservée
au réfrigérateur. Son administration a été réalisée a la dose pharmacologique antidépressive

de 0,16 mg/kg (547) en injection i.p. (gsp 0,5 mL).
Autres :

Saccharose
Pour I’expérience de SPT, du saccharose ou sucre (a-D-glucopyranosyl-(1—2)-B-D-
fructofuranoside) provenanr de chez Sigma-Aldrich, France a été utilisé a une concentration

de 1%, dilué dans de 1’eau plate.

[)FIFDG

Le médicament radiopharmaceutique, ['®F]Fluorodésoxyglucose, a été fourni par les
sociétés Advanced Accelerator Applications molecular imaging, France (Gluscan) ou
Curium PET, France (Glucotep). Il a été administré a la dose de 37 kBq/g dilué dans un

volume maximum de 0,5 mL de sérum physiologique et injecté dans la veine caudale.

Sélection des animaux et analyses statistiques

Comme évoqué précédemment, les résultats des tests réalisés pour évoquer le
comportement anxiodépressif n’ayant pas ¢été satisfaisants sur les rats CORT en
administration per os, seuls les rats CORT s.c. ont ét¢ retenus pour 1’étude d’imagerie.

Sur les 40 rats CORT s.c., nous avons fait le choix de constituer 3 groupes de 8 rats
afin d’obtenir le design présenté en figure 50.

Il a donc fallu procéder a une sélection des animaux CORT pour ne sélectionner que

24 rats.
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Cette sélection a été réalisée en attribuant un score a chaque animal. Pour chaque test
comportemental, le rat ayant obtenu le meilleur résultat, correspondant au phénotype le plus
anxio-dépressif, a recu le score le plus élevé (12) et celui ayant le plus faible score s’est vu
attribué la note de 1. Les scores par tests ont ensuite été additionnés et les rats les moins
répondeurs ont été exclus de la cohorte.

En pratique, 4 lots de 10 rats CORT + 2 témoins ont été étudiés et soumis aux tests
comportementaux. Apres sélection (tableau 7), seuls 6 rats parmi les 10 traités par CORT
ont été retenus, accompagnés des 2 animaux témoins qui ont été systématiquement
sélectionnés.

Les critéres d’attribution du score par test ont été les suivants (tableau 7) :

Tableau 7 : Score attribué a chaque animal par test comportemental

Test comportemental

Note attribuée
Score minimal= non anxio-dépressif
Score maximal = trés anxio-dépressif

FST 1% immobilité
par évaluateur
(temps en secondes)

1=temps le plus long avant la 1ére
immobilité
12 = temps le plus court avant la 1%
immobilité

FST immobilité totale
par évaluateur
(temps en secondes)

1=temps le plus court
12 = temps le plus long

Prise de poids 1= prise de poids la plus importante
(en %) 12 = prise de poids la plus faible
1= préférence au sucre la plus
SPT a 1h importante
(préférence au sucre en %) 12 = préférence au sucre la moins
importante
1= préférence au sucre la plus
SPT a 12h importante
(préférence au sucre en %) 12 = préférence au sucre la moins
importante

0-maze
(fréquence de présence dans le
bras fermé)

1= plus petite fréquence de présence
dans le bras fermé
12 = plus longue fréquence de présence
dans le bras fermé

1=temps le plus court de présence

(immobilité totale en secondes)

0-maze .
, ) dans le bras fermé
(durée de présence dans le bras _ .
: 12 =temps le plus long de présence
fermé) .
dans le bras fermé
0-maze 1=temps d'immobilité le plus court

12 = temps d’'immobilité le plus long
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Remarques :
1) Pour une question pratique, les dosages de corticostérone n’ont finalement pas pu
étre inclus dans le score total.
2) En cas d’égalité ou de doute sur les choix de rats, les notes du test de FST (1%

immobilité et totale) étaient pondérées par un coefficient 2 (« compte double »).

Analyses statistiques des tests comportementaux

L’ensemble des résultats des tests comportementaux ainsi que des dosages ont fait
I’objet de séries de tests de U-Mann-Whitney. Il s’agit d’un test statistique non paramétrique
pour analyser des valeurs indépendantes issues de petits échantillons (données non

nécessairement distribuées normalement). Les tests étaient considérés significatifs si p<0.05.

Procédures d’imagerie TEP et analyse des données
1) Protocole d’imagerie microTEP/CT et acquisition des données

Comme évoqué précédemment, a I’issue de la sélection des animaux CORT anxio-
dépressifs (CORT injectée en sous-cutanée), un total de 32 rats ont été scannés pour évaluer
I’effet des molécules étudiées (8 rats témoins, 8 rats CORT NaCl, 8 rats CORT Kétamine, 8
rats CORT NLX-101, ¢f figure 50).

Par une approche longitudinale, chaque animal a réalisé 3 acquisitions TEP/CT
différentes : une premiere représentant la baseline (J-2), une seconde 48 heures plus tard (JO)
avec I’injection randomisée de la molécule d’intérét (kétamine, NLX-101, NaCl) et une
derniere, 5 jours apres l'administration de la molécule (J5). Les rats témoins n’ont réalisé
qu’une seule acquisition TEP/CT a JO.

Les rats ont été mis a jeun pendant 4 h avant chaque examen. Quinze minutes apres
injection i.p. de 0,5 ml de la molécule d’intérét (au JO) ou de sérum physiologique (au J-2 et
au J5), un cathéter est posé€ au niveau de veine caudale du rat et le ['8F]FDG est injecté en
bolus a environ 37 kBq/g dans des conditions vigiles (37,2 + 2.7 kBq/g) . Trente minutes
plus tard, les rats sont anesthésiés par une insufflation constante d'isoflurane (4% pour
l'induction puis 2% pendant l'acquisition, 1 L/min) et placés en décubitus ventral sous la
caméra (INVEON®, Siemens, Allemagne). Les acquisitions TEP ont été réalisées en « list
mode » pendant 30 minutes, complétées par un scanner de transmission X (CT) pour la

correction de I'atténuation tissulaire. Les images statiques des acquisitions de 30 minutes ont
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été reconstruites avec les corrections d'atténuation et de diffusion. Le volume reconstruit
était constitué de 159 slices de 128 x 128 voxels, dans une bounding box de 49,7 x 49,7 x
126 mm3 et avec une taille de voxel de 0,388 x 0,388 x 0,796 mm3 OSEM 3D (figure 54).

Captation vigile

P—
T-15min TO T30min T40min T70min T80min
— & @ é
: - S|
Mise a jean Injection i.p. Injectioni.v. Anesthésie Acquisition TEP Acquisition CT Réveil
NLX-101/Kétamine / ['8FIFDG Isoflurane

NaCl
CORT n=24

Témoins n=8

Figure 54 : Protocole d’acquisition microTEP au [*F]FDG chez le rat.

L’animal vigile recoit 'injection de I'agent pharmacologique en i.p., puis de [*8F]FDG 15 minutes plus tard. La
capture du [*¥F]FDG a lieu pendant 30 minutes en conditions vigiles puis 'animal est anesthésié a
I'isoflurane avant acquisition.

2) Analyse des données TEP

L'acquisition et le traitement des données ont été réalisés a 1'aide du logiciel INVEON
Research Workplace (IRW®, Siemens) ainsi qu’a ’aide du logiciel de cartographie
statistique paramétrique SPM12® (Wellcome Trust Center for Neuroimaging, Royaume-
Uni). Les images ont été analysées en trois étapes, a savoir une analyse basée sur les voxels

(VBA), une analyse des régions d'intérét (ROIs) et une analyse de connectivité.
Analyse basée sur les voxels (VBA) = sans a priori de régions :

Les images individuelles de TEP ont été recalées et normalisées spatialement en se
basant sur notre propre template fonctionnel TEP dans le méme espace que 1’atlas Paxinos
(688), qui a été co-enregistré sur un modele IRM anatomique (689). Un filtre gaussien
isotropique [1 x 1 x 1 mm] a ensuite été appliqué permettant une normalisation spatiale et
un lissage des images. Les activités locales des voxels ont été normalisées en fonction de la
captation moyenne de I'ensemble du cerveau. Pour chaque groupe, une analyse statistique
voxel a voxel a été effectuée, en utilisant une analyse de variance dans un modele linéaire
généralisé, afin de comparer les captations moyennes entre les différentes conditions. Cette
analyse statistique a abouti a des cartes d'activation (Contraste : molécule active (JO) ou J5

— baseline) et d'inhibition (/baseline — molécule active (JO) ou J5]) pour chaque molécule
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chez les rats CORT. Un seuil significatif a été fixé a p < 0,005 non corrigé, au niveau du
voxel et un seuillage de k=700 a été appliqué, correspondant a la résolution de la microTEP.
Une deuxieme analyse a été réalisée afin de comparer les profils métaboliques des rats
CORT (NaCl JO) et témoins avec du sérum physiologique en utilisant un test t de Student
non apparié, dans le but d'évaluer 1'impact du phénotype anxio-dépressif (administration

chronique de corticostérone) sur la captation du ['*F]FDG.

Les images ainsi obtenues sont donc le reflet des modifications du métabolisme
glucidique cérébral. Ces cartographies, réalisées sans a priori de régions, seront présentées
de la méme facon en 10 différentes coupes (coordonnées par rapport au bregma en partant
du cervelet, en antéro-postérieur : -13 mm ; -7 mm ; -6 mm ; -5 mm ; -4 mm ; -3 mm ; -1,5

mm ; 0 mm ; 2 mm ; 4 mm).
Analyse par régions d'intérét (ROIs) :

Selon les données de la littérature citées en premiere partie de ce travail, il semblerait
que certaines régions cérébrales cortico-limbiques soient largement impliquées dans la
dépression (328). De plus, la molécule NLX-101 aurait une action sur les récepteurs 5-HT1a
post-synaptiques du cortex préfrontal, permettant une cascade intracellulaire commune a la
kétamine, autre antidépresseur de type RAAD (558). A partir de ce postulat, un ensemble de
régions pharmacologiquement pertinentes ont été retenues pour effectuer des analyses par
régions de la captation du ["®F]FDG : noyau caudé, thalamus, hippocampe, amygdale,
cervelet, cortex cingulaire, cortex frontal, septum latéral et raphé.

Les régions cérébrales d'intérét (ROIs) ont été identifiées et tracées a partir des
régions déja définies de l'atlas cérébral de rat de Lancelot ef al, sur le modele IRM
correspondant (689). Les rapports de captation moyenne (uptake ratio) ont été extraits des
différentes ROIs, et une analyse de variance a deux facteurs (Two-way ANOVA) avec
mesures répétées (facteurs : traitement et ROI) avec des tests post-hoc de Holm-Sidak
(correction pour les comparaisons multiples) a été réalisée a 1'aide du logiciel GraphPad
Prism 8.0 afin de comparer les rapports de captation du ['®F]FDG entre les différentes
conditions.

Une analyse en SUVs (Standard Uptake Value : radioactivité normalisée par rapport

au poids de I’animal et a la dose injectée) a €également été effectuée :

SUV = [dose ROI (Bq)/ (dose image totale (Bq)/poids de I’animal (g))]
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Analyse de connectivité métabolique (Covariance) :

Les corrélations régionales par paires entre les sujets ont été évaluées par le
coefficient de corrélation de Pearson (r). Contrairement a I’étude de la connectivité en IRMf
(cf article 1), ou I’on regardait les variations au cours du temps pour un méme individu (une
valeur de r pour chaque animal), nous avons analysé la variation pour 1’ensemble des
animaux (r pour 8 mesures individuelles de ratio pour chaque région), équivalent a une étude
de covariance.

Pour les comparaisons statistiques des matrices de corrélation entre les différentes
conditions, nous avons utilisé une méthode de test de permutation comme précédemment
décrite dans 1’étude de Choi et al, (690) en utilisant Matlab (R2023a, Mathworks). En bref,
les coefficients de corrélation ont été transformés en scores de Fisher Z. Pour chaque
comparaison (CORT NaCl vs Témoins, CORT NaCl vs kétamine, CORT NaCl vs NLX-
101), les images TEP des groupes correspondants, normalisées sur le cerveau entier, ont été
permutées de maniere aléatoire pour créer des groupes pseudo-aléatoires (toujours en
gardant la taille des groupes de départ) réassignés 10 000 fois. A partir de chaque pseudo-
groupe de rats, les matrices de corrélation ont été calculées. Les différences entre les matrices
pseudo-aléatoires ont été calculées pour toutes les 10 000 combinaisons. Pour chaque paire
de régions, la valeur de p a été déterminée par la comparaison entre la différence réelle
observée de scores Z (obtenue avec les groupes d'origine) et la distribution (histogramme de
distribution des valeurs) obtenue a partir des données permutées. Pour la correction de
comparaisons multiples, nous avons appliqué la méthode du False Discovery Rate (FDR)
avec un seuil de FDR q <0.1.

Cette méthodologie, récapitulée en figure 55 permet donc de déterminer si les
corrélations entre les régions du cerveau changent de maniere significative entre les

différentes conditions.
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Figure 55 : Exemple du calcul statistique effectué pour différencier la connectivité du groupe CORT
vs le groupe Témoin (ceci étant applicable pour les autres conditions). D’apres Choi et al. (690)

Pour chaque groupe (CORT et témoins), une matrice de corrélation est réalisée. On mélange alors les deux
groupes en constituant deux pseudo-groupes de taille équivalente : pseudo-groupe CORT et pseudo-groupe
Témoin. Une pseudo-matrice de différence est alors créée en soustrayant les deux pseudo-matrices. Ces
étapes sont répétées 10 000 fois. On obtient alors un histogramme de distribution de différences. Notre « vraie
différence » (a partir de la « vraie différence » de matrice : soustraction entre la « vraie matrice » CORT et la
« vraie matrice » Témoin), est alors comparée a I’histogramme de distribution des valeurs. La p-value ajustée
avec le FDR est ainsi obtenue (seuil retenu : p-value-FDR < 0,1).
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II1. Résultats :

1) Tests comportementaux
Evolution du poids :
Administration per os

La courbe de I’évolution du poids des rats CORT traités par corticostérone de
maniére chronique dans 1’eau de boisson (50 pg/mL) comparée a la courbe des rats témoins
est présentée en figure 56 (moyenne + SEM). L’évolution des courbes est quasiment
identique entre les deux groupes (JO a J41) : augmentation de la masse de 56,9 + 2,4% pour

le groupe CORT per os versus 60,0 £ 1,9 % pour le groupe témoin (p = 0,0532 a J41).
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Figure 56 : Effet de la corticostérone administrée en chronique dans de I’eau de boisson (CORT per
o0s) sur le poids corporel des rats.

Données exprimées en moyenne + SEM.

Administration sous-cutanée

La courbe de 1’évolution du poids des rats CORT traités par corticostérone de
maniere chronique en sous-cutanée (40 mg/kg) comparée a la courbe des rats témoins est
présentée en figure 57 (moyenne £ SEM). L’évolution des courbes est fortement différente
entre les deux groupes (J2 et J48), avec une augmentation de la masse de 23,4 + 2,2% pour

le groupe CORT versus 122 + 5,8 % pour les rats témoins (p<0.0001).
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Figure 57 : Effet de la corticostérone administrée en chronique en injections sous-cutanées
quotidiennes (CORT) sur le poids corporel des rats.

Données exprimées en moyenne + SEM. ****p<0,0001

Test de la nage forcée (FST) :
Administration per os

L’effet du traitement chronique par corticostérone, administrée en buvable avec le
test de la nage forcée (FST), est présenté en figure 58. Comparée au groupe controle
(moyenne témoins = 53,3 + 6,7 secondes), I’induction d’un phénotype anxio-dépressif chez
le rat montre une augmentation significative de 1I’immobilité chez le groupe CORT

(moyenne CORT =7 3,8 + 7,6 secondes) (p = 0,0284).
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Figure 58 : Effet de la corticostérone administrée en chronique dans de I’eau de boisson (CORT per
o0s) sur le comportement anxio-dépressif avec un test de nage forcée (FST).

Temps d’immobilité totale exprimé en secondes sur un test de 5 minutes (moyenne + SEM). *p<0,05
Administration sous-cutanée

L’effet du traitement chronique par corticostérone administrée en sous-cutanée avec
le test de la nage forcée (FST) est présenté en figure 59. Comparé au groupe contrdle
(moyenne témoins = 135,5 + 17,5 secondes), I’induction d’un phénotype anxio-dépressif
chez le rat montre une diminution significative du temps que met I’animal pour avoir sa 1
immobilité avec une moyenne de 51,7 + 7,8 secondes (p = 0,0004). Le méme constat est
réalisé en évaluant le temps total d’immobilité avec une augmentation significative chez le
groupe CORT : moyenne témoins = 17,7 + 4,1 secondes versus 79,8 + 8,1 secondes (p =

0,0004).
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Figure 59 : Effet de la corticostérone administrée en chronique en injections sous-cutanées (CORT
s.c.) sur le comportement anxio-dépressif avec un test de nage forcée (FST).

A) Délai pour obtenir la 1¢ immobilité et B) Temps d’immobilité total exprimés en secondes (moyenne +
SEM) sur un test de 5 minutes, ***p<0,001

Test du 0-maze :
Administration per os

L’effet du traitement chronique par corticostérone administrée per os avec le test du
0-maze est présenté en figure 60. L’administration de corticostérone per os chez le rat de
maniere chronique entraine une augmentation non significative de I’immobilité totale chez
le groupe CORT (x = 71,2 £ 7,3 secondes versus X = 61,9 + 8,9 secondes chez les rats
témoins), fig. 60A (p = 0.1978, ns) et dans les bras ouverts spécifiquement (p = 0.3777, ns).
Aucune différence significative n’est retrouvée dans le bras fermé (p = 0.8874, ns).

Le pourcentage de temps passé dans les bras fermés (fig. 60B), la distance totale
parcourue pendant la durée du test (fig. 60C) ainsi que la rapidité de I’animal (vélocité) (fig.
60D) sont des parametres qui ont été analysés car connus pour démontrer I’ampleur de
I’anxiété chez les rongeurs. Cependant, ces trois tests se sont avérés non significatifs, bien
que les animaux témoins passent moins de temps dans les bras fermés, parcourent une

distance plus importante et sont plus rapides.
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Figure 60 : Effet de la corticostérone administrée en chronique dans de I’eau de boisson (CORT per
os) sur le comportement anxio-dépressif avec le test du 0-maze.

A) Temps d’immobilité de I'animal (animal pris dans sa globalité : corps, queue, nez) en secondes dans les
différents bras (toutes les zones, bras ouverts et bras fermés respectivement) ; B) % de temps passé dans les
bras fermés ; C) Distance totale parcourue en centimétres et D) Vélocité sur I’'ensemble du test en
centimétres par seconde. Test effectué sur 5 minutes. Données exprimées en moyenne + SEM.

Administration sous-cutanée

L’effet du traitement chronique par corticostérone administrée en sous-cutanée avec
le test du O-maze est présenté en figure 61. L’administration de corticostérone en injections
sous-cutanées de maniere chronique chez le rat entraine une augmentation de I’'immobilité
totale (X = 71,5 £ 6,3 secondes versus X = 62,5 + 10,3 secondes chez les rats témoins), fig.
61A (p = 0,4023, ns). En revanche, les animaux CORT ont une augmentation significative
de ’immobilité dans les bras ouverts, fig. 61A : X = 26,3 £ 2,3 secondes vs X = 6,3 £ 1,1
secondes (p<0.0001) et aucune différence significative n’est retrouvée dans les bras fermés

(p=0.6986).
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Le pourcentage de temps passé dans les bras fermés (fig. 61B), la distance totale
parcourue pendant la durée du test (fig. 61C) ainsi que la rapidité de I’animal (vélocité) (fig.
61D) sont des parameétres qui ont €té analysés car connus pour démontrer 1’ampleur de
I’anxiété chez les rongeurs. Cependant, ces trois tests se sont avérés non significatifs, bien

que les animaux témoins parcourent une distance plus importante et sont plus rapides.
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Figure 61 : Effet de la corticostérone administrée en chronique en injections sous-cutanées (CORT
s.c.) sur le comportement anxio-dépressif avec le test du 0-maze.

A) Temps d’immobilité de I'animal (animal pris dans sa globalité : corps, queue, nez) en secondes dans les
différents bras (toutes les zones, bras ouverts et bras fermés respectivement) ; B) % de temps passé dans les
bras fermés ; C) Distance totale parcourue en centimeétres et D) Vélocité sur I’'ensemble du test en
centimétres par seconde. Test effectué sur 5 minutes. Données exprimées en moyenne + SEM.
***%p<0.0001
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Test de préférence au saccharose/sucre (SPT) :
Administration per os

Le traitement chronique par corticostérone administrée de maniere chronique dans
de I’eau de boisson ne présente pas d’effet significatif sur le test de préférence au saccharose,
présenté en figure 62. Ceci ni a 1h, fig. 62A : X =684 +3,1 % vs X =685+27 % (p =
0,9661), ni a 12h, fig. 62B : X =85,8 £ 1,4 % vs X = 83,2 £ 2,2 % (p = 0,5415) ; CORT per
os versus témoins respectivement.
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Figure 62 : Effet de la corticostérone administrée en chronique dans de I’eau de boisson (CORT per
o0s) sur le comportement anxio-dépressif avec le test de préférence au saccharose (SPT).

A) % de préférence a I'eau sucrée 1% sur 1 heure ; B) % de préférence a I'eau sucrée 1% sur 12 heures.
Données exprimées en valeurs individuelles + SEM

Administration sous-cutanée

Le traitement chronique par corticostérone administrée de maniere quotidienne en
injections sous-cutanées ne présente pas d’effet significatif sur le test de préférence au
saccharose, présenté en figure 63. Ceci ni a 1h, fig. 63A : X =70,6 £ 1,8 % vs x =70,1 £4,0
% (p =0,9512), ni a 12h, fig. 63B : X =812+ 1,6 % vs X =774 £ 5,7 % (p = 0,9841) ;

CORT s.c versus témoins respectivement.
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Figure 63 : Effet de la corticostérone administrée en injections sous-cutanées (CORT s.c.) sur le
comportement anxio-dépressif avec le test de préférence au saccharose (SPT).

A) % de préférence a I'eau sucrée 1% sur 1 heure ; B) % de préférence a I'eau sucrée 1% sur 12 heures.
Données exprimées en valeurs individuelles + SEM

2) Prélevements

Dosages plasmatiques de la corticostérone :
Administration per os

Les dosages plasmatiques des concentrations en corticostérone montrés en figure 64,
n’ont pas montré de différence significative entre le groupe CORT per os et le groupe témoin

(X =2,4.10° + 1,4.10* pg/mL vs X = 2,7. 10° + 3.,0. 10* pg/mL), p =0 ,8318.
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Figure 64 : Dosages plasmatiques de corticostérone en pg/mL par méthode LC-MSMS aprés
administration chronique de corticostérone dans de I'eau de boisson (CORT per os) comparés au
groupe témoin.

Données exprimées en moyenne + SEM
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Administration sous-cutanée

Les dosages plasmatiques des concentrations en corticostérone présentés en figure
65, ont montré une différence nettement significative entre le groupe CORT s.c et le groupe

témoin (X = 2,5.10° £ 2,4. 10* pg/mL vs X = 2,9. 10* £ 8,2 .10° pg/mL), p < 0,0001.
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Figure 65 : Dosages plasmatiques de corticostérone en pg/mL par méthode ELISA aprés
administration de corticostérone chronique en injections quotidiennes sous-cutanées (CORT s.c.)
comparés au groupe témoin.

Données exprimées en moyenne + SEM

Masse des glandes surrénales :
Administration per os

La masse des glandes surrénales rapportée au poids de 1’animal présentée en figure
66 est quasiment identique entre le groupe CORT per os (X = 2,2. 10* £ 4.,6. 10° %) et le
groupe témoin (X = 2,1. 10* £4.,7. 10° %), p = 0,3562. Si I’on réalise 1’analyse de maniére
directe, non rapportée au poids de I’animal, la masse des glandes surrénales des rats CORT
per os est de 49,5 £ 3,2 mg alors que celle des rats témoins est de 48,7 + 3.4 mg (moyenne

+ SEM), p = 0,8336.
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Figure 66 : Masse des glandes surrénales rapportée au poids total de I’animal en pourcentage
apres administration de corticostérone chronique dans de I'eau de boisson (CORT per os)
comparée au groupe témoin.

Données exprimées en moyenne + SEM
Administration sous-cutanée

La masse des glandes surrénales rapportée au poids de I’animal présentée en figure
67 est nettement supérieure chez le groupe CORT en injections sous-cutanées (X = 3,6. 10
+5.4.10% % ) en comparaison avec le groupe témoin. (X = 2,0. 10* + 4,6. 10° %), p
<0,0001. Cet apport exogene de corticostérone semble donc provoquer une hypertrophie
surrénalienne. Mais, comme indiqué, ces résultats sont rapportés au poids de I’animal et il
existe une différence pondérale importante entre le groupe CORT s.c. de masse inférieure a
celle des rats témoins (figure 57). En masse absolue non rapportée au poids total, la masse
des glandes surrénales des rats CORT s.c. est nettement inférieure (13,7 + 0,6 mg) a celle

des rats témoins (56,4 + 2.9 mg) (moyenne + SEM), p < 0,0001.
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Figure 67 : Masse des glandes surrénales rapportée au poids total de I'animal en pourcentage
aprés administration quotidienne de corticostérone chronique en injections sous-cutanées (CORT
s.C.) comparée au groupe témoin.

Données exprimées en moyenne £ SEM

3) Etude micro-TEP

Analyse de I’influence de ’administration chronique de corticostérone sur le

profil métabolique glucidique : comparaison rats CORT s.c. (NaCl) vs témoins
Analyse VBA sans a priori de régions :

Les images obtenues représentent les analyses statistiques voxel-a-voxel des ratios
de captation de ['®F]FDG entre le groupe d’animaux anxio-dépressifs CORT s.c. injectés
avec du NaCl (n = 8) et le groupe d’animaux témoins (n = 8) (figure 68). Ainsi, le pattern
des rats CORT présente un hypométabolisme marqué par rapport au groupe controle dans
diverses régions reconnues comme impliquées dans la physiopathologie de la dépression
comme le cortex frontal, le cortex cingulaire, I’hippocampe, le septum latéral ou encore le

striatum.
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Figure 68 : Comparaison du métabolisme cérébral basal glucidique chez les rats CORT vs rats
témoins (n = 8 par groupe).

Comparaisons statistiques voxel-a-voxel de la captation de [*F]JFDG chez les rats CORT injectés
avec du NaCl versus les rats témoins injectés avec du NaCl. Les zones en bleu représentent une
diminution significative du métabolisme du glucose chez les rats CORT par rapport aux rats témoins
(seuil statistique : p < 0,005, seuil de résolution k = 700). Les sections coronales vontde + 4 a - 13
mm par rapport au bregma.

Les résultats présentés en figure 68, doivent étre mis en relation avec une captation
glucidique significativement diminuée dans le cerveau total des rats CORT (fig. 69A et
69B). En effet, aprés analyse statistique (test de U-Mann-Withney), la captation de ['*FIFDG
exprimée en SUV est significativement inférieure a celle des rats t€émoins (moyenne CORT
=2,495 £ 0,17 et moyenne témoins = 3,256 £ 0,13), p = 0,0030 (fig. 69A). Les images brutes
de la captation de ["*F]FDG (coupes coronales) du groupe CORT vs le groupe témoins sont

présentées en 69B.
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Figure 69 : Effet du traitement chronique par corticostérone sur le métabolisme glucidique dans le
cerveau entier.

A) Captation de [*F]FDG exprimée en SUV entre les rats CORT (n = 8) et les rats témoins (n = 8). Données
exprimées en moyenne + SEM. ** p < 0.01. B) images brutes de la captation de [*F]JFDG (coupes coronales)
des rats CORT vs rats témoins.

Analyse par régions d’intérét (ROIs) :
Parallelement a I’analyse voxel-a-voxel, I’analyse avec a priori de régions par ROI

a permis de mettre en évidence une diminution significative des ratios de captation du
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['F]FDG chez le rat CORT au niveau du noyau caudé (-9,85%), du cortex cingulaire (-
6,93%) et du septum latéral (-9,13%). En revanche, une tendance a I’augmentation du
métabolisme glucidique dans le cortex frontal est plutdt retrouvée (+10,7%). Par ailleurs, un
hypermétabolisme non significatif chez le groupe CORT est visualisé dans le thalamus
(+1,47%) alors qu’une tendance a la diminution de captation du ['"*F]FDG a été identifiée au

niveau de I’hippocampe ou du raphé (-3,09%) (figure 70).
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Figure 70 : Comparaison du métabolisme cérébral basal glucidique chez les rats CORT vs rats
témoins (n = 8 par groupe) injectés avec du NaCl dans différentes régions cérébrales.

Valeurs exprimées en ratio d’absorption du [*F]JFDG, moyenne + SEM ;
*p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001
Test de comparaison multiple de Holm-Sidak, suite @ une ANOVA a deux facteurs : facteur région : F (1,948,
27,28) = 136,0, p < 0,0001 ; facteur traitement : F (1,14) = 16,72, p = 0,0011 ; facteur d’interaction : F (8,
112) = 7,840, p < 0,0001.

Analyse de la connectivité :

Pour étudier d’avantage les effets de 1’administration chronique de corticostérone,
les activités métaboliques des régions d'intérét ont été corrélées les unes aux autres et les
changements dans les corrélations régionales par paires entre les rats CORT et les rats
témoins (sans administration de corticostérone) ont été évalués. Comme présenté dans la

figure 71, les matrices de corrélation régionales sont tres différentes entre les rats CORT et
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les rats témoins. L'analyse de permutation des différences des scores Z de Fisher entre les
groupes a montré une diminution significative de la connectivité métabolique entre le
thalamus et les noyaux caudés (Az = -1,665, p = 0,0945) chez les rats CORT par rapport aux
témoins. De la méme maniére, les ratios d’absorption du ['®F]FDG sont significativement
négativement corrélés entre 1’hippocampe et les noyaux caudés (Az = -1,596, p = 0,045) et
entre le septum latéral et le thalamus (Az = -1,736, p = 0,071). Aucun autre changement

significatif de la connectivité métabolique n'a été observé.
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Figure 71 : Effets de I'administration chronique de corticostérone (CORT) sur la connectivité
métabolique évaluée par la TEP au [*3F]FDG (n = 8 dans chaque groupe).

A gauche : Matrice de connectivité par paires de régions pour le groupe témoins et a droite pour le groupe
CORT, obtenues par analyse de corrélation des valeurs individuelles des ratios d'absorption entre les
différentes régions d'intérét. Résultat significatif indiqué pour *q < 0,1 aprés le test de permutation et la
correction FDR pour les comparaisons multiples. Caudate = noyaux caudés, Thal = Thalamus, Hip =
Hippocampe, Amy = Amygdale, Cereb = cervelet, Cing = Cortex cingulaire, Front = Cortex frontal. Raphe =
Raphé.

Comparaison du profil métabolique d’un nouveau candidat RAAD, NLX-101,

avec celui de la kétamine sur un modele de rat CORT anxio-dépressif
Analyse VBA sans a priori de régions :

Les images d’analyses statistiques voxel-a-voxel des ratios d’absorption de ['*F]FDG
suite a I’administration de kétamine et de NLX-101 chez des rats CORT sont présentées en

figure 72 (n = 8 dans chaque groupe). Ainsi, ’injection aigué de kétamine a dose
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subanesthésique (10 mg/kg) induit une augmentation de métabolisme du glucose
principalement au niveau du septum latéral par rapport a une injection de NaCl.
Parallelement, ’administration aigué de NLX-101, agoniste biaisé des récepteurs 5-HT1a, a
dose antidépressive (0,16 mg/kg), induit de la méme maniere, un hypermétabolisme au
niveau du septum latéral par rapport a une injection de NaCl. Une augmentation de la

captation glucidique est également retrouvée au niveau du striatum et du cervelet.

Ketamine NLX-101

Septum latéral Septum latéral Striatum

Figure 72 : Effets de la kétamine en comparaison avec le candidat RAAD, NLX-101, sur le
meétabolisme cérébral glucidique chez un modeéle de rats CORT (n = 8 dans chaque groupe)

Comparaisons statistiques voxel-a-voxel de la captation de [*F]FDG chez les rats CORT aprés
injection de kétamine et apres injection de NaCl (a gauche, n = 8) ; et chez les rats CORT aprés
injection de NLX-101 et apres injection de NaCl (a droite, n = 8). Les T-scores sont représentés par
une échelle de couleur : les zones en rouge représentent une augmentation significative et les zones
en bleu représentent une diminution significative du métabolisme du glucose (seuil statistique : p <
0,005, seuil de résolution k = 700).

Les sections coronales vont de + 4 a - 13 mm par rapport au bregma.

Analyse par régions d’intérét (ROIs) :

Pour corroborer 1’analyse sans a priori, I’analyse par régions d’intéréts a permis de
mettre en évidence une augmentation significative des ratios d’absorption du ['*F]FDG dans
le septum latéral suite a 1’administration de kétamine (+ 6,77%, p = 0,0382) ainsi qu’une
augmentation non significative suite a ’administration de NLX-101 (+ 4,37%, p = 0,2199)
par comparaison au groupe CORT injecté avec du NaCl.

Au niveau du cortex frontal, une augmentation non significative de captation glucidique
est retrouvée apres administration de kétamine par rapport au groupe NaCl (+ 3,32%, p =
0,1606) et a I’inverse, une diminution significative entre le NLX-101 et le NaCl (- 6,14%, p
= 0,0391) est constatée. Ainsi, un écart significatif de captation de 8,9% est visualisé entre

les deux RAADs (p = 0,0007).

195



Au niveau des autres régions cérébrales étudiées, la kétamine et le NLX-101 ont les
mémes effets sur le métabolisme glucidique (en comparaison avec le NaCl), excepté dans
I’amygdale. Une augmentation du métabolisme glucidique est par exemple retrouvée dans
le cortex cingulaire (+ 2,34% et + 2,3%) et le striatum (+ 1,4% et + 0,62%). Alors qu’une
diminution est observée dans le thalamus (-1,97% et -1,17%) ou encore le raphé (-1,66% et
-2,24%). Les résultats sont donnés pour la kétamine et le NLX-101 respectivement (figure

73).
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Figure 73 : Comparaison du métabolisme cérébral glucidique chez les rats CORT aprés injection
aigué en i.p. de Kétamine, NLX-101 ou NaCl (n = 8 par groupe) dans différentes régions cérébrales.

Valeurs exprimées en ratio d’absorption du [*F]JFDG, moyenne + SEM; *p < 0,05, ***p < 0,001.
Test de comparaison multiple de Holm-Sidak, suite a une ANOVA a deux facteurs : facteur région : F (8,168)
=137,0, p < 0,0001; facteur traitement : F (2,21) = 1,491, p = 0,2480 ; facteur d’interaction : F (16, 168) =
1,693, p = 0,0521.
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Analyse de la connectivité :

Pour compléter les résultats et étudier les effets de I’administration des molécules
RAADs chez les rats CORT, les activités métaboliques des régions d'intérét ont été corrélées
les unes aux autres. Comme précédemment, les changements dans les corrélations régionales
par paires entre les trois conditions chez les rats CORT (kétamine, NLX-101 et NaCl) ont
été évalués. La figure 74A démontre que les matrices de corrélations régionales sont tres
différentes apreés administration des trois molécules a JO. L'analyse de permutation des
différences des scores Z de Fisher entre les groupes a montré une augmentation significative
de la connectivité métabolique entre le thalamus et ’amygdale (Az = 1,726, p =0 ,058) apres
administration de NLX-101 par rapport au groupe CORT NaCl. En revanche, 1’agoniste
NLX-101 diminue significativement la corrélation entre le cortex frontal et le thalamus au
niveau du métabolisme glucidique (Az = -1,089, p = 0,063). En effet, comme le montre la
figure 74B d’une autre manicére, les ratios d’absorption du ['®*F]FDG dans ces deux régions
ne sont pas corrélées chez le rat CORT injecté avec du NaCl (Az = 0,252, p = 0.547), tandis
qu’apres administration de NLX-101 une corrélation négative a été observée (Az = -0.681,
p =0,063).

Concernant la kétamine, aucun changement significatif de la connectivité métabolique
n'a été observé, comparé au groupe CORT injecté avec du NaCl. Toutefois, il est a noter
qu’entre le thalamus et I’hippocampe, une tendance a la corrélation négative est retrouvée

apres injection de kétamine (Az = -1,358, p =0,261).
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Figure 74 : Effets de la kétamine en comparaison avec le candidat RAAD, NLX-101, chez le rat
CORT sur la connectivité métabolique évaluée par la TEP au [*F]FDG (n= 8 dans chaque groupe).

(A) Matrices de connectivité par paires de régions pour le groupe CORT NaCl, le groupe kétamine et le
groupe NLX-101 (a JO), obtenues par analyse de corrélation des valeurs individuelles des ratios d'absorption
du [¥F]FDG entre les différentes régions d'intéréts. Résultat significatif indiqué pour *q < 0,1 aprés le test de

permutation et la correction FDR pour les comparaisons multiples. Caudate = noyaux caudés, Thal =
Thalamus, Hip = Hippocampe, Amy = Amygdale, Cereb = cervelet, Cing = Cortex cingulaire, Front = Cortex
frontal. Raphe = Raphé. (B) Nuage de points et régression linéaire montrant la relation entre les ratios
d'absorption dans le cortex frontal et dans le thalamus, chez le rat CORT NaCl et chez le rat CORT apreés

administration de NLX-101.
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Analyse de I’effet prolongé des RAADs chez le rat CORT (J5)

Les analyses sans a priori de régions et les analyses avec régions d’intéréts n’ont pas
retrouvé de différence significative entre JO et J5 (données non présentées ici). Le
métabolisme glucidique entre le jour de I’administration des molécules (kétamine/NLX-

101/NaCl) est inchangé au niveau cérébral 5 jours apres.

IV. Discussion/conclusion :

L’objectif de ce travail était d’explorer in vivo, a ’aide d’un modéle de rongeur
anxio-dépressif cortico-induit, les régions et les circuits neuronaux impliqués dans la
physiopathologie de la dépression et d’étudier 1’action antidépressive du NLX-101 comme
potentiel futur médicament RAAD, par I’utilisation de la micro-TEP au ['*F]FDG. Cette
étude a permis également de compléter des premieres données acquises chez 1’animal sain,
tant avec le NLX-101 (216) qu’avec la kétamine (RAAD de référence) (cf article 2 et 644—
646).

De cette facon, cette étude a montré que le profil métabolique du modele de rat CORT
présentait un métabolisme glucidique diminué, en particulier au niveau du noyau caudé, du
cortex cingulaire et du septum latéral. Par ailleurs, 1’action des antidépresseurs semble passer
par deux régions cérébrales communes, le cortex frontal et le septum latéral. Les effets du
NLX-101 sembleraient donc étre médiés par les hétérorécepteurs 5S-HT1a.

Ces expériences ont ét€ menées sur un total de 40 rats CORT (40 mg/kg, s.c.) dont
24 ont été sélectionnés par une série de tests comportementaux pour la réalisation des images
TEP au ['®F]FDG. Bien qu’aucun modéle animal anxio-dépressif ne soit actuellement défini
comme référence, le modele de rat par administration chronique de corticostérone en
injections sous-cutanées apparait étre une bonne alternative. En effet, les rats CORT ont tous
montré des signes anxio-dépressifs plus élevés que les rats témoins dans les tests
comportementaux en termes de score de sélection, ce qui suggere la validité apparente du
modele. De plus, ce modele apparait avoir une bonne validité étiologique caractérisée par la
dysfonction de 1’axe HHS (576) et I’induction d’un remodelage cellulaire (549,594). Ainsi,
des taux plasmatiques de corticostérone €levés, des modifications de volumes des glandes
surrénales et une altération du poids corporel ont été observés chez les animaux CORT dans
notre étude. Si I’on considere la masse absolue des glandes surrénales, il existe une atrophie

surrénalienne. Cette observation est trés probablement due a une régulation par inhibition

199



rétroactive de I’axe HHS sur les tissus, du fait de I’administration de corticostérone exogeéne
(596). De plus, une insuffisance surrénalienne est parfois retrouvée chez les patients
dépressifs (691). Pour approfondir ce travail, une analyse microscopique des tissus aurait pu
étre réalisée.

Bien que non évaluée par des tests comportementaux dans ce travail, le modele
CORT possede aussi une bonne validité prédictive apres administration de molécules
antidépressives de type RAAD (549,590,616). Une des perspectives futures serait donc de
corréler les résultats des tests comportementaux apres administration des molécules
d’intéréts avec les patterns fonctionnels obtenus en imagerie.

Contrairement aux modeles de dépression induits par des méthodes
comportementales comme le stress chronique (CMS), le modéle CORT a ’avantage d’étre
trés reproductible car il résulte d’une induction pharmacologique d’un état anxio-dépressif
par administration d’une dose connue et quotidienne de corticostérone (574), et est donc peu
influencé par I’acclimatation ou la présence humaine (ceci avec un minimum d’équipement
dans le laboratoire). Ce modele présente également 1’avantage d’étre réalisable et valide chez
diverses populations de rongeurs, ce qui a permis de réaliser les acquisitions d’imagerie avec
des rats Sprague-Dawley afin de pouvoir comparer les résultats avec de précédentes
expériences. Par ailleurs, en raison de la plus grande taille du cerveau du rat par rapport a
celui de la souris, cela a favorisé une meilleure précision dans 1’exploration de régions de
petite taille en micro-TEP du fait de sa résolution.

Concernant les tests comportementaux, le choix de ces derniers a été réalisé a la suite
d’une revue exhaustive de la littérature ainsi qu’apres une analyse de faisabilité dans notre
laboratoire. La variété de tests réalisés a permis d’évaluer différents aspects du phénotype
dépressif. Ainsi, les animaux CORT ont présenté une perte pondérale importante, une
anxiété augmentée et un comportement accru de désespoir. A propos de 1’anhédonie, évaluée
par la préférence au saccharose, aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre le
groupe CORT et le groupe témoin. Cela peut s’expliquer par la faible précision de ce test
(567) et une grande variabilité interindividuelle avec des animaux plus ou moins répondeurs.
En outre, le nombre d’animaux témoins (n = 8) par rapport aux animaux CORT (n = 40)

peut influencer I’ensemble des résultats des tests avec une puissance statistique diminuée.
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Limites du modéle animal CORT :

L’administration de la corticostérone avait initialement été prévue dans de 1’eau de
boisson pour garantir le bien-&tre animal et éviter au maximum 1’influence de la présence
humaine et du rythme circadien. Cependant, les résultats des tests comportementaux se sont
avérés peu concluants. Ceci peut €tre attribué a plusieurs facteurs, notamment une dose
relativement basse (50 ug/mL) par rapport a d'autres études (jusqu'a 400 pg/mL) (574) ainsi
qu'a la faible solubilit¢ de la corticostérone dans l'eau, ce qui peut avoir affecté sa
biodisponibilité. De plus, il était difficile de mesurer précisément la quantité de boisson
ingérée par chaque rat, ce qui rendait incertaine la dose exacte de corticostérone recue. Il est
important de noter que les rats du groupe CORT per os n'ont pas recu de corticostérone par
voie orale pendant le test de SPT, et il y a eu un intervalle de deux semaines (J26 a J41) entre
l'arrét de 'administration de la corticostérone et les prélevements de sang pour les dosages
plasmatiques, ce qui correspondait au temps nécessaire pour réaliser le test de SPT et les
potentielles acquisitions TEP.

Une autre limite a aborder est que le modele CORT simplifie la pathologie humaine
en se concentrant sur les aspects neuroendocriniens. Il est en effet difficile de modéliser
I’hétérogénéité et la complexité du trouble dépressif (692). L utilisation de combinaisons de
modeles animaux parait étre une solution (567). Par ailleurs, pour des questions de
comparabilité avec nos précédentes €tudes, il a été décidé de ne sélectionner que des rats
males alors que la dépression présente un dimorphisme sexuel en touchant une majorité de
femmes. Le choix du modele doit donc étre adapté a 1'objectif de la recherche, en tenant
compte de ses avantages et de ses limites (693).

En complément, il n’existe actuellement pas de modéle valide de mod¢le animal de
dépression résistante, ce qui représente un frein au développement de nouveaux RAADs
(694). Cependant Willner et Belzung ont défini deux grands criteres majeurs de validation
d’un modéle de DRT (695) : 1) la présence d’ une non-réponse aux antidépresseurs classiques
dans un modele de dépression et 2) la sensibilité du modele aux traitements habituellement
efficaces dans la DRT, comme la kétamine. Il s est ainsi avéré que la réalisation de plusieurs
semaines de CMS sur des animaux Wistar-Kyoto présentant une prédisposition de
phénotype anxieux semblait étre un bon modele de DRT (696,697). Etant donné que les
animaux traités par CORT semblent présenter une sensibilité réduite aux ISRS par rapport
aux animaux témoins (698,699), le modele CORT pourrait également €tre considéré, apres

sélection des animaux, comme un modele de résistance aux traitements antidépresseurs. En
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parallele, les travaux de Mendez-David et Lebeau menés sur des souris C57BL/6JRj, ont
montré qu’environ un tiers des animaux CORT montrait un phénomene de résistance aux

ISRS (700,701).

Influence de I’administration chronique de CORT sur le métabolisme cérébral

glucidique :

Le profil métabolique du modele anxio-dépressif CORT mis en évidence en micro-
TEP au ['®F]FDG est en cohérence avec les données acquises précédemment chez le rat
(593) et chez I’'Homme (357). Ainsi, notre étude confirme I’hypométabolisme marqué dans
différentes régions cérébrales impliquées dans la dépression. Une diminution de captation
glucidique est notamment retrouvée au niveau du noyau caudé, impliqué dans le systeme de
récompense, dans les régions corticales comme le cortex cingulaire qui intervient dans la
motivation, et le septum latéral, essentiel 4 la régulation émotionnelle. A noter que
I’hypométabolisme global présent dans 1’ensemble du cerveau peut étre attribué a la
pathologie dépressive elle-méme (702) mais aussi aux modifications métaboliques
systémiques provoquées par la corticostérone qui peut modifier la glycémie. L’analyse en
ratio sur le cerveau global permet de s’affranchir de cette problématique. Ainsi, une
augmentation de captation du ['F]JFDG est observée dans le thalamus qui présente
généralement une hyperactivit¢ dans le TDM. En revanche, nous avons noté un
hypermétabolisme dans le cortex frontal, alors qu’un hypofonctionnement de cette région
est couramment associé a la dépression. Cette divergence pourrait étre due a la taille
relativement grande de la région d'intérét "cortex frontal" dans l'atlas utilis€. Une piste
d'amélioration consisterait peut-étre a différencier de maniere plus précise les sous-régions

du cortex préfrontal pour une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents.

Effet de ’administration du candidat RAAD, NLX-101 et de la kétamine sur le

métabolisme glucidique cérébral :

A notre connaissance, cette étude a mis en évidence pour la premiére fois 1’effet de
molécules de type RAAD sur un modele anxio-dépressif CORT grace a 1’imagerie micro-
TEP au ['8F]FDG.

De maniere treés intéressante, 1’action aigu€ du NLX-101 et de la kétamine semble
passer par deux régions principales. En effet, un hypermétabolisme glucidique est retrouvé

au niveau du septum latéral aprés administration de ces deux molécules. L’hypothese émise
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par Papp et al (703) est que les effets de la kétamine et du NLX-101 seraient médiés par la
convergence de signalisation au niveau des interneurones GABAergiques corticaux. Il est
possible d’imaginer que le septum latéral, riche en neurones GABA-ergiques (368), et par
ailleurs en 5-HT AR, soit également impliqué (35). Ainsi, I’antagonisme des récepteurs
NMDA par la kétamine et 'activation des récepteurs 5-HTa par le NLX-101 inhiberaient
tous deux l'activité des interneurones GABA, provoquant la désinhibition des neurones
pyramidaux glutamatergiques et augmentant la libération de glutamate.

Cela se reflete de maniere similaire dans le cortex frontal, ou le NLX-101 provoque
une diminution de captation glucidique, alors que la tendance est plutot a I’augmentation
apres injection de kétamine. Cette structure parait donc également essentielle au mécanisme
d’action de ces deux RAADs.

A noter que, comme évoqué dans Iarticle 2, la kétamine utilisée dans ce travail est
un mélange racémique. Les énantiomeres R et S de cette molécule peuvent présenter des

profils différents (646).

In fine, I’action des antidépresseurs semblait étre médiée par les hétérorécepteurs 5-
HTia au niveau cortical et du septum latéral, comme évoqué dans la littérature (22). Au
niveau du raphé, aucune différence significative n’a été observée, suggérant une moindre
action sur les autorécepteurs 5-HTia. De plus, les effets antidépressifs a long terme des
RAADs seraient provoqués par des modifications de la plasticité neuronale, en passant
notamment par les voies de signalisation impliquant BDNF, la phosphorylation de ERK ou
de CREB, et mTOR (282,555). Cependant, aucune modification du métabolisme a long
terme n’a été retrouvée. Cela va a ’encontre des résultats obtenus avec le méme design chez
I’animal sain aprés administration de kétamine (cf article 2). Ces variations de résultats
soulignent I’intérét d’utiliser des mod¢les animaux des pathologies humaines. Par ailleurs,
le nombre d’animaux était plus important dans les expériences sur le rat sain. Une
augmentation du nombre d’animaux aurait donc pu accroitre la puissance statistique et

révéler des modifications a long terme.

Par ailleurs, I’étude de la connectivité a complété ce travail, en montrant une
altération des circuits neuronaux chez les rats CORT, en particulier au niveau du systeme
limbique (thalamus, noyau caudé, hippocampe et septum latéral). L’administration des
molécules RAADs (kétamine et NLX-101) a modifié ce profil de connectivité et paraissent
avoir des empreintes distinctes. Le NLX-101 semble agir sur la connectivité entre le cortex

frontal et le thalamus, régions largement atteintes dans la dépression.
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Finalement, ce travail novateur et translationnel a apporté une contribution
significative a la compréhension du rdle du récepteur 5-HTia dans le trouble dépressif
majeur et a l'identification des voies de signalisation ainsi que des circuits neuronaux
impliqués dans le mécanisme d'action du NLX-101, antidépresseur rapide potentiel, et de la
kétamine. Ces deux molécules au mécanisme d’action différent semblent converger vers des
effets communs, suggérant que NLX-101 pourrait avoir des bénéfices thérapeutiques
antidépresseurs tout en limitant les effets secondaires connus de la kétamine (704). Ces
résultats encourageants sont complémentaires aux études précliniques en cours sur le

développement de nouveaux RAADs agonistes biaisés des 5-HTaR.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L'un des défis majeurs de santé publique actuel réside dans la prise en charge des
maladies neurodégénératives et des divers troubles psychiatriques, telles que la dépression
et les dyskinésies induites par la L-DOPA (DIL) dans la maladie de Parkinson (MP). Bien
que tres différentes, ces pathologies peuvent présenter des similitudes mécanistiques. En
effet, la L-DOPA, traitement de référence de la MP est, par exemple, développée dans la
dépression du sujet agé (NCT04469959), alors que la kétamine, antidépresseur d’action
rapide, pourrait étre employée dans les DIL (705). Un de leurs points communs est
notamment le role crucial du systeme sérotoninergique dans leur développement et en
particulier ’implication des récepteurs 5-HTia qui représenteraient donc une cible
thérapeutique tres intéressante. Cependant, ces récepteurs sont largement distribués dans de
multiples régions cérébrales et interagissent avec différents types de protéines G. Le
développement d'agonistes biaisés permettrait alors un ciblage plus spécifique en dirigeant
la signalisation vers une réponse souhaitée dans une région particuliere. Ainsi, ce concept
innovant de sélectivité fonctionnelle serait capable d’améliorer le bénéfice thérapeutique
tout en limitant les effets indésirables.

Nous avons vu que plusieurs agonistes biaisés des récepteurs 5-HT1a sont en cours
de développement comme les molécules NLX-112 dans les DIL et NLX-101 dans la
dépression résistante aux traitements (DRT). Ces candidats médicaments apparaissent €tre
une piste thérapeutique trés encourageante et cela en dépit d’une mauvaise connaissance des
mécanismes sous-jacents.

Dans ce contexte, les techniques d’imagerie fonctionnelle comme la Tomographie
par Emission de Positons (TEP), qui posséde une excellente spécificité et sensibilité, sont
des outils précieux pour I’étude de la fonction et la neurochimie cérébrale. L’objectif de ce
travail était donc d’explorer le nouveau concept d’agoniste biaisé grace a des approches
translationnelles en imagerie, en étudiant plus spécifiquement 1’implication des récepteurs
5-HTia en psycho- et neuropharmacologie a travers deux exemples: les DIL et la

dépression.

Dans une premiere partie expérimentale, nous avons mis en évidence pour la
premiére fois le profil métabolique d’un modele de rat présentant des DIL en cohérence avec

les données acquises chez I’Homme. Un hypermétabolisme glucidique est notamment
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retrouvé au niveau des zones motrices (cervelet, tronc cérébral et région locomotrice
mésencéphalique) tandis qu’un hypométabolisme est présent dans le striatum, I"hippocampe
et certaines régions corticales. De plus, les expériences ont montré que 1’administration de
I’agoniste biaisé 5-HT1a, le NLX-112, atténuait le profil métabolique obtenu en microTEP
au ['®F]FDG en présence de L-DOPA, en cohérence avec une diminution significative des
mouvements anormaux chez le rat dyskinétique. L’analyse par régions d’intérét a révélé que
son action antidyskinétique semblerait étre médiée par une activation préférentielle des
autorécepteurs 5-HTi1a au niveau du raphé, et 1’étude de connectivité fonctionnelle a
complété ce travail en montrant une altération des circuits neuronaux chez les rats
dyskinétiques et sa correction apres 1’administration du NLX-112.

Les deuxieme et troisieme parties expérimentales visaient a étudier le mécanisme
d’action des antidépresseurs a action rapide (RAAD).

Ainsi, la deuxiéme étude s’est concentrée sur les effets aigus et a long terme de la
kétamine, nouveau RAAD récemment mis sur le marché. Nous avons ainsi exploré le
métabolisme glucidique 2 1'aide de la TEP au ['®F]FDG chez des rats sains dans le cadre
d'une étude longitudinale. Il est apparu qu’aucune différence n’était observée apres
l'injection aigué de kétamine. Cependant, un hypométabolisme significatif est apparu plus
tardivement, reflétant un effet soutenu et retardé de la kétamine dans le cortex frontal et le
cortex cingulaire. Une augmentation de la captation glucidique a également ét€ mesurée dans
le raphé, le noyau caudé et le cervelet.

Au cours de la troisieme partie, nous nous sommes intéressés au mécanisme d’action
des RAADs selon la méme méthodologie mais en utilisant cette fois un modele animal de
dépression CORT. L’étude portait sur la comparaison des effets de la kétamine et d’un autre
agoniste biaisé des récepteurs 5-HT1a, le NLX-101, candidat médicament de type RAAD.
Ainsi, le profil métabolique du modele CORT a montré un métabolisme glucidique diminué
dans des régions impliquées dans la dépression, en particulier au niveau du noyau caudé, du
cortex cingulaire et du septum latéral. Les actions aigu€s du NLX-101 et de la kétamine
semblaient passer par deux mémes régions principales, le septum latéral et le cortex frontal,
suggérant que ces deux molécules antidépressives convergent vers des voies de signalisation
communes et que NLX-101 agirait préférentiellement par les hétérorécepteurs 5-HTia. Par
ailleurs, 1’é¢tude de la connectivité a complété ce travail en montrant une altération des
circuits neuronaux chez les rats CORT, modifiée par 1’administration des molécules

RAAD:s.
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Pour résumer, ce projet translationnel innovant a contribué a 1’exploration du role
encore mal connu du récepteur 5-HT1a dans deux pathologies neuropsychiatriques : les DIL
et la dépression. Il a également permis d’identifier et de déterminer les voies de signalisation
ainsi que les circuits neuronaux distincts impliqués dans le mécanisme d’action de deux
molécules agonistes biaisés de ces mémes récepteurs. Méme minimes, les différences
structurelles des agonistes biaisés induisent ainsi des différences considérables in vitro et in
vivo et donc des applications thérapeutiques diverses. Une multitude de nouvelles molécules
sont ainsi a I’étude, comme NLX-204, avec des propriétés différentes et des profils de
sécurité éventuellement supérieurs (550,551). Il serait donc intéressant d’enrichir nos
données en les comparant a d’autres agonistes biaisés en cours de développement et de
réaliser des travaux complémentaires in vitro par des expériences d’autoradiographie ou de
dosages de protéines de voies de signalisation spécifiques comme pERK1/2. Ces expériences
pourront étre un outil de screening pour choisir laquelle de ces molécules développer dans
quelle pathologie.

Ainsi, I'imagerie fonctionnelle et tout particuliérement la TEP au ['®F]FDG apparait
étre un excellent biomarqueur pour 1’étude des maladies neuropsychiatriques et de ses
traitements, y compris de facon longitudinale. En effet, 1a découverte future de biomarqueurs
objectifs, comme I’imagerie TEP, sera essentielle a I’avenir pour déterminer des groupes
homogenes de patients et pouvoir mieux les traiter. Le développement des agonistes biaisés
représente donc des intéréts thérapeutiques mais aussi diagnostiques par leur radiomarquage
(706) en permettant uniquement la visualisation des récepteurs fonctionnels, contrairement
aux traceurs antagonistes des 5-HTiaR tel que le ['®F]MPPF. Il serait donc envisageable
d'enrichir nos résultats en menant des études avec d’autres radiotraceurs TEP disponibles
comme le ['8F]F13640 (agoniste biaisé€ radiomarqué des 5-HT1aR) mais aussi le [""C]DASB
(traceur des transporteurs SERT) ou encore le ['®F]TRACK en cours de développement qui
cible la neuroplasticité en se liant aux récepteurs TRk (707). D’autres techniques d’imagerie
fonctionnelle (fUS ou IRMf) peuvent également étre considérées.

En conclusion, I'utilisation combinée de I’imagerie fonctionnelle et de modeles
animaux robustes, prédictifs et représentatifs de la pathologie humaine semble essentielle
car les résultats obtenus peuvent parfois différer de ceux obtenus chez 1’animal sain. Ainsi,
les résultats obtenus dans ce travail sont directement transférables a ’Homme et permettront
d’alimenter les données des essais pré-cliniques et cliniques en cours, au bénéfice des

patients.
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RESUME

Les récepteurs sérotoninergiques 5-HTia (5-HTiaR) constituent une cible thérapeutique intéressante du fait de leur
implication dans divers troubles neurodégénératifs ou psychiatriques. Compte tenu de leur diversité fonctionnelle et de leur|
vaste distribution, le développement d’« agonistes biaisés » rendrait possible le ciblage précis de certaines régions cérébrales
ainsi que des sous-populations préférentielles de 5-HT1aR pré- ou postsynaptiques. Le concept pharmacologique récent de
sélectivité fonctionnelle suggere que des agonistes hautement spécifiques pourraient diriger préférentiellement la signalisation
des récepteurs vers des réponses intracellulaires souhaitées en ciblant les voies de signalisation associées aux effets
thérapeutiques tout en évitant les effets secondaires. Le développement de ces molécules en thérapeutique offrirait donc
d’importants bénéfices aux patients atteints de troubles neuropsychiatriques impliquant le systéme sérotoninergique.

L’objectif de ce travail était d’explorer le concept pharmacologique d’agonisme biaisé par des approches translationnelles
en imagerie in vivo, en étudiant plus spécifiquement 1’implication des 5-HTaR en neuro- et psychopharmacologie a travers
deux exemples : les dyskinésies induites par L-DOPA (DIL) dans la maladie de Parkinson ainsi que la dépression résistante aux|
traitements (DRT). Dans un premier temps, la physiopathologie des DIL a été étudiée chez un modele de rat hémiparkinsonien|
avec deux techniques d’imagerie fonctionnelle : la Tomographie par Emission de Positons (TEP) au ['®F]FDG d’une part et
I’Imagerie par Résonance Magnétique fonctionnelle (IRMf) d’autre part. Un hypermétabolisme glucidique au niveau du
cervelet, du tronc cérébral, du raphé et de la région mésencéphalique locomotrice a été révélé alors qu'une diminution de|
captation de ["*F]FDG a été observée au niveau cortical et striatal. Les effets thérapeutiques du NLX-112 (agoniste biaisé 5-
HTi4) ont été décrits de la méme facon et le mécanisme d’action de cette molécule semblait étre médié par une activation|
préférentielle des autorécepteurs 5-HTia au niveau du raphé. Dans un second temps ont été observés les effets centraux
immédiats et retardés de la kétamine, antidépresseur d’action rapide (RAAD) chez le rat sain, montrant que la molécule avait|
une action sur le métabolisme glucidique cérébral sur le long terme. L’effet de la kétamine a ensuite été comparé a celui du
INLX-101 (autre agoniste biaisé 5-HTa, candidat médicament de type RAAD) chez un modele de rat anxio-dépressif CORT,
toujours au moyen de 1’imagerie TEP au ['8F]FDG. Le profil métabolique des rats CORT a montré un métabolisme glucidique
diminué, en particulier au niveau du noyau caudé, du cortex cingulaire et du septum latéral. Par ailleurs, les deux RAADs
semblaient avoir des voies de signalisation communes au niveau cortical et du septum latéral. Ainsi, la molécule NLX-101
agirait préférentiellement sur les hétérorécepteurs 5-HTia. Ces résultats trés encourageants ont permis d’apporter des
informations sur un mécanisme d’action pharmacologique innovant qui permettrait d’améliorer le bénéfice aux patients tout en
limitant la survenue d’effets indésirables. Ils permettent ainsi de fournir des arguments supplémentaires a la mise en place de
futures études cliniques ciblant deux pathologies présentant des enjeux de santé publique majeurs.
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