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INTRODUCTION ET OBJECTIES

La dépression est une pathologie avec une forte prévalence. En effet, 17 a 19% de la
population, rapport de risque femme/homme 2:1, souffrent ou souffriront de ce trouble de
I’humeur au cours de leur vie (Hamilton, 1960; Kessler, 2003). En raison des conséquences,
parfois dramatiques, d’un épisode dépressif sur la vie sociale, familiale et professionnelle des
patients, une prise en charge médicale a long terme s’avere indispensable (Aina et Susman,
2006). Malgré les progres de la recherche en psychiatrie, les principales causes de la
dépression ne sont toujours pas clairement identifiées. La mise en évidence du mécanisme
d’action des premiers traitements pharmacologiques de la dépression avec les antidépresseurs
tricycliques (imipramine), découverts dans les années 50-60, a conduit a I’hypothése selon
laquelle un déficit de neurotransmission monoaminergique (sérotonine : 5-HT, noradrénaline :
NA et/ou dopamine : DA) serait a 1’origine des troubles dépressifs (Delgado et al., 1999 ;
Pacher et al., 2004).

Les inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine (ISRS) font aujourd’hui partie
des traitements les plus utilisés en psychiatrie pour lutter contre les troubles de I’humeur. Les
molécules « block-busters » en France sont la fluoxétine (Prozac®), la paroxétine (Deroxat®)
et le citalopram (Seropram®). Leur mécanisme d’action repose sur 1’augmentation des
concentrations intrasynaptiques de 5-HT consécutive au blocage sélectif de son transporteur
de haute affinité également appelé SERT. Le dernier antidépresseur appartenant a la classe
des ISRS, le escitalopram (Seroplex®) correspond a 1’énantiomére actif (S-citalopram) du
citalopram qui est lui-méme le mélange racémique des deux énantioméres (S et R-
citalopram). En raison de ce raffinement, de nombreux espoirs ont été fondés sur cette
molécule quant a son efficacité thérapeutique. En effet, les ISRS provoquent des effets
neurochimiques immédiats, mais plusieurs semaines sont nécessaires pour que les symptémes
de la maladie commencent a étre corrigés chez les patients dépressifs. Différentes méta-
analyses proposent une amélioration significative du taux de rémission et du délai d’action
avec le escitalopram comparé aux autres ISRS (Montgomery et al., 2011). En dépit de ces
résultats et des nombreuses études portant sur la description des propriétés pharmacologiques

des ISRS, le mécanisme d’action du escitalopram reste peu connu (voir partie B 3.3).
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Il a été proposé que le délai d’action des antidépresseurs sérotoninergiques serait

corrélé a une suractivation des autorécepteurs somatodendritiques (5-HT;a) et terminaux (5-

HT1g) situés sur les neurones sérotoninergiques (Figure 1) (Gardier et al., 1996). Leur role

¢tant de freiner respectivement 1’activité
électrique et la libération de 5-HT dans les régions
cerébrales impliquées dans la dépression (cortex
frontal, hippocampe). Ainsi, la présence de ces
autorécepteurs semblent limiter la capacité des
ISRS a

extracellulaires de 5-HT ([5-HT]ex:), notamment

augmenter les concentrations

dans les premiers jours de traitement. En
revanche, les effets neurochimiques des ISRS sont
renforcés par [’inactivation génétique ou
pharmacologique des récepteurs 5-HTya et/ou 5-
HTig, ce qui met en lumiére I’importance de leur
blocage dans la manifestation des effets
thérapeutiques des ISRS (ElI Mansari et Blier,
1996 ; Blier, 2001).

hypothese, des études précliniques menées chez le

En accord avec cette

rongeur  rapportent  une  désensibilisation
progressive des autorécepteurs 5-HTia apres
traitement chronique par le escitalopram chez le
rongeur (Guiard et al., 2011). En dépit de ces
résultats, il est possible que d’autres mécanismes,
indépendant de la  désensibilisation  des
interviennent dans le
ISRS et

particulierement du escitalopram. En effet, il

autorécepteurs 5-HTia,

mécanisme d’action  des plus

semblerait que des récepteurs sérotoninergiques

situés sur d’autres populations neuronales

NDR

-
L
5-HT

Cortex fronal

Figure 1: Rétrocontr6les inhibiteurs
sur les neurones sérotoninergiques.

Le blocage des transporteurs
SERT augmentent les [5-HT]ex dans les
terminaisons neuronales situées, dans le
cortex frontal
corps cellulaires dans le noyau du

mais aussi autour des

raphé dorsal. L’accumulation de la 5-
HT endogéne provoque la stimulation
d’autorécepteurs inhibiteurs
somatodendritiques 5-HTia et
terminaux 5-HTig freinant la libération
de 5-HT. Ces mécanismes de
rétrocontréles expliqueraient
["augmentation modérée des [5-HT]ext
observée apres I’administration unique
d’ISRS (D apres Gardier et al., 1996).

(héterorécepteurs, Spindelegger et al., 2009) participent également, de maniére indirecte, a la

régulation du systéeme sérotoninergique central et donc a la modulation des effets des ISRS.
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® Au niveau somatodendritique, des études récentes montrent que des agonistes des
récepteurs 5-HT,a (Boothman et Sharp, 2005) ou 5-HT,c (Quérée et al., 2009) réduisent le

taux de décharge des neurones du raphé confirmant le réle de ces hétérorécepteurs dans le
controle de I’activité sérotoninergique. D’ailleurs, des antagonistes des récepteurs 5-HT,a ou
5-HT,c tels que le MDL100907 ou le SB242084, potentialisent la capacité des ISRS a
augmenter les concentrations extracellulaires de 5-HT dans le cortex frontal chez le rat
(Cremers et al., 2004 ; Cremers et al., 2007 ; Sotty et al., 2009 ; Calcagno et al., 2010). Les
mécanismes et les régions cérébrales impliqués dans cette “hétérorégulation” du systéme
sérotoninergique font 1’objet d’une attention particuliére et ouvrent la perspective d’un
développement de nouveaux antidépresseurs ciblant les récepteurs 5-HT,a et/ou 5-HTc.
L’implication des systémes noradrénergique et dopaminergique centraux dans les effets de ces
hétérorécepteurs sur le systeme 5-HT est fortement suggérée dans la mesure ou ils
entretiennent des liens anatomiques et fonctionnels étroits avec les neurones du raphé. En
effet, les régions riches en corps cellulaires noradrénergiques et dopaminergiques, c’est a dire
le locus coeruleus (LC) et I’aire tegmentale ventrale (ATV), expriment les récepteurs 5-
HTa2c (Guiard et al., 2009 ; Di Giovani et al., 2010), ce qui laisse envisager une possible
modulation indirecte de I’activité du systeme 5-HT et de la réponse aux ISRS via ces

systemes.

® Au niveau terminal, les ISRS augmentent les concentrations extracellulaires de

sérotonine mais différentes études de microdialyse rapportent qu’en dépit de leur sélectivité,
ils sont également capables d’augmenter les concentrations extracellulaires de noradrénaline
(INAJext) et/ou de dopamine ([DA]ex:) dans le cortex frontal chez rat et la souris (Jordan et al.,
1994; Shachar et al., 1997; Millan et al., 2001; Koch et al., 2002; Beyer et al., 2002; Bymaster
et al., 2002; David et al., 2003; Kobayashi et al., 2008). Différentes mécanismes pourraient
expliquer de telles observations et notamment le fait que les ISRS, malgré leur sélectivité vis
avis du SERT, agissent en se fixant et en bloquant le transporteur de la noradrénaline (Owens
et al., 2000). Ainsi, a la lumiére de ces différents résultats, différentes questions peuvent étre

soulevées :
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1) Pactivité des ISRS peut elle étre soumise a un rétrocontréle indépendant des
autorécepteurs 5-HT1a/5-HT15?

2) la sélectivité des ISRS déterminée in vitro reflete elle leurs propriétés
pharmacologiques in vivo ?

3) Enfin, la mise en jeu des interactions entre les systémes monoaminergiques
centraux au niveau des corps cellulaires mais également des terminaisons sérotoninergiques,

peuvent elles expliquer, du moins en partie, le fait que les ISRS augmentent les ([NA]ext) ?

Dans la premiére partie de cette revue bibliographique, nous détaillerons brievement,

en raison de la litteréature et des connaissances abondantes sur cet aspect, le fonctionnement
du systéme sérotoninergique central (synthese, libération) et le réle de certains éléments clé
du systéeme sérotoninergique tels que les récepteurs 5-HTia, 5-HToaet 5-HTyc, ou le

transporteur SERT dans la réponse aux ISRS.

Dans la deuxiéme partie, nous décrirons les connaissances actuelles sur les troubles de

I’humeur et leurs traitements en insistant toutefois sur les principales propriétés
pharmacologiques du escitalopram récemment commercialisé et principalement utilisé dans

cette theése.

Enfin, dans la troisiéme partie de ce document, nous synthétiserons les connaissances

actuelles sur les interactions anatomiques et fonctionnelles entre les neurones
sérotoninergiques et noradrénergiques dans le systéeme nerveux central. 1l est en effet possible
qu’une meilleure connaissance de ces interactions puisse permettre de préciser le mécanisme

d’action des ISRS chez I’ Animal et peut étre d’en améliorer 1’efficacité thérapeutique.

Dans ce contexte, notre travail repose sur différentes études in vivo mettant en ceuvre
des techniques complémentaires de microdialyse intracerébrale chez la souris éveillée, libre
de ses mouvements et de d’électrophysiologie afin d’évaluer I’intensité du blocage de la
recapture des monoamines (5-HT, NA et DA) par les ISRS. Ces études ont eu pour but de
préciser leur mécanisme d’action, notamment a partir de I’identification de différentes cibles
grace a des approches pharmacologiques [utilisation de différents ligands
(agonistes/antagonistes) des récepteurs 5-HT;a ( 8-OHDPAT, WAY100635), 5-HT,a (DOI,
MDL100907) et 5-HT,c (WAY 161503, SB 242084)] et génétiques [utilisation de souris
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mutantes privées (Knockout, KO) des recepteurs 5-HTia, 5-HT2a, 5-HT,c ou des
transporteurs de la 5-HT (KO SERT)].

Enfin, les différents travaux de cette these sont le fruit de différentes collaborations

prestigieuses dont:

- le Département de Neuroscience et de Psychiatrie de I’Universit¢ de Columbia
(New-York, USA) dirigée par le Dr René Hen,

- le Dr Sophie Gautron de I’unité INSERM U952, de 1’Unviversité Paris 06 (Paris,
France).

- le Dr Connie Sanchez des Laboratoires Lundbeck (Paramus, New-Jersey, USA).
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A. LE SYSTEME SEROTONINERGIQUE ET LES ELEMENTS CLES DE LA
REPONSE AUX ISRS

1. La sérotonine : synthése, libération, inactivation, localisation et réle physiologique

La sérotonine (5-hydroxy-tryptamine, 5-HT) est une indolamine synthétisée au niveau
périphérique par les cellules entérochromaffines, mais aussi au niveau central puisqu’elle ne

franchit pas la barriére hémato-encéphalique.

La biosynthese de la 5-HT s’effectue par des enzymes a partir d’un acide aminé
précurseur, le L-tryptophane, présent dans I’alimentation et véhiculé du sang vers le systéme

nerveux central (SNC) par un transporteur commun a d’autres acides aminés neutres a longue

chaine (Fernstrom et Wurtman, 1972; Young et al., 1977; Kuhn et al., 1986).

L’étape limitante de la synthése de sérotonine est catalysée par la tryptophane
hydroxylase (TPH) (Figure 2). Il existe deux isoformes de cette enzyme. La TPH-2 est
exprimée dans le SNC tandis que la TPH-1 est exprimée a la périphérie (Walther et al., 2003).
En réalité, I’expression de ces deux enzymes ne serait pas aussi compartimentée car des
travaux récents suggeérent que la TPH-1 serait présente également dans le SNC (Gundlah et
al., 2005). La réaction catalysee par cette enzyme est une réaction d’hydroxylation du L-
Tryptophane. Le produit de cette réaction est le 5-hydroxytryptophane (5-HTP) qui est ensuite
décarboxylé par la décarboxylase des acides aminés aromatiques pour donner la sérotonine.
Une fois synthétisée, la sérotonine est encapsulée dans des vésicules au moyen d’un
transporteur spécifique appelé VMAT-2. La libération fait intervenir deux modes
physiologiques opposés, 1’'un calcium (Ca2+)-dépendant (exocytose) et [’autre Ca®*-
indépendant. Le premier mode entraine une libération « quantique » de 5-HT selon un
processus d’exocytose et sensible a la tétrodotoxine (TTX) (Sharp et al., 1990). Le second est
a lorigine d’un processus de libération, Ca®*-indépendant et insensible & la TTX (Rudnick et
Wall, 1992a,b). Ce dernier mobilise le transporteur selon un mode « inverse », transportant la
5-HT du milieu intraneuronal vers le milieu extraneuronal. La quantité extracellulaire de
sérotonine est modulée par le transporteur SERT sélectif de la sérotonine. La dégradation de
la 5-HT est assurée par la Monoamine Oxydase de type B, enzyme intra-mitochondriale
présente dans les neurones sérotoninergiques (Shih, 2004) pour former du 5-HIAA , qui est

ensuite excrété dans le LCR puis dans les urines.
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Figure 2: Voies de biosyntheése et d’inactivation de la sérotonine
L’ étape limitante dans la voie de biosynthése de la sérotonine est catalysée par une enzyme, la
tryptophane hydroxylase. Dans le systéme nerveux central, cette enzyme est exclusivement localisée
dans les neurones sérotoninergiques (D aprés Hamon, 1995).
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2. Les récepteurs de la sérotonine : classification et réles

La classification actuelle des récepteurs sérotoninergiques est hétérogéne. Hormis le
récepteur 5-HT3 qui appartient a la superfamille des récepteurs ionotropiques, tous les autres
récepteurs font partie de la superfamille des récepteurs métabotropiques formes de 7
domaines transmembranaires et couplés aux protéines G. Cette nomenclature classe les seize
sous-types de récepteurs sérotoninergiques en sept familles : 5-HT; (1A, 1B/1D, 1E, 1F); 5-
HT, (2A, 2B, 2C) (Tableau 1) ; 5-HT3 (3A, 3B, 3C), 5-HT4, 5-HTs (5A, 5B), 5-HTs et 5-HT>
(Tableau 2). Pour certains d’entre eux, comme les récepteurs 5-htig, 5-htir, 5-htsg, leur role
physiologique reste encore a préciser. La nomenclature internationale nomme actuellement
ces récepteurs avec une lettre « minuscule » : « 5-ht ». Notons enfin que les sous-types 5-
HT1a et 5-HT5,p sont situés non seulement sur les neurones post-synaptiques mais également
sur la membrane des corps cellulaires ou des terminaisons neuronales des neurones
sérotoninergiques présynaptiques, ou ils jouent un rdle majeur de rétrocontréle inhibiteur sur

I’activité électrique des neurones sérotoninergiques, la synthése et la libération de 5-HT.

Nous limiterons notre revue bibliographique aux récepteurs de la 5-HT dont j’ai plus
particulierement étudié le role lors de ce travail de thése. La description des sous-types
d’autorécepteurs 5-HT1a et des sous-types d’hétérorécepteurs 5-HToaloc, dont différentes
études soulignent des modulations fonctionnelles entre eux, fera donc I’objet d’une partie
significative de cette revue bibliographique (Roth et al., 1998 ; Hoyer et al., 2002 ; Ovestreet
et al., 2003 ; Van oekelen et al., 2003 ; Celada et al., 2004 ; Drevets et al., 2007 ; Rosenzweig-
Lipson et al., 2007 ; Berg et al., 2008 ; Savitz et al., 2009 ; Ohno, 2010).
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Marqueurs

Récepteurs Géne Couplage radioactifs Implications Agonistes Antagonistes
8-OH-DPAT (sélectif);5- Alprenolol; Asenapine ; BMY
Anxiété, CT; 7378 ; Cyanopindolol;
Dépression, Aripiprazole; Buspirone; lodocyanopindolol; Lecozotan;
PHIWAY comportement (anxiolytic and Methiothepin; NAN-190;
Gio - 100635 sexuel, antidepressant); Nebivolol; Oxprenolol;
5-HT1a HTR1A 3 - . .
I AMPC [*H]-8-OH- Comportement Cannabidiol; Clozapine; (+) Pindolol; Propanolol;
DPAT alimentaire, Dihydroergotamine; Robalzotan; S15535; Spiperone;
Régulation Eltoprazine; Ergotamine; TFMPP; UH-301; WAY-
thermique Flesinoxan; Flibanserin; 100135;
Gepirone; Ipsapirone WAY-100635 (sélectifs).
5-CT; CP-93,129; CP- Alprenolol; AR-A000002;
[**NGTI; . 94,253; Asenapine; Cyanopindolol; GR
125 ) Locomaotion, . . ) . )
[*1CYP (rat); Analaésie Dihydroergotamine; 127935; lodocyanopindolol;
Gipo — [*H]- g . Eltoprazine; Ergotamine Isamoltane; Metergoline;
5-HTs HTR1B S Anxiété, S - . )
I AMPC sumatriptan; Dénression Methysergide; RU 24969 Methiothepin; Oxprenolol;
[*H]-GR A ?essivité TFMPP; Triptans ; Pindolol; Propanolol; SB
125743, g antimigraine; Zolmitriptan | 224289 ; SB 216641; GR 55562 ;
Eletriptan; Sumatriptan Yohimbine
5-CT; Dihydroergotamine
125 . . HPp-.
(et _ ; Ergotamine; BRL-15572; GR 127935
[*H]- Locomotion, Methysergide PN -
Gio - s s . R (sélectifs); Ketanserin;
5-HTp HTR1B sumatriptan; Anxieté, Triptans; antimigraine; e . .
I AMPC 3 . . S N Metergoline; Methiothepin;
[’H]-GR Dépression, Almotriptan; Eletriptan; Rauwolscine: Ritanserin
125743; Frovatriptan; Naratriptan; ’
Rizatriptan; Sumatriptan.
Gino — 3 L Eletriptan; Methysergide; . .
5-HT e HTR1E 1 AMPC [*H]-5-HT Migraine Tryptamine Methiothepin
G — [*I1LSD;
5-HTy | HTRIF " [PHILY Migraine LY334370 ; COL-144
{ AMPC )
334370;
2C-B; 5-MeO-DMT; BZP Atypical antipsychotics;
Bufotenin; DMT; DOM; Arini) razole"l\zena ine"
DOI (sélectif); mCPP Amitr? ltJ line; &:Iomi famiyne'
[*H]DOI; Régulation (meta — Chlorophenyl pLyline, P L
3L L L st . . Lo o Cyproheptadine; Eplivanserin;
5-HT HTR2A Gy — [PH]kétansérine thermique, piperazine); Ergonovine; Etoperidone; lloperidone:
» IP3/DAG : [*HIMDL Schizophrénie, | Lisuride; LSD; Mescaline; o ! ’
s S - Kétanserine; SR 46349B; MDL
100907 Anxiété Myristicin; Psilocin; -
. L 100907 (sélectifs)
Psilocyhin; TFMPP . . .
h . antihypertensive; Methysergide;
(artial agonist or Mianserin; Mirtazapine
antagonist); Yohimbine ’ pine.
Anxiété ; BW-723C86 (sélectif); | *\9Omelatine; Asenapine; BZP;
Gy — Migraine ; Fenfluramine ; MDMA ; Ketanserin, Methysergide;
5-HTs HTR2B 1l [PH]-5-HT g ’ D ' Ritanserin; Tegaserod;
IP3/DAG Comportement Norfenfluramine ; Ro60- N ]
alimentaire 0175 Yohimbine; SB 200646; SB
204741 (sélectifs)
SB 206553; RS 102221,
AL-38022A; Aripiprazole; I\/I’esule.rglne; SB 242(.)84
. . (sélesctifs); Agomelatine;
Anxiété ; Ergonovine; Lorcaserin; Asenapine; Clomipramine;
Gy — [BHI- e R060-0175; WAY 161503 Clozapine,' anti SpChOtiC"
5-HT,. | HTR2C o ) . graine (sélectifs); mCPP (meta - pINe ; antipsycnotic,
IP3/DAG Meésulergine Comportement Ghiorophenylpinerazing): Fluoxetine; lloperidone;
alimentaire phenyipip ’ Ketanserin ;Lisuride; Mianserin;

TFMPP; Trazodone ;
hypnotic; YM-348

Mirtazapine; Nefazodone;
Olanzapine; Risperidone;
Ritanserin; Ziprasidone

Tableau 1: Classification des récepteurs 5-HT; et 5-HT, (D’aprés Hoyer et al., 2002).

En gras sont indiquées les molécules qui ont été étudiées dans ce travail de these.
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Marqueurs

Récepteurs Geéne Couplage radioactifs Implications Agonistes Antagonistes
SR 57227; m-chlorophenyl-
HTRSA Several aniometics, Dolaeton
HTR3B Canal [*H]granisetron Anxiété, 2-Methyl-5-HT ; BZP; Ondansetron- Gr,anisetron o
5-HT; HTR3C cationique [*H]tropisetron Locomotion, Quipazine; RS-56812; Tro isetron" Clozapine L
HTR3D 4 [*H]GR 65630 | Schizophrénie (sélectif) pIsetron , pine,
Memantine ; Metoclopramide ;
HTR3E : M .
Mianserin ; Mirtazapine;
Olanzapine ; Quetiapine
, Anxiéte 5-MT; BIMU-8;
Gs— [’H]GR 113808 ! Cisapride;gastroprokinetic A
S-HT. HTR4 T AMPc [*H]RS 57639 Cognition, Dazopride;Metoclopramid L-Lysine; Piboserod
Alzheimer . L L
;Mosapride; Prucalopride;
. 125 . ; T _— Asenapine; Dimebolin;
5-HTsa HTR5A ici/l(\)/lP E3H5];SCIZDT L()S(;?:qn?gi?n’ 5 \c/:;rlégﬁgtzrzi'ge’ Methiothepin; Ritanserin; SB
¢ 699551; SB 699551-A
125 B
5-HTs | HTRSB [3H']]_"5§CD'T Non identifie
Asenapine; Clomipramine;
[*nse Anxiété Clozapine ; Dimebolin; EGIS
Gs - 258585; o . 12233; lloperidone; MS 245;
5-HTs HTRG 1 AMPC [**11LSD; Cnggr::gi?g’ EMD 386088; EMDT Olanzapine; Ro 046790; SB
[H]-5-HT 258585; SB 271046' SB 357134,
SB 399885 (sélectifs)
SB 269970 (sélectif);
[*nsse . Amitriptyline; Aripiprazole;
G.— 269970; sAorr:;(rlr?;iel‘ 5-CT AS-19 SB 258719 Asenapine; Clomipramine;
5-HT; HTR7 2 Ai\/IPc [**11LSD; mémoire. ’ (Séleéﬁ f Clozapine; EGIS-12233;
[*H]-5-HT; respiratioh lloperidone; Imipramine;
[*H]-5-CT Ketanserin; Mirtazapine;

Olanzapine; Ritanserin.

Tableau 2: Classification des récepteurs 5-HT3, 5-HTy4, 5-HTs, 5-HTs et 5-HT7 (D aprés
Hoyer et al., 2002)

2.1. Les auto- et hétéro-récepteurs 5-HTa

Le récepteur 5-HTa a été le premier récepteur sérotoninergique entiérement séquence

(Kobilka et al., 1987). Les génes codant pour le récepteur 5-HT14 humain et celui de Rat, ont

¢té isolés par criblage de banques génomiques humaines avec des séquences d’ADN

homologues aux adrénorécepteurs puis identifiés chez I’Homme et le Rat (Fargin et al., 1988;

Albert et al., 1990). Le récepteur 5-HT1a humain présente 89% d’homologie avec celui du

Rat.

1) Distribution

La distribution du récepteur 5-HT;a dans le cerveau de Rat a été étudiée par

autoradiographie en utilisant des ligands marqués comme la [*H]-5-HT, le [°H]-8-OHDPAT,
I’[*H]-ipsapirone et plus récemment le [*H]-WAY100635 (Pazos et al., 1985; Hoyer et al.,
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1986; Khawaja, 1995). Ce dernier ligand a aussi été utilisé pour la localisation des récepteurs
5-HT;a centraux chez la Souris (Laporte et al., 1994). Plus récemment, des études d’imageries
cérébrales par tomographie & émission de positrons (PET), utilisant injection [“'C]-
WAY100635 ou [**FJMPPF (4-[18F]fluoro-N-[2-[1-(2-methoxyphenyl)-1 piperazinyl]ethyl-
N-2-pyridinyl-benzamide), ont permis de localiser le récepteur 5-HT;5 dans le cerveau
humain (Lundberg et al., 2007 ; Aznavour et Zimmer, 2007 ; Sibon et al., 2008). Les études
de liaison montrent que le récepteur 5-HT1 est largement distribué dans le SNC. Il est
présent sous forme d’autorécepteur somatodendritique, sur les neurones sérotoninergiques
dans les noyaux du raphé du mésencéphale (noyaux du raphé B8 médian et du raphé B7
dorsal). Le récepteur 5-HT1a est aussi présent en tant que récepteur postsynaptique dans les
structures limbiques et notamment I’hippocampe, le septum latéral et différentes aires
corticales (Fink et Gothert, 2007; Filip et Bader, 2009). La distribution des ARNm codant
pour le récepteur 5-HT;a selon la technique d’hybridation in situ, est en tous points
superposable a celle obtenue par des techniques de liaison des différents ligands radioactifs
cités ci-dessus (Chalmers et Watson, 1991; Miquel et al., 1991; Pompeiano et al., 1992;
Burnet et al., 1995a,b). La distribution du récepteur 5-HTa est en régle générale similaire
selon les espéces étudiées méme si des différences d’organisation entre les Rongeurs et
I’Homme apparaissent dans les différentes couches corticales et hippocampiques (El
Mestikawy et al., 1990). Il est intéressant de noter que 1’utilisation d’anticorps dirigés contre
la troisieme boucle intracellulaire du récepteur 5-HT14 de Rat a permis de confirmer la
localisation du récepteur 5-HTa obtenue par les deux autres techniques (El Mestikawy et al.,
1990; Miquel et al., 1991).

2) Couplage et propriétés électrophysiologies des récepteurs 5-HT1a

Les récepteurs 5-HT1a sont couplés, selon le tissu étudié, a différents systemes
effecteurs: un effecteur enzymatique produisant une inhibition de 1’adénylate cyclase (AC) et
deux effecteurs ioniques, I’un activateur d’un canal potassique et 1’autre inhibiteur d’un canal
calcique (Haj-Dahmane et al., 1991; Oleskevich, 1995; Chen et Penington, 1996) (Figure 3).
La stimulation de ces récepteurs provoque une baisse de l'activité de l'adénylate cyclase
stimulée par la forskoline dans I’hippocampe de rat et de cobaye (Bockaert et al., 1987,
Adrien et al., 1989; Schoeffter et Hoyer, 1989; Varrault et al., 1992; Zgombick et al., 1993).
Concernant les effecteurs ioniques, le couplage du récepteur a une protéine Gi/Go activant un

canal potassique a été mis en évidence dans 1’hippocampe et le raphé (Oleskevich, 1995;
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Katayama et al., 1997) tandis que I’inhibition du canal calcique a uniquement été mise en
évidence dans le raphé chez le Rat (Chen et Penington, 1996). Les deux types d’effecteurs
sont couplés au récepteur via une protéine Gi/Go puisque I’activation du récepteur est bloquée
par la toxine pertussique. De nombreuses études utilisant divers systémes d’expression
(Escherichia Coli, cellules de mammiféres) montrent que lorsque le récepteur 5-HT;a est
stimulé par la 5-HT ou le 8-OH-DPAT, il fixe les protéines Gi dans 1’ordre suivant
Gias>Gia2>Gia1>Goa>Gza (Raymond et al., 1993; Raymond et al., 2001). Le récepteur 5-HT1a
présynaptique présente des caractéristiques de couplage et de réponses fonctionnelles
differentes de celles de son homologue postsynaptique (Clarke et al., 1996) bien qu’un seul

géne codant pour ce récepteur ait été identifié a ce jour.

Récepteurs somatodendritiques Récepteurs post-synaptiques

Phosphorylations
de protéines

Figure 3 : Récepteur 5-HT 4 et voies de signalisation (D’aprés Hensler, 2003).

3) Expression des récepteurs 5-HT;4 chez les patients dépressifs

De maniére intéressante, il a été proposé que le niveau d’expression des récepteurs 5-
HT1a puisse étre modulé chez les patients dépressifs en comparaison a des sujets sains. Le
tableau 3 indique le niveau d’expression des récepteurs 5-HT dans différentes structures

cérébrales chez les sujets dépressifs. Utilisant différentes méthodes (liaison, PET, ARNm), la
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plupart de ces études sont en faveur d’une baisse ou d’une absence de modification de
I’expression du récepteur 5-HT1a. Seule une étude rapporte une augmentation. Ainsi, une
tendance a une diminution de 1’expression des récepteurs 5-HT1a apparait comme un bon

indicateur d’un état dépressif.

Région - .
, ’g Méthode Variation Références
cérebrale
Raphé Liaison Augmention Stockmeier et al., 1998
Raphé Liaison Diminution Arango et al., 2001
Raphé PET Diminution Drevets et al., 2000 ; Meltzer et al., 2004
Hippocampe ARNmM Diminution Lopez-Figueroa et al., 2004 ;
Bh l., 2004 ; l.
Cortex frontal PET Diminution agwagar et al., 2004 ; Sargent et al,
2000 ; Drevets et al., 2000.
Cortex frontal ARNmM Diminution Lopez-Figueroa et al., 2004 ;
Raphé PET Inchangé Bhagwagar et al., 2004
. . ) Lowther et al., 1997; Stockmeier et al.,
Hippocampe Liaison Inchangé
1997
. ) Arranz et al., 1994; Lowther et al., 1997;
Cortex frontal Liaison Inchangé .
Stockmeier et al., 1997
Cortex frontal PET Inchangé Meltzer et al., 2004

Tableau 3 : Expression des récepteurs 5-HT1a chez des patients dépressifs

Ce tableau souligne la variabilité des résultats, probablement en raison des variations
de I’intensité de 1’état dépressif des patients, de la nature de leur traitement antidépresseur,
des approches méthodologies et/ou, des régions cérébrales étudiées. Par exemple, des études
post mortem menées chez des patients suicidés soulignent une importante augmentation de la
densité des autorécepteurs 5-HT;a, dans le noyau du raphé dorsal (NRD) (Stockmeier et al.,
1998; Boldrini et al., 2008). D’autres études de tomographie par émission de positrons (PET)
chez des patients dépressifs vivants, ont révélé une diminution de la capacité de liaison de ces
récepteurs (Meltzer et al., 2004; Drevets et al., 2007 ; Takano et al., 2011). Cependant, chez
ces patients, de nombreux éléments peuvent expliquer cette diminution de I’expression du

récepteur, notamment la diminution du nombre de neurones sérotoninergiques, un traitement
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antidépresseur ou une élévation chronique de cortisol plasmatique. En outre chez les individus
dépressifs suicidés, une diminution du nombre de neurones sérotoninergiques exprimant le
transporteur de la sérotonine dans le noyau du raphé dorsal (Arango et al., 2001) est
accompagnée d’une diminution du nombre de projections sé€rotoninergiques vers le cortex
(Austin et al., 2002). Du coté post-synaptique, une diminution de I’expression d’ARNm de ce
récepteur a été observée dans 1’hippocampe des patients (Lopez-Figueroa et al., 2004). La
diminution des récepteurs 5-HT14 a également été révélée dans le cortex préfrontal par PET
chez des patients souffrant d’épisodes dépressifs (Sargent et al., 2000; Drevets et al., 2000;
Drevets et al., 2007; Hasler et al., 2007; Moses-Kolko et al., 2008).

4) Régulation de [’expression du récepteur 5-HT1a

Le gene codant pour le récepteur 5-HT14 et sous le contrdle de différents modulateurs
tels que Deafl, Freud-1, Freud-2, REST, et HES (Figure 4). Parmi ces modulateurs, Deaf 1
semble jouer un rdle prépondérant dans la régulation de I’expression pré- et post-synaptique
du récepteur 5-HT1a notamment en raison d’un polymorphisme chez I’homme qui modifie sa

capacité a se fixer sur la région promotrice du géne.

Raphe Prefrontal Cortex
Presynaptic Postsynaptic
'y B — 9 ‘Q’
s 7 ‘REST Hoe _'@‘k " :? /
¥ | Freud-1 | ADeaf1 (9

[ I | I
| 1 s 3 r’ | - l Firing
3 AS-HT1A 0————<l Y Wrreud-2
‘ G(-1019) |
r'N & /A Freud-1 || WDeaft
: - N i ¥
oy

% 3, |
ﬁJA Iy 5) 1 H

W5-HT1A

Figure 4 : Régulation de I’expression du récepteur 5-HT 15
(D’aprés Albert et Francois, 2010)
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® Au niveau pré-synaptique, Deaf-1 joue un role de « répresseur ». En effet, lorsqu’il
se lie sur une cytosine située en position « 1019 », il diminue I’expression de I’autorécepteur
5-HTia. Au contraire, la présence d’une guanine empéche la fixation de Deaf-1, ce qui

favorise cette expression.

® Au niveau post-synaptique, Deaf-1 joue un réle complétement différent puisqu’il
est suppose exercer une activité similaire a celle d’un « enhancer » de telle sorte que la
présence de la cytosine augmente 1’expression de 1’hétérorécepteur tandis que celle de la
guanine réduit cette expression (Albert et al., 1996; Albert et Lemonde, 2004 ; Albert et
Lemonde, 2010).

Ainsi I’alléle C est favorable a une répression de 1’autorécepteur 5-HTia €t @ une
stimulation de I’expression de I’hétérorécepteur 5-HTia post-synaptique. Au contraire,
L’allele G serait responsable d’une augmentation des taux d’autorécepteurs, réduisant
I’activité des neurones sérotoninergiques, et diminuant 1’expression des récepteurs

postsynaptiques.

D’autres facteurs de transcriptions mentionnés ci-dessus interviennent également dans
la régulation de I’expression du récepteur 5-HT1a. Les protéines Hes sont elles présentent
uniquement dans les précurseurs neuronaux et les neurones immatures. Chez les souris KO
Hesl, I’expression de I’ARN du récepteur 5-HT1a est augmentée dans le cerveau des
embryons (Jacobsen et al., 2008) suggérant que 1’alléle G(-1019) peut entrainer une altération
des taux de récepteurs 5-HT1a pendant la période embryonnaire.

En accord avec ces données, les études génétiques montrent que le génotype CC est

majoritairement associé & une meilleure réponse aux ISRS méme si environ 50% des

recherches n’ont identifié aucune corrélation (Tableau 4)
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Polymorphisme| Génotype Ethnie ISRS Correlation Référence
CC vs GG | Caucasien ISRS O Noro et al., 2010
CCvs GG | Asiatique ISRS O Linetal., 2009
1019C/G CC vs GG | Caucasien ISRS O Levin et al., 2007
CCvs GG | Caucasien | Citalopram O Arias et al., 2005
CCvs GG | Caucasien |Fluvoxamine O Serretti et al., 2004
CC Caucasien | Paroxétine . Yevtushenko et al., 2010
CcC Asiatique | Fluoxétine v Yu et al., 2006
1019C/G CcC Caucasien ISRS 7 Parsey et al., 2006
CC Asiatique | Fluoxétine . Hong et al., 2006
cC Caucasien | Fluoxétine 7 Lemonde et al., 2004
1019C/G GG Asiatique ISRS 7 Kato et al., 2009
GG Caucasien ISRS 7 Baune et al., 2008

Tableau 4 : Relation entre le polymorphisme 1019C/G du géne codant pour le

récepteur 5-HTa et la réponse aux ISRS.

5) Dichotomie de réponse au ISRS des récepteurs 5-HT;4 pré- et post-synaptiques

Des différences de régulation entre les récepteurs 5-HTa pré- (i.e. les autorécepteurs)

et post-synaptiques ont été observées. Ainsi, dans certaines conditions pharmacologiques, les
capacités d'adaptations fonctionnelles des autorécepteurs somatodendritiques du NRD et des
hétérorécepteurs postsynaptiques dans les structures limbiques (hippocampe en particulier)
présentent des différences notables. Par exemple, I'administration chronique d’ISRS (de
Montigny et al., 1981; Le Poul et al., 2000) ou d’agonistes des récepteurs 5-HT1 (Blier et de
Montigny, 1987; Schechter et al., 1990; Jolas et al., 1993) induit une désensibilisation
fonctionnelle des autorécepteurs 5-HT;a dans le NRD sans affecter la fonctionnalité des
récepteurs post-synaptiques dans l'hippocampe. A I’inverse, il a été montré, grce aux
techniques d’électrophysiologie, qu’aprés 2 a 3 semaines de traitement avec un antidépresseur
tricyclique, ou des électrochocs, la sensibilite des récepteurs 5-HT;a postsynaptiques de

I’hippocampe pouvait étre augmentée (de Montigny et Aghajanian, 1978; Gravel et de
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Montigny, 1987 ; Haddjeri et al., 1998 ; Shen et Meller, 2002 ; Castro et al., 2003). Ces
différences fonctionnelles ont été corrélées a des différences dans le couplage des récepteurs
5-HT;a aux protéines G: des protéines de type GO seraient couplées aux récepteurs 5-HTa
dans I'hippocampe, alors qu'il s'agirait de protéines de type Gi; dans le NRD (Mannoury la
Cour et al., 2001).

6) Les récepteurs 5-HT1, et les troubles anxio/dépressifs

Etant donné le rdle central exercé par le recepteur 5-HT;a dans la régulation du
systéme sérotoninergique, de nombreuses études se sont intéressées a son role dans 1’étiologie
des troubles anxieux et dépressifs. L’utilisation de souris mutées, n’exprimant pas le récepteur
5-HT1a, dites «knockout» constitutives, obtenues par recombinaison homologue (KO 5-HT14)
issues de trois fonds génétiques différents, [fond 129/Sv (Ramboz et al., 1998), C57BI/6J
(Heisler et al., 1998) et Swiss Webster (Parks et al., 1998)], a permis de confirmer que le
récepteur 5-HT1a pouvait moduler les comportements de type anxieux. C’est le cas par
exemple de I’hétérorecepteur postsynaptique 5-HT;an dont ID’activation, au cours du
développement, permet d’exercer des effets de type anxiolytiques chez la Souris (Gross et al.,
2002). En revanche, les animaux surexprimant ce récepteur pendant la période postnatale,
affichent des comportements anxieux réduits (Kusserow et al., 2004). Il semble que
I’expression du récepteur 5-HT1a dans ’hippocampe et le cortex soit essentielle pour établir
un phénotype comportemental « normal » (Gross et al., 2002; Alexandre et al., 2006; Deng et
al., 2007; Mehta et al., 2007). En accord avec cette hypothése, I’activation des récepteurs 5-
HT1a post-synaptiques produit des effets de type anxiolytique chez le Rongeur (Koek et al.,
1998 ; De Vry et al., 2004). Plus récemment, Richardson-Jones et collaborateurs ont
développé des souris qui expriment des taux variable de récepteurs 5-HT1a (souris 5-HTa-
High vs 5-HT;a-Low) spécifiquement dans les noyaux du raphé. Les résultats suggérent qu’un
taux élevé d’autorécepteurs 5-HT1a induit une vulnérabilité au stress (Richardson-Jones et al.,
2010) mettant ainsi en évidence un facteur de risque potentiel pour un allele du récepteur 5-

HT;a dans le développement d’un épisode dépressif chez ’Homme.

D’un point de vue mécanistique, I’analyse de I’activité électrique basale des neurones
sérotoninergiques révelent des résultats contradictoires avec soit une absence d’effet (Ramboz
et al., 1998), soit une augmentation significative (x2) de la fréquence de décharge basale chez

les souris mutantes (Richer et al., 2002). Ces résultats n’ont pas permis de déterminer
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clairement si le récepteur 5-HTya exerce ou pas un contréle tonique sur 1’activité électrique
basale des neurones 5-HT du raphé. Les études de microdialyse intracérébrale in vivo
réalisées chez les souris KO 5-HT;4 issues du fond 129/SV ou Swiss Webster sont venues
apporter des éléments complémentaires (He et al., 2001; Knobelman et al., 2001). En effet,
aucune différence de concentrations extracellulaires basales de 5-HT n’a été retrouvée entre
les souris contrbles dites « Wild-Type » (WT) et les souris mutées dans différentes régions
sérotoninergiques terminales telles que le striatum (He et al., 2001; Knobelman et al., 2001)
I’hippocampe (Knobelman et al., 2001) ou le CFx (Guilloux et al., 2006) mais également au
niveau du raphé dorsal (Bortolozzi et al ; 2004). Cependant, Parsons et collaborateurs (2001)
ont montré dans 1’hippocampe et le cortex frontal chez ces souris KO 5-HT;4 (fond génétique
C57BI/6J), une augmentation tonique des concentrations extracellulaires basales de 5-HT par
rapport a leurs congéneres WT non mutées. Différentes raisons pourraient expliquer ces
résultats parfois contradictoires. Il est possible que I’inactivation génétique constitutive des
récepteurs 5-HT;a (autorécepteurs et hétérorécepteurs) masque le contrdle tonique des
autorécepteurs sur les concentrations extracellulaires de 5-HT. En effet, différentes études
montrent que les hétérorécepteurs 5-HT;a régulent la libération du 5-HT via des longues
boucles de rétrocontrdles négatifs partant du CFx (Casanovas et al., 1997 ; Hajos et al., 1999),
de I’amygdale (Bosker et al., 1997) ou encore du locus coeruleus (Haddjeri et al., 2004). 1l est
aussi possible que la différence de fond génétique entre ces souris KO 5-HTa participe a

cette contradiction.

Afin de différencier les effets des autorécepteurs de ceux des hétérorécepteurs 5-HT 4,
il est donc nécessaire d’avoir recours a des animaux présentant une inactivation s€lective de
I’'un ou de I’autre de ces récepteurs. Pour cela 1’équipe du Dr René Hen a 1’Université de
Columbia (New-York, USA) a mis au point un nouveau modéle de souris mutantes que nous
avons caractérisé d’un point de vue neurochimique (cf. travaux présentés dans cette these :
résultats ARTICLE 2).
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2.2. Les hetéro-récepteurs 5-HTop

1) Distribution

La distribution du récepteur 5-HT,a au sein du SNC a été largement décrite grace a
I’apport des techniques d’autoradiographie, d’hybridation in situ, d’immunohistochimie et de
tomographie par émission de positons (PET) utilisant notamment comme marqueur le
["'CIMDL 100907 (Lundkvist et al., 1996 ; Ito et al., 1998). Ce récepteur est exprimé chez
I’Homme dans la plupart des régions riches en terminaisons serotoninergiques, incluant le
cortex et les bulbes olfactifs. Chez le rat, ce récepteur présent en concentration modérée, a eté
décrit dans le striatum et le noyau accumbens tels que le montre les études de liaisons avec
différents ligands tels que la [®H]kétanserine (Pazos et al., 1985), le [*H]RP 62203 ou le
[*HIMDL 100907 (Malgouris et al., 1993 ; Lopez-Gimenez et al., 1997). Par ailleurs, les
techniques d’immunohistochimie ont montré que le récepteur 5-HT,a serait essentiellement
porté par les neurones GABAergiques situés dans les régions dopaminergiques (substance
noire, aire tegmentale ventral, striatum et noyau accumbens), noradrénegiques (locus
coeruleus) et peut-&tre par sur interneurones cholinergiques du striatum (Morilak et al., 1993 ;
Burnet et al., 1995a,b ; Rodriguez et al., 2000). Le cortex frontal constitue de son coté 1'une
des régions les plus riches en sites et en ARNm 5-HT,a chez le rat (Pazos et al., 1985;
Pompeiano et al., 1994). La Iésion des neurones 5-HT par la 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-
DHT) ne modifiant pas la densité des sites de liaison pour la [*H]kétansérine, suggére que ces
récepteurs ne sont pas présents sur cette population neuronale (Fischette et al., 1987). Chez le
rat et la souris, environ 60% des neurones du cortex préfrontal expriment I’ARNm des
récepteurs 5-HT1a et 5-HT,a, témoignant de la forte co-localisation de ces deux récepteurs
(Amargds-Bosch et al., 2004).

2) Couplage des récepteurs 5-HT,a

Le récepteur 5-HT,a appartient a la super-famille des récepteurs a 7 domaines trans-
membranaires couplés aux protéines G (RCPG). Il posséde comme effecteur la phospholipase
C (PLC) dont I’activité¢ est dépendante d’une proteine Gq. L’activation de cette voie de
signalisation conduit a une production d'IP3 et de di-acylglycérol dont le role est d’activer la

protéine kinase C (Landolt et al., 2009) (Figure 5). L’augmentation d'IP3 cytoplasmique
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provoque une libération de calcium intracellulaire a partir des stocks contenus dans le
réticulum endoplasmique. D'autres cascades de transduction ont également été décrites pour le
récepteur 5-HTa qui seraient ligand-dépendante (Raote et al., 2007).

Agonist ﬁg Antagonist
< - / \
extrace/lular Recepteur 5-HT,A
eleeee e
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-t Nt
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55%22}&52?} g2

cytoplasm

phospholipase C
G-protein 3
Ca?t ;elease

MAP kinase
pathway

Figure 5 : Schéma représentant un récepteur 5-HT2a.

Chaque récepteur 5-HT,a est constitué de sept domaines transmembranaires. La
troisieme boucle cytoplasmatique semble participer au couplage avec la protéine G. Lors de
I'activation du récepteur, la protéine G induit une cascade intracellulaire impliquant la
phospholipase C, la libération de Ca®* & partir de sites de stockage intracellulaires et la voie
des MAP kinases (D apres Landolt et al., 2009).

3) Polymorphisme du récepteur 5-HT,a (réle dans la dépression et la réponse aux
ISRS)

Les récepteurs 5-HT,a sont codés par le géne HTR2A. Chez I'Homme, ce géne est
situé sur le chromosome 13. Plusieurs polymorphismes ont été identifiés: -1438G/A (rs6311),
T102C (rs6313) et His452Tyr (rs6314) et des études ont mis en évidence des liens entre ces
polymorphismes et la sensibilité des patients aux troubles dépressifs (Chee et al., 2001 ; Choi
et al., 2005) et/ou a la réponse aux ISRS (tableau 5).
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Polymorphisme Génotype ISRS Corrélation Référence
AA vs GG ISRS O Bishop et al., 2006
AA vs GG Paroxétine O Tanaka et al., 2008
AA Vs GG Fluvoxamine O Sato et al., 2002
Rs A/G
AG vs GG Citalopram 7 Choi et al., 2005
AG vs GG Flovoxamine 7 Suzuki et al., 2006
AG vs GG Escitalopram v Uher et al., 2011
GG Citalopram 7 McMahon et al., 2006
Rs G/G
GG Paroxétine 7 Wilkie et al., 2009
CC Paroxétine 7 Murphy et al., 2004
Rs C/C
CcC ISRS 7 Cusin et al., 2002

Tableau 5 : Etudes pharmacogénétiques sur I’association entre le polymorphisme du

récepteur 5-HTa et la réponse aux ISRS.

4) Les récepteurs 5-HT>a et les troubles anxio/dépressifs

a) Etudes comportementales

Des études d’imagerie révélent une diminution de la liaison de ligands 5-HT,a dans
I'nippocampe de patients souffrant de dépression majeure (Mintun al., 2004). Toutefois, il est
difficile de savoir s’il existe une corrélation entre les polymorphismes des récepteurs 5-HTza
et la survenue d’un épisode dépressif majeur (Minov al., 2001 ; Choi al., 2005). Récemment,
des études utilisant une souris transgénique avec une inactivation compléte du récepteur 5-
HT,a dans le cerveau ou spécifique dans le cortex, montrent un réle des récepteurs 5-HTza
dans la modulation de I'anxiété. En effet, des souris mutantes pour ce récepteur présentent des
réponses similaires a celles obtenues lors de 1’administration d’anxiolytiques notamment dans
des tests comportementaux comme «1’open field » et «le novelty supressed feeding »
(Weisstaub et al., 2006). En accord avec ces résultats, des antagonistes des récepteurs 5-HTza
présentent un profil anxiolytique et/ou antidépresseur dans un certain nombre de paradigmes

comportementaux (Stutzmann et al, 1991; Motta et al, 1992; Costall et Naylor, 1995 ; Patel et
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al., 2004 ; Diaz et Maroteaux, 2011). En dépit de ces études, le role des récepteurs 5-HT,a
dans les comportements de type antidépresseur demeure controversé (Sibille et al., 1997 ;
Weisstaub et al., 2006 ; Halberstadt et al., 2009 ; 2011).

Concernant la réponse aux antidepresseurs, il est connu que lI'administration chronique
d’antidépresseurs appartenant a la classe des tricycliques (TCA), provoque une diminution de
la densité corticale des récepteurs 5-HT,a (Peroutka al., 1980). Toutefois, ces résultats restent
controversés puisque des études menées chez les patients dépressifs montrent, au contraire,
qu’un traitement prolongé avec un ISRS, augmente la densité des récepteurs 5-HT,a dans le
cortex frontal (Hrdina et al., 1993 ; Massou et al., 1997 ; Zanardi et Artigas, 1999). Ces
résultats laisseraient donc entrevoir que la réponse antidépressive passe par I’augmentation de

I’expression et probablement de 1’activation de ces récepteurs.

b) Rétrocontrdle du systeme sérotoninergique par les hétérorécepteurs 5-HT,a

en conditions basales et en réponses aux ISRS

De données récentes suggérent que l’activité électrique des neurones 5-HT est
également contrblée par des récepteurs 5-HT situés sur des neurones non sérotoninergiques
(Serrats et al., 2005 ; Sharp et al, 2007) impliquant notamment les récepteurs 5-HT,. La
difficulté d’étudier cette sous-famille de récepteurs 5-HT, repose sur la faible sélectivité des
ligands actuellement disponibles. Par exemple, méme si la kétansérine et la spipérone sont
environ deux fois plus affins pour le récepteur 5-HT,a que pour les récepteurs 5 HT,g et 5-
HT,c, ces ligands se lient aussi a d'autres types de récepteurs monoaminergiques (e.g. alpha
adrénergiques ou dopaminergiques). Avec le développement d'antagonistes plus sélectifs, il
est possible de discriminer les sous-types de récepteurs 5-HT, de maniére plus précise (Baxter
et al., 1995). Par exemple, le MDL 100907 est un antagoniste puissant et sélectif de récepteurs
5-HT,a présentant une faible affinité pour la 5-HT,c. Des études montrent que I’inhibition des
neurones 5-HT du NDR induite par une administration systémique de DOI (un agoniste
preférentiel des récepteurs 5-HT,a), est partiellement atténuée par le MDL 100907 chez le rat
anesthésié (Berggvist et al., 1999; Martin-Ruiz et al., 2001 ; Boothman et al., 2003 ; Sharp et
al., 2007). La région cérébrale impliquée dans les effets inhibiteurs du DOI sur I’activité
électrique des neurones 5-HT n’est pas clairement identifiée. L’ensemble des travaux menés

par I’equipe du Pr Artigas en Espagne montrent que cet effet inhibiteur ne passe pas par
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I’activation des récepteurs 5-HT,a Situés dans la couche V du cortex prefrontal médian
puisque une application locale de DOI stimule, au contraire, le firing des neurones 5-HT chez
le rat (Martin-Ruiz et al., 2001) ou la souris (Bortolozzi et al., 2003 ; Amargos-Bosch et al.,
2004). En accord avec ces résultats, I’injection locale de DOI dans le cortex préfrontal médian
augmente les concentrations extracellulaires corticales de 5-HT en microdialyse chez le rat ou
la souris eveillé (Amargos-Bosch et al., 2004). En revanche, une des régions susceptibles de
participer aux effets inhibiteurs du DOI pourrait étre le locus coeruleus qui expriment les
récepteurs 5-HTa sur les interneurones GABAergiques et dont 1’activation réduit I’activité
électriques des neurones sérotoninergiques (Szabo et Blier, 2001). Or comme les neurones
noradrénergiques sont connus pour exercer une tonus excitateur sur 1’activité des neurones 5-
HT dans le NDR via les récepteur alpha-1 adrénergiques (Mongeau et al., 1997), il a été
proposé¢ que l’effet inhibiteur de 1’administration systémique du DOI sur Dactivité
sérotoninergique résulterait d’une atténuation du controle excitateur noradrénergique.
Toutefois, I’observation que le DOI augmente les concentrations extracellulaires de
noradrénaline dans le cortex frontal de rat (Gobert et Millan, 1999), n’est pas en accord avec

cette hypothese.

De maniére intéressante, les études de microdialyse intracérébrale in vivo ont
également montré que le blocage des récepteurs 5-HT, potentialise les effets des ISRS sur
les concentrations extracellulaires de 5-HT dansle cortex frontal ou I’hippocampe chez le rat
(Millan et al., 2003b ; Marek et al., 2005 ; Huang et al., 2006 ; Silver et al., 2011) laissant
bien entrevoir un rdle inhibiteur des récepteurs 5-HT,a sur [D’activité des neurones
sérotoninergiques. De maniere surprenante, a ce jour, aucune étude n’a évalué les effets des
ISRS a I’aide de la technique de microdialyse chez des souris mutantes privées du récepteur
5-HT2a.
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2.3. Les hetérorécepteurs 5-HT,¢
1) Variations génétiques du récepteur 5-HT,c

Le récepteur 5-HT,c subit une édition pré-ARNm par des enzymes désaminases avec
la possibilité de produire 14 isoformes différentes du récepteur (Burns et al., 1997; Fitzgerald
et al., 1999). Cette réaction est catalysée par deux enzymes: 1’adénosine désaminase ARN-
dépendante 1 et 2 (ADARI1 et ADAR2) dans des sites désignés A, B, C’, E, C et D qui
peuvent altérer la capacité du récepteur a activer la phospholipase C (PLC). Cette édition peut
changer jusqu'a trois triplets de codons avec le potentiel de créer 24 isoformes différentes. Les
modifications peuvent survenir sur 5 sites d’acides aminés 156, 158 et 160 de la forme non
éditée « INI » (5-HT,c-INI) a la forme appelée « VGV » (5-HT,c-VGV) dans la région N-
terminale de la deuxieme boucle intracellulaire. Cette région est une sous région hautement
conservée (motif «DRY») presente dans de nombreux récepteurs couplés aux protéines G
(Herrick-Davis et al., 1999 ; Berg et al., 2001) (Figure 6).

=\ Ser23Cys
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Figure 6 : Structure et édition de ’ARN du récepteur 5-HT,c
La partie supérieure du schéma représente le motif DRY du récepteur 5-HT,¢ tandis
que la partie inférieure du schéma représente les sites possibles d’éditions de la séquence de

[’ADN génomique. (D apres Iwamoto et al., 2009).
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L’édition des ARNm du récepteur 5-HT,c peut conduire a une diminution d’un facteur

10 a 15 de D’efficacité de I’interaction avec la protéine G associ¢e (Burns et al., 1997). En
particulier, 1'édition de deux de ces sites (C’ et C) est indispensable pour diminuer 1'efficacité
du récepteur a activer une protéine G (Niswender et al., 1999; Wang et al., 2000). L’édition de
I'ARN est impliquée dans la diminution de 1’activité basale du récepteur, et de son affinité vis
a vis des agonistes du récepteur comme le RO60-0175 (Herrick-Davis et al., 1999). Gurevich
et collaborateurs (2002) ont montré que chez les victimes de suicide ayant des antécédents de
dépression majeure :

* 1'édition du site C” est augmentée,

* |'édition du site D est diminuée

* |'édition du site C est augmentée.

Ces résultats indiquent une diminution globale de 1’activité du récepteur 5-HT,c chez
les patients atteints de dépression (Gurevich et al., 2002). Le traitement chronique avec la
fluoxétine chez la Souris induit des changements de 1’édition des sites C’, C et D (Barbon et
al., 2011). Ces résultats sont opposés aux éditions observées chez les victimes de suicide
(Dracheva et al., 2008). En outre, une activation massive des récepteurs 5-HT,c conduit a
I’augmentation de I'édition des pré-ARNmM dans les sites qui sont les moins efficaces pour

aboutir au codage des isoformes activatrices des protéines G (Gurevich et al., 2002).

2) Distribution

Les densités les plus élevées du récepteur 5-HT,c chez ’Homme et le Rongeur sont
retrouvées dans le plexus choroide, tandis qu’une distribution plus faible se retrouve dans le
cortex cérébral, I’hippocampe, I’amygdale, le striatum et la substance noire (Baxter et al.,
1995; Lucas et Spampinato, 2000; Leysen, 2004). Ces récepteurs sont localisés sur les
neurones GABA, glutamateriques et dopaminergiques, ou ils agissent comme
hétérorécepteurs somatodendritiques (Baxter et al., 1995; Hoyer et al., 2002; Leysen, 2004).
L’activation des récepteurs 5-HT,c provoque une dépolarisation des neurones dans plusieurs

régions cérébrales soulignant le fait que ce sont des récepteurs excitateurs.

38



3) Couplage des récepteurs 5-HT,c

Le récepteur 5-HTc est couplé a une proteine Gq (Burns et al., 1997; Fitzgerald et al.,
1999) qui stimule la cascade de la PLC comme décrit précédemment pour le récepteur 5-
HT,a. Une des particularités majeures de ce récepteur repose sur le fait qu’il possede une
activité constitutive c’est a dire qu’il est capable de stimuler des voies de signalisations
intracellulaires et des réponses biologiques in vivo en absence de fixation de ligands
endogenes ou exogenes (Berg et al., 2005). Par exemple, des études de microdialyse montrent
qu’un antagoniste des récepteurs 5-HT,c tel que le SB242084, administré seul et de facon
systémique, est capable d’augmenter significativement les concentrations extracellulaires de
dopamine dans le cortex frontal, le noyau accumbens et le striatum (Gobert et al., 2000 ; De
Deurwaerdeére et al., 2001 ; De Deurwaerdére et al., 2004 ; Navailles et al., 2008 ; Leggio et
al., 2011) tandis que leurs effets persistent chez des animaux présentant une Iésion du systeme
sérotoninergique et donc un déficit de ligand endogene. Ces résultats ont permis de démontrer
une activité constitutive du récepteur 5-HT,c et de distinguer ce processus d’une activation
tonique du récepteur. De maniére intéressante, une étude récente de 1’équipe du Dr Meltzer a
montré qu’il n’y avait pas de différence significative des concentrations basales de la
dopamine chez les souris KO 5-HT;a et 5-HT,c comparé aux souris contrdles (Huang et al.,
2011). Il est donc possible que des mécanismes compensatoires se mettent en place chez ces
souris mutantes, empéchant la mise en évidence d’une activité constitutive notamment sur le

contréle du tonus dopaminergique.

4) Les récepteurs 5-HT,c dans les troubles anxio/dépressifs

a) Etudes comportementales

Plusieurs études ont montré I’influence des récepteurs 5-HT,c sur I’anxiété (Graeff et
al., 1996; Millan et al., 2003a; Iwamoto et al., 2009). En effet, des agonistes de ce récepteur
tels que le RO600175, le WAY-163909, le méta-chlorophenylpiperazine (mCPP) induisent un
phénotype anxieux (Griebel et al., 1997; Millan et al., 2003a). Au contraire, des effets
anxiolytiques ont été observés suite a 1’administration d’antagonistes comme le SB206553 et
le SB247853 (Griebel et al., 1997; Wood et al., 2001; Martin et al., 2002; Millan et al., 2003a)
et le SB242084 (Knapp et al., 2004 ; Christianson et al., 2010). Un travail récent réalisé au

laboratoire montre que 1’agomélatine, un nouvel antidépresseur présentant, entre autre, la
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propriété de bloquer les récepteurs 5-HT,c, reverse le phénotype anxio/dépressif dans un
modéle murin de la pathologie (Rainer et al., 2011). La localisation du récepteur 5-HT,c dans
les structures limbiques en fait une cible privilégiée dans 1’étiologie et le traitement de la
dépression. 11 est d’ailleurs intéressant de noter que le récepteur 5-HT,c possede une densité et
une fonction augmentée dans divers modeles animaux de dépression, mais également chez le
patient dépressif (Fone et al., 1996; Heslop et Curzon, 1999; Iwamoto et Kato, 2003; Yang et
al., 2004 ; Calcagno et al., 2009 ; Calcagno et Invernizzi, 2010). En accord avec ces résultats,
une étude récente montre que le WAY161503, un agoniste des récepteurs 5-HT,c, entraine
des réponses de type « dépréssiogene » chez la souris (Diaz et Maroteaux, 2011). Les souris
mutantes qui n’expriment pas le géne codant pour le récepteur 5-HToc (souris «Knock-out»)
sont obeses, en rapport avec des troubles du comportement alimentaire et présentent
également des altérations cognitives et locomotrice (hyperlocomotion) (Tecott et al., 1995).
L’hyperphagie observée chez ces animaux est trés certainement liée a une adaptation résultant
de la délétion constitutive du récepteur puisque les antagonistes du récepteur 5-HT,c ne
reproduisent pas ces effets (Tecott et al., 1995; Leysen, 2004). Enfin, elles présentent une
sensibilité élevée a la privation de sommeil, impliquant une participation active de ces

récepteurs dans le role de la sérotonine sur le sommeil (Frank et al., 2002).

b) Rétrocontrdle du systeme sérotoninergique par les hétérorécepteurs 5-HT,c

en conditions basales et en réponses aux ISRS

Chez le Rat, contrairement aux effets des antagonistes, des études neurochimiques ont
montré des effets inhibiteurs de la stimulation du récepteur 5-HT,c sur la libération de
dopamine et noradrénaline dans le striatum et le noyau accumbens (De Deurwaerdere et
Spampinato, 1999; Lucas et Spampinato, 2000; Leysen, 2004; Fink et Gothert, 2007).
D’autres études physiologiques et comportementales ont montré que la stimulation du
récepteur 5-HT,c chez le Rongeur favorise la libération neuroendocrinienne (prolactine et
ACTH), I’hyperthermie, I’hypophagie, les comportements locomoteurs (hypolocomotion et
dyskinésie verbale) et les comportements sexuels (Hoyer et al., 2002; Giorgetti et Tecott,
2004; Leysen, 2004). Ils controlent également certains comportements émotionnels
(anxiogenése) (Giorgetti et Tecott, 2004; Leysen, 2004) et la perception douleureuse (Kayser
etal., 2007).
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Des études récentes de microdialyse in vivo ont montré que 1’administration d’un ISRS
avec un antagoniste des récepteurs 5-HT,c augmente les [5-HT]ex: et diminue les [GABA]ext
dans I’hippocampe ou le cortex frontal chez le rat ou la souris éveillé (Cremers et al., 2004 ;
Thomas et al., 2007 ; Calcagno et Invernizzi, 2010). Cependant, le mécanisme a 1’origine de
ces changements neurochimiques reste complexe, car les récepteurs 5-HT,c ne sont pas
directement situés sur les neurones sérotoninergiques centraux comme les récepteurs 5-
HT1a/5-HT1g . Il est désormais accepté que les récepteurs 5-HT,c sont des hétérorécepteurs
exprimés sur les neurones GABAergiques (Serrats et al., 2005 ; Calcagno et Invernizzi, 2010)
ou glutamatergiques (Winter et al., 2005; Cremers et al., 2007). Des études
d’¢électrophysiologie in vivo chez le rat anesthésié ont montré que des agonistes des récepteurs
5-HT,c tels que le WAY161503, le Ro600175 ou le mCPP inhibent la décharge électrique des
neurones sérotoninergiques tandis que ces effets sont bloqués par des antagonistes des
récepteurs 5-HT,c dont le SB 242084 (Boothman et al., 2006 ; Sharp et al., 2007 ; Quérée et
al., 2009). Par conséquent, il est possible que I'activation des récepteurs 5-HTc situés sur les
interneurones GABAergiques exercent une inhibition tonique indirecte sur l'activité des
neurones du locus coeruleus (Szabo et Blier, 2002) et de I’aire tegmentale ventrale (Di
Giovanni et al., 1999; Di Giovanni et al., 2000; Gobert et al., 2000; Millan et al., 2000a). Or
comme ces voies, exercent une influence excitatrice sur les neurones sérotoninergiques, leur
inhibiton associée a des propriétés antidépressives (Goodwin, 1997; Andreoli et al., 2002;
Payne et al., 2002) pourrait participer aux effets indirects inhibiteurs des agonistes des
récepteurs 5-HT,c sur les neurones sérotoninergiques. Enfin, il a été montré qu’un traitement
chronique d’ISRS (fluoxétine, clomipramine, paroxétine), diminue 1’activité fonctionnelle des
récepteurs 5-HT,c chez le Rat et chez ’'Homme (Kennett et al., 1994; Maes et al., 1997;
Quested et al., 1997; Cowen, 1998; Bristow et al., 2000; Van Oekelen et al., 2003) laissant

entrevoir une capacité de désensibilisation de ces récepteurs en réponse aux antidépresseurs.
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3. Le transporteur de la sérotonine

3.1. Structure et fonctionnement du transporteur de la sérotonine

L’existence d’une activité de transport de la 5-HT a été démontrée pour la premiere
fois sur la membrane des plaquettes sanguines (Hughes et Brodie, 1959 ; Weissbach et al.,
1960). Du fait de cette propriété particuliere, les plaquettes sanguines humaines ont été
pendant longtemps utilisées comme modele de neurones 5-HT centraux. Ceci était lié aussi a
I’absence de techniques permettant d’étudier I’activité de ces neurones chez un individu
vivant et de suivre I’évolution d’un parameétre au cours du temps. En effet, seule 1’étude du
tissu cérébral en post mortem était alors possible chez I’Homme, les techniques non invasives

d’imagerie cérébrale n’étant pas encore disponibles.

Le clonage de I’ADNCc du transporteur de la 5-HT (SERT) a été réalisé chez le Rat en
utilisant une stratégie basée sur 1I’homologie de séquence avec le transporteur de la
noradrénaline (Blakely et al., 1991). L’ADNc du SERT a ensuite été cloné chez ’Homme
(Lesch et al., 1993) (Figure 7), le rat (Molteni al., 2009) et la Souris (Chang et al., 1996).
L’homologie de séquence entre le SERT humain et celui du rat est de 92%, avec toutefois
d’importantes différences dans la région N-terminale. L’homologie est de 94% entre le SERT

humain et le SERT de Souris (Chang et al., 1996).

La structure moléculaire du SERT comporte douze segments transmembranaires
constitués de 25 acides aminés hydrophobes chacun et une grande boucle extracellulaire, entre
les domaines transmembranaires 3 et 4, comportant des sites de N-glycosylation. Des sites de
phosphorylation par les protéines kinases A et C sont également présents dans la séquence du
SERT (Torres et al., 2003). 1l a d'ailleurs été montré que la phosphorylation de ces sites
entraine des modifications de I'affinité de SERT pour la 5-HT et de son activité de transport.

La fixation d’une molécule de 5-HT sur le transporteur favorise un co-transport d’un
ion sodium Na* et d’un ion chlorure CI” pour assurer la formation d’un complexe quaternaire.
Une fois ce complexe formé, un changement de conformation du transporteur permet a la 5-
HT, a un ion Na’ et a un ion CI" d’étre transloqués de ’extérieur du neurone vers 1’intérieur
du neurone ou de la plaquette sanguine. Les études réalisées sur des fibroblastes surexprimant

le SERT murin montrent que 1’ion CI facilite la fixation de la 5-HT tandis que I’ion Na*
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permet la translocation de la 5-HT fixée sur SERT (Chang et Lam, 1998). A la suite de ces
événments, un ion potassium K" intracellulaire est transloqué de 1’intérieur du neurone vers
I’extérieur ou il se dissocie du transporteur. Ce co-transport est un processus actif faisant

intervenir une pompe Na'/K* ATPase.
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Figure 7 : Structure du gene codant pour le transporteur de la sérotonine humain
(D’aprés Lesch et al., 1993)

3.2. Distribution dans le systeme nerveux central

Dans le SNC, le transporteur de la 5-HT a été localisé spécifiquement dans les
structures cérébrales riches en terminaisons neuronales sérotoninergiques (Aghajanian et
Bloom, 1967 ; Habert et al., 1985; D'Amato et al., 1987; Qian et al., 1995), c’est-a-dire sur la
membrane plasmique des neurones sérotoninergiques. Le SERT est également retrouvé sur la
membrane des corps cellulaires du NRD et des fibres axonales sérotoninergiques (Zhou et al.,
1998).
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Chez le Rat, la distribution du SERT, a été réalisée par des études d’autoradiographie
quantitative en utilisant de la [*H]paroxétine ou de la [*H]fluoxétine qui montrent une plus
forte densité du transporteur sérotoninergique dans le noyau du raphé dorsal, les noyaux
basolatéraux de 1’amygdale et le cerveau médian (Hrdina et al., 1990 ; Kovacevic et al.,
2010).

Les études post-mortem chez I"'Homme utilisant soit de la [*H]paroxétine, soit du
[*H]citalopram montrent une distribution du SERT généralement similaire & celle trouvée
chez le Rat (Cortes et al., 1988; Duncan et al., 1992 ; Dean et al., 2003), méme si des

différences régionales apparaissent entre les deux espéces.

Enfin, chez la Souris, la distribution du SERT dans le SNC observée sur des coupes de
cerveaux incubées dans du [**°IJRTI-55 et utilisant la technique d’hybridation in situ montre
que la plus grande densité d’ARNm codant pour le SERT est localisée dans le noyau du raphé
médian (Bengel et al., 1997 ; Gould et al., 2011).

3.3. Pharmacologie du transporteur de la sérotonine

Le SERT humain possede une affinité relativement élevée (K, = 460 nM) pour la 5-
HT (Barker et Blakely, 1996). Les transporteurs sérotoninergiques sont la cible privilégiée des
antidépresseurs (i.e., clomipramine, fluoxétine, etc...), de médicaments anorexigenes (d-
fenfluramine) et de certaines substances addictives [cocaine, amphétamine et dérivés comme
le 3,4-méthylénédioxymethamphétamine (NMDA, ectasy)] (Serretti et al., 2005). Cependant,
les antidépresseurs bloquent le processus de recapture assuré par le transporteur permettant
I’accumulation de la 5-HT endogéne dans 1’espace intra-synaptique. Cependant, les drogues
comme I’amphétamine utilisent le SERT en mode inverse pour faire sortir la 5-HT de
I’intérieur du neurone (terminaisons neuronales) vers la fente synaptique selon un processus
de « libération » de la 5-HT qui est dit Ca®* indépendant (par opposition & la libération
classique de 5-HT (ou « release ») qui est un processus Ca®* dépendant). L’inhibition de la
capture de la 5-HT par un antidépresseur, est la conséquence d’une liaison compétitive de
haute affinité de ce médicament avec un seul site du transporteur, empéchant ainsi la liaison
de la 5-HT sur son site de reconnaissance (Olivier et al., 2000 ; Perona et al., 2008). Le

fonctionnement du transporteur de la 5-HT serait donc altéré dans de nombreuses maladies du
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SNC comme les troubles obsessionnels compulsifs, le trouble panique (Olivier et al., 2000) ou
la dépression (Lesch, 2001).

3.4. Souris génétiguement modifiées pour le SERT : études de pharmaco-génétiques

Les souris génétiquement modifiées pour le transporter SERT (souris homozygotes
SERT-/- ou hétérozygotes SERT+/-) ont été obtenues par recombinaison homologue : une
séquence d’ADN contenant des domaines existant dans le génome de la souris est introduite
dans des cellules souches embryonnaires ES permettant ainsi une intégration de cette
séquence par un processus de recombinaison homologue (Hall et al., 2009). Les souris
hétérozygotes représentent un modeéle pertinent du polymorphisme humain (Guiard et al.,
2011). En effet, chez I’homme un polymorphisme a été identifié avec un alléle « s » (short) et
« | » (long). Il y a maintenant des preuves solides prouvant que l'alléle « s » confere une plus
grande susceptibilité au développement de la dépression, activée par un stress soutenu (Caspi
et al., 2003). Ces résultats ont été confirmés récemment dans une méta-analyse incluant
I’ensemble des études rapportées (Karg et al. 2011). Bien que 1’analyse post-mortem des
tissus cérébraux humains ait dans un premier temps échoué dans la détection de corrélations
entre les génotypes du SERT et sa densité (Mann et al., 2000; Parsey et al., 2006), les études
de PET les plus récentes utilisant le [“C]-3-amino-4(2-dimethylamino-methyl-
phenylsulfanyl)-benzonitrile ou [**C] DASB, un ligand sélectif de SERT, ont montré une
augmentation de sa liaison au SERT chez les sujets homozygotes pour l'allele L (Willeit &
Praschak-Rieder, 2010). Des études fonctionnelle in vitro de I'activité du gene SERT sur des
lymphoblastes ou des plaquettes ont montré que l'allele L est associé a des taux d'activité
transcriptionnelle et des taux de capture de 5-HT environ 2 fois plus élevés chez les patients
présentant I’alléle « L » comparé a ceux présentant 1’allele «S» (Lesch et al., 1996 ;
Greenberg et al., 1999). Ces résultats sont cohérents avec les données montrant que les
niveaux d'’ARN messager et I'expression du SERT sont plus éleves chez I'homme sain ou sur
des cerveaux d'homozygotes LL par rapport aux transporteurs S (Little et al., 1998 ; Heinz et
al., 2000; Juhasz et al., 2003). Analysées dans leur ensemble, ces études suggerent que les
alleles L et S du géne SERT régulent I'expression du transporteur SERT. Etant donné que les
ISRS agissent en bloguant le SERT, I'hypothése que la variation allélique du géne SERT
modifie la réponse aux ISRS a été soulevée. A ce jour, les résultats des 37 études
pharmacogénétiques ont été rapportés (Kato & Serretti, 2010) et 18 d'entre elles démontrent

clairement que les patients présentant 1’allele L ont une meilleure réponse aux ISRS que les
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patients S/S ou S/L soit en terme de délai d’action ou de pourcentage de réponses positives
(fluvoxamine: Kim et al., 2000; Serretti et al., 2004; Smeraldi et al., 2006; Zanardi et al.,
2001b; paroxétine: Bozina et al., 2008; Ruhe et al., 2009; fluoxétine: Kim et al, 2000; Yu et al
2002; sertaline: Durham et al 2004; Hong et al 2006; citalopram: Arias et al., 2003;
escitalopram: Margoob et al., 2008 ; Huezo-Diaz et al., 2009).

D’un point de vue mécanistique, les raisons d’une meilleure réponse chez les patients
homozygotes L/L restent peu connues. Une étude récente chez des souris SERT+/+ et
SERT+/- comme modeéle du polymorphisme humain (respectivement L/L et S/L), montre que
la présence du SERT chez les souris controles SERT+/+ favorise une augmentation de
I’activité électrique des neurones sérotoninergiques induite par 1’administration chronique de
escitalopram comparée aux souris SERT+/- (Guiard et al.,, 2011). En revanche,
I’augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT dans 1’hippocampe des souris
contrbles SERT+/+ induite par le traitement chronique de escitalopram est plus faible que
celle observée chez les souris SERT+/- laissant entrevoir des mécanismes complexes dans la
réponse aux ISRS en rapport avec le polymorphisme du SERT (Guiard et al., 2011). 1l a été
proposé que la forte augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT mesurées dans
les régions terminales chez les souris SERT+/- traitées avec le escitalopram pourrait favoriser
la mise en route de systémes inhibiteurs « contre-productifs » ayant un effet délétére sur le
systeme sérotoninergique. Cet effet délétére serait moins marqué chez les souris SERT+/+

présentant une neurotransmission sérotoninergique plus modérée.

3.5. Les autres moyens de transport de la sérotonine

1) La recapture hétérologue

Le clonage et le séquencage des transporteurs monoaminergiques révelent que cette
famille présente un haut degré d’homologie structurale (Torres et al., 2003 ; Gether et al.,
2006). Cela peut expliquer, du moins en partie, le fait que les ISRS, en dépit d’une sélectivité
proclamée in vitro, peuvent augmenter non seulement la neurotransmission sérotoninergique,
mais aussi noradrénergique et dopaminergique en bloquant le NAT et le DAT in vivo. Il est
également possible que les monoamines, dans certaines conditions, puissent étre recaptées par

des transporteurs pour lesquels elles ont une plus faible affinité. En accord avec cette
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hypothése, Vizi et collaborateurs (2004) ont montré précédemment que la recapture de NA est
réduite, mais pas complétement abolie, dans I'hippocampe et le cortex frontal chez la souris
NAT-/-. L’observation d’une recapture résiduelle diminuée en présence du escitalopram chez
ces souris NAT -/-, suggere que la NA peuvent étre recaptée par les varicosités
sérotoninergiques par 1’intermédiaire du SERT. Ceci pourrait ainsi expliquer que les ISRS, en
bloguant cette recapture hétérologue in vivo, peuvent également augmenter les concentrations
extracellulaires de NA en microdialyse dans I’hippocampe et le cortex frontal des souris KO
NAT (Vizi et al., 2004).

2) La recapture de la 5-HT par les OCT ou les PMAT

Une nouvelle famille de transporteurs monoaminergiques de faible affinité a été
récemment identifiée. Ces transporteurs appelés « Organic Cation Transporter (OCT) » ou
« Plasma Membrane Transporter (PMAT) » ont la particularité de recapter les monoamines
avec une faible sélectivité que ce soit in vitro ou in vivo (OCT) (Engel et al., 2004 ; Engel et
Wang, 2005; Bacq et al., 2011). Les affinités de ces transporteurs in vitro pour les
monoamines sont de I’ordre du millimolaire (mM) et varient selon le type de transporteur et

I’espece étudié (Amphoux et al., 2006).

Des études ont montré que les OCT peuvent participer a la recapture in vitro (Bunin et
Wightman, 1998 ; Daws, 2009) ou in vivo (Bacq et al., 2011) de la 5-HT. De méme, PMAT
semble également participer au transport de la 5-HT avec une meilleure efficacité (Duan et

Wang, 2010), mais cette propriété n’a pas encore ¢té démontrée in Vivo.

La figure 8 montre qu’en absence d'inhibiteurs de recapture, le transport de la 5-HT
est assuré principalement par le transporteur de haute affinité SERT (fleches pleines), avec
une contribution mineure des autres transporteurs membranaires (fleches en pointillées).
Lorsqu’un ISRS est présent, le transporteur SERT est bloqué mais la recapture de la 5-HT
peut étre maintenue par l'intermédiaire des autres transporteurs : les transporteurs de faible
affinité situés sur les neurones voisins (NAT, DAT, OCT ou PMAT) ou sur les cellules gliales
(OCT et des transporteur "uptake 2 ") (fleches sombre en pointillées) (Schroeter et al., 2000;
Miner et al., 2000, 2003; Liprando et al., 2004 ; Fuxe et al., 2007 ; Daws, 2009). Des

mécanismes similaires de recapture de la 5-HT peuvent se produire lorsque I'expression ou la
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fonction du SERT est génetiquement réduite (par exemple, chez la souris mutée SERT-/-)
(Daws, 2009).
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Figure 8 : Différents systemes de recapture de la sérotonine par le SERT, le NAT/DAT
et les OCT/PMAT. (D’aprées Daws, 2009).
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B. LA DEPRESSION MAJEURE ET LES TRAITEMENTS

1. Les symptdmes de la dépression

Le syndrome dépressif se caractérise par un état de souffrance psychique et des
troubles de I’humeur, associés a une inhibition psychomotrice et d’autres symptomes tels que
défini par le manuel de diagnostique et statistique des troubles mentaux (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders : DSM 1V) (Tableau 6).

Humeur dépressive

Diminution de I’intérét et du plaisir
Criteres spécifiques
Sentiment de culpabilité ou manque de valorisation de soi

Pensées de mort et de suicide récurrentes

Agitation ou ralentissement psychomoteur

Fatigue et/ou perte d’énergie

Critéres non spécifiques | Perte d’appétit et de poids d’au moins 5% par mois
Trouble de I’attention et/ou de concentration

Insomnie (ou hypersomnie, plus rare)

Tableau 6 : Diagnostic de la dépression selon le DSM 1V
Pour confirmer le diagnostic de dépression, la présence d’au moins 5 de ces critéres
(perdurant depuis au moins 15 jours) est nécessaire dont au moins 2 parmi les critéres

spécifiques.

L’hétérogénéité des manifestations des troubles de I’humeur est source de difficulté
pour établir le diagnostic de la pathologie chez les patients mais également un obstacle en
recherche préclinique si 1’on souhaite développer des modéles animaux pertinents. Ainsi
différentes formes de dépression, aux manifestations parfois opposées, ont été identifiées tels
qu’une la dépression mélancolique ou une dépression atypique (Prins et al., 2011) (Tableau
7).
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Troubles dépressive

Dépression mélancolique Dépression atypique

Les principaux symptémes dans le DSM-IV
(soit un, ou les deux doivent étre présents)
- Dysphorie (humeur dépressive)
- Anhédonie (perte de plaisir)

Sous-symptémes DSM-1V par sous-types

- Perte de poids - Gain de poids

- Perte d’appétit - Augmentation de I’appétit/Hyperphagie
- Insomnie/moins de sommeil - Hypersomnie/plus de sommeil

- Agitation psychomotrice - Fatigue/perte d’énergie

- Pensées suicidaires - Retard psychomoteur

Sous-symptémes DSM-1V preésents dans les deux sous-types

- Sentiments d’inutilité et de culpabilité
- Diminution de I’aptitude a penser ou a se concentrer

Symptdmes neurobiologiques par sous-types

Dépression mélancolique Dépression atypique
- Anxiété - Léthargie
- Insensibilité a I’environnement - Réactivé a I’environnement
- Symptémes accentués dans la matinée - Symptémes améliorés dans la matinée
- Augmentation de 1’activité sympathique - Diminution de I’activité sympathique
- Hyperactivité de ’axe HPA - Hypoactivité de ’axe HPA
- Activation de la synthése du CRF - Inhibition de la synthese du CRF
- Susceptibilité accrue aux infections - Susceptibilité accrue a I’inflammation

Tableau 7 : Principaux symptémes distinguant une dépression mélancolique

ou d’une dépression atypique (D’aprés Prins et al., 2011).

2. Hypothese neurobiologique de la dépression

2.1. Hypothése monoaminergique

La principale hypothése monoaminergique de la dépression est la plus ancienne des
hypothéses. Elle découle de la découverte dans les années 50 des propriétés correctrices de
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I’humeur dépressive de I’iproniazide, un inhibiteur de la monoamine oxydase (IMAO) ou des
antidépresseurs dérivés de 1’imipramine appelés aussi antidépresseurs tricycliques (TCA)
(Eriksson, 2000) capables d’augmenter les concentrations cérébrales de 5-HT et/ou de NA
dans le cerveau (Bunney et Davis, 1965; Schildkraut, 1965; Coppen, 1967; Beskow et al.,
1976). Au contraire, chez les patients souffrant d’hypertension, I’utilisation de la réserpine,
connue pour libérer les stocks de monoamines entrainait chez 15% d’entre eux des épisodes
dépressifs majeurs (Cocco et Aqué, 1977). Plus récemment des études d’imagerie ou de
génetique (études de polymorphismes) réalisées chez les patients déprimés ont conforté cette
hypothése monoaminergique, mettant en évidence différentes modifications d’expression
et/ou de fonction de certains éléments clés de la régulation du systéme sérotoninergique
central tels que le transporteur de la sérotonine (SERT), les enzymes de synthese (tryptophane
hydroxylase de types 1 et 2) ou de dégradation (monoamines oxydases, MAQOs) mais
également les récepteurs 5-HT;a et 5-HT,a (Savitz et Devrets, 2009 ; Porcelli et al., 2011)
dans la qualité de réponse aux ISRS (Tableau 8).

Protéine Polymorphisme Réponse aux ISRS

TPH2 rs2171363 v
COMT rsd4680

MAO rs1465108 v
SERT 5-HTTLPR v
5-HT,, rs6295 v
5-HT,, rs6313 v
SUB3 Prot-G rs5443 v
CRF-R1 rs242981 v
BDNF rs6265 v

Tableau 8 : Principaux éléments impliqués dans la régulation du systéeme
sérotoninergique dont le polymorphisme module P’activité thérapeutiques des ISRS

(D’aprés Porcelli et al., 2011).
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2.2. Hypotheses moléculaire et cellulaire de la dépression

Depuis une quinzaine d’années, une grande partie des hypothéses expliquant
I’étiopathologie de la dépression souligne I’importance de la plasticit¢ neuronale. La
neuroplasticité correspond a un processus impliquant la production de nouvelles cellules
(neurogenése et gliogenése), le développement de 1’arborisation dendritique neuronale ainsi
que P’enrichissement des connexions synaptiques. Cette hypothése propose que la dépression
majeure serait due a une diminution de la neuroplasticité et notamment du processus de
neurogenése hippocampique chez 1’adulte, qui engendrerait des modifications
morphologiques et structurales de certaines régions cérebrales (Jacobs et al., 2000; Sapolsky,
2000b; Duman et Newton, 2007). En effet, des études cliniques ont pu mettre en évidence une
diminution du volume de I’hippocampe au cours d’un épisode dépressif (Sheline et al., 1999;
Bremner et al., 2000; Steffens et al., 2000). Ces résultats sont corrélés a d’autres études
d’imageries et a des examens post-mortem indiquant des atrophies ou des pertes de neurones
dans I’hippocampe et le cortex préfrontal chez les patients déprimés (Sheline et al., 1996;
Shah et al., 1998; Duman et Charney, 1999; Rajkowska et al., 1999). En outre, les
antidépresseurs, administrés de maniere chronique, contrecarrent certaines de ces altérations
morphologiques (Czeh et al., 2001; Drevets et al., 2002; Drevets, 2003; Sheline et al., 2003;
Neumeister et al., 2005; Fales et al., 2009). Cette hypothese neurodégénérative de la
dépression aurait comme acteur principal, un facteur neurotrophique, le « Brain Derived
Neurotrophic Factor » (BDNF) (Duman et al., 1997; Duman et al., 2001) qui serait capable
d’agir positivement sur la neurogenese chez 1’adulte en stimulant différentes étapes telles que
la prolifération, la survie et la maturation des neurones hippocampiques (Delteil et al., 2009 ;
Samuels et Hen, 2011). Par ailleurs, si le stress, via une augmentation des concentrations
plasmatiques de glucocorticoides provoque une atrophie, une augmentation de la mort
neuronale, une diminution de 1’arborisation dendritique et de la neurogenese chez le rongeur
ou le primate (Gould et al., 1998; McEwen, 1999; Pittenger et Duman, 2008), ces altérations
peuvent étre corrigees par I’administration chronique d’antidépresseurs (Mailliet et al., 2008)
via la production de BDNF (Nibuya et al., 1995). Ensemble ces données pointent du doigt le
processus de neurogenese hippocampe adulte régulé par le BDNF, comme un mécanisme
post-synaptique majeur impliqué dans 1’efficacité des ISRS. En accord avec cette hypothese,
il a été montré que 1’ablation du processus de neurogenése par irradiation aux rayons X chez
I’animal adulte bloque les effets de type-antidépresseurs induits par les ISRS chez la souris

(Santarelli et al., 2003 ; David et al., 2009). En dépit de ces avancées dans la compréhension
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du mécanisme d’action des antidépresseurs sérotoninergiques, la nature des récepteurs post-
synaptiques mis en jeu reste controversée. Il semble toutefois que les récepteurs post-
synaptiques de types 5-HTia (Santarelli et al., 2003) et 5-HT, (Banasr et al., 2004) soient
positivement liés a ce processus. Il est maintenant admis que la neurogenese dans
I’hippocampe adulte est certes un processus nécessaire, mais pas suffisant, a la survenue de

certains effets des antidépresseurs.

2.3. Hypotheses endocrinienne de la dépression

Il existe une relation entre les maladies endocriniennes et la dépression, et de
nombreuses données indiquent un mauvais rétrocontréle négatif du systéme endocrinien dans
la dépression (Papelbaum et al., 2010 ; Zuberi et al., 2011). Ces perturbations du systeme
hormonal dans la dépression sont associées a une hyperactivit¢é de 1’axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien (« hypothalamus-pituitary-adrenal », HPA axis) ou encore “axe du
stress”. Des études cliniques chez ’Homme mettent en évidence des concentrations elevées
de glucocorticoides plasmatiques (corticolémie) chez des patients souffrant de troubles
dépressifs (Rubin et al., 1987). En paralléle, les concentrations d’hormone corticotrope
(«cortico-releasing hormone», CRH) dans le liquide céphalo-rachidien sont également
élevées, ainsi que sa libération dans le systeme limbique (Raadsheer et al., 1994).
L’administration d’un glucocorticoide de synthese, la dexaméthasone, permet de mettre en
évidence une altération du rétrocontrdle négatif de 1’axe HPA chez ces patients dépressifs. Par
exemple, chez un sujet sain, la dexaméthasone diminue la concentration des hormones du
stress (CRH, I’adrénocorticotrophine ACTH, vasopressine), un effet qui est absent chez les
patients dépressifs (Carroll, 1982). De plus, le retour a 1’état normal de 1’axe HPA est une
condition nécessaire a la rémission clinique (De Bellis et al., 1993). Par conséquent, il
semblerait que la perturbation de cet axe HPA soit un élément clef dans le diagnostic d’un état
dépressif. Cet état de stress peut étre modélisé chez I’animal en suivant un protocole de stress
chronique qui induit une diminution du rétrocontrdle négatif exercé sur I’Axe HPA, lié a une
altération des fonctions inhibitrices de I’hippocampe et du cortex préfrontal sur cet axe
(Mizoguchi et al., 2003). En effet, ces structures possedent de nombreux récepteurs aux
corticostéroides et participent fortement a cette boucle de rétroaction négative. Un stress
suffisamment important conduit a une dérégulation de 1’axe HPA entrainant une forte
sécrétion de cortico-releasing factor (CRF) et d’ACTH, et donc de glucocorticoides

endogenes (appréciée par la mesure de la corticostéronémie chez 1’animal). L’excés de
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glucocorticoides est neurotoxique, provoquant des dommages dans I’hippocampe et le cortex
préfrontal, d’ou une altération du contrdle que ces régions cérébrales exercent sur I’axe HPA
(Sapolsky, 2000a). 11 est également possible d’induire un état de type anxio/dépressif chez le
Rongeur en dérégulant cet axe HPA suite a ’administration chronique de corticostérone dans
I’eau de boisson chez la souris (David et al., 2009). De tels modé¢les ont I’avantage de relier
une perturbation neurochimique a une altération du comportement chez 1’animal et de ce fait
de permettre d’évaluer non seulement les propriétés antidépressives de nouvelles molécules
mais également d’étudier leur mécanisme d’action au niveau cellulaire et moléculaire chez

des souris WT controles ou chez des souris KO adultes.

3. Les traitements des troubles de ’humeur

3.1. Classification des antidépresseurs

Il existe 3 classifications possibles des antidépresseurs: (1) en fonction de leur
structure chimique, (2) en fonction de leur activité thérapeutique et enfin (3) en fonction de
leur mécanisme d’action. La classification mécanistique, que nous avons retenue, a 1’avantage
de regrouper les antidépresseurs en grandes classes. Selon la modulation de la transmission
monoaminergique impliquée et leur affinité spécifique in vitro pour un des transporteurs
monoaminergiques (Frazer, 2001, Owen et al., 2001) (Tableau 9). Cette classification
comprend 5 classes d’antidépresseurs et permet en cas d’échec thérapeutique de changer de
famille d’antidépresseurs bien que le mécanisme d’action des molécules ne résume pas leur

pouvoir thérapeutique. La premiére catégorie comprend les antidépresseurs qui augmentent

sélectivement la transmission sérotoninergique centrale. On y retrouve tous les inhibiteurs

sélectifs de recapture de la sérotonine (ISRS). La seconde classe regroupe les antidépresseurs

qui augmentent sélectivement la transmission noradrénergique centrale, dans laquelle on
retrouve les inhibiteurs sélectifs du recapture de la noradrénaline (IRN). La troisiéme
regroupe les antidépresseurs d’action mixte qui augmentent les transmissions
sérotoninergique et noradrénergique centrale. Ces antidépresseurs appartiennent a la classe
des inhibiteurs mixte de recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSN). La

quatrieme regroupe les antidépresseurs qui augmentent les transmissions noradrénergique et

dopaminergique (IRND). Enfin, la cinquiéme classe regroupe les antidépresseurs qui agissent

simultanément sur les trois systémes monoaminergiques centraux en bloquant le SERT mais
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également le transporteur de la NA (NAT) et celui de la dopamine (DAT). Cette nouvelle
classe d’antidépresseurs, la plus récente, constitue la classe des triples inhibiteurs de recapture
(Guiard et al., 2009 ; Prins et al., 2011). Des molécules ayant des mécanismes innovants,
ciblant par exemple certains récepteurs sérotoninergiques tels que 1’agomélatine (antagoniste
5-HT,c) ou les antipsychotiques atypiques ayant la capacité de bloquer les récepteurs 5-HTa
et d’agir sur les récepteurs D, (aripiprazole, asenapine, trazodone, respiridone, onlazapine...)
présentent un intérét particulier qui sera briévement abordé dans la derniére partie de ce
mémoire. De maniere intéressante, deux stratégies principales sont utilisées chez les patients
dépressifs qui ne répondent pas a un traitement antidépresseur chronique. La premiére
consiste & utiliser un nouvel antidépresseur qui appartient a une classe différente de celle
utilisée en premiére intention. La seconde repose sur 1’ajout d’une seconde molécule (stratégie
de potentialisation). En effet, il est possible qu’un antidépresseur seul ne permette pas
d’atteindre le seuil nécessaire pour obtenir une réponse tandis que le second permette de
dévoiler son activité par une action synergique (Blier et Blondeau, 2011). Parmi ces stratégies
de potentialisation, les antipsychotiques sont largement utilisés mais on trouve également
d’autres molécules telles que le lithium, le bupropion, les tricycliques, la mirtazapine ou

encore le pramipexole.
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Affinités de liaison K; (nM) pour les
transporteurs de monoamines (in vitro)

Classification Nom des ADs Références
5-HT NA DA
Escitalopram (Seroplex®) 11 7841 27410
Citalopram (Ceropram®) 1,6 6190 16540
ISRS Fluoxétine (Prozac®) 1,1 599 3764 Owen et al., 2001 :
(Inhibiteurs sélectifs de Sanchez etal.,
la recapture de la 5-HT) Paroxétine (Paxil®) 0,1 45 268 2003
Fluvoxamine (Luvox®) 2,3 1427 16790
Sertraline (Zoloft®) 0,3 714 22
Atomoxétine (Strattera®) 77 5 1451
Gehlert et al., 1995
IRS R-Nisoxetine 158 0.5 378
(Inhibiteurs sélectifs du ] ] e
recapture de la NA) Desipramine (Norpramine®) 179 4 10000 Millan et al., 2001 :
Koch et al., 2003
Réboxétine 129 1.1 10000
Duloxétine (Cymbalta®) 8 45 300 Wong et al., 1988
IRSN
(|nhibiteurs mixtes de |a Minalcipran (EXe|®) 123 200 10000 KOCh et al., 2003
recapture de la 5-HT et
la NA) Venlafaxine (Effexor®) 82 248 7647 Bymazs(t)%rlet al.
IRND Bupropion (Zyban®) 19900 | 1500 600 prichelson o
_ . enning, 1984
(Inhibiteurs mixtes de la
recapture de laNA et la
DA) Nomifensine (Alival®) 830 6.6 48 Arnt et al., 1985
. Hyttel et Larsen,
Indatraline 0.4 5.8 1.7 1985
IRSND
S PRC200-SS 2.1 15 61 Liang et al., 2008
(Inhibiteurs triples de la
recapture de la 5-HT, la
DA et la NA) INJ-7925476 1 0.9 2.6 Maryalngogg etal,
DOV216303 14 20 78 Skolnick et al., 2006

Tableau 9 : Classification des antidepresseurs ayant la propriété de bloquer un ou

plusieurs transporteurs monoaminergiques, selon leur affinité pour ces transporteurs

mesurée in vitro
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3.2. Mécanisme d’action des antidépresseurs monoaminergiques

Les antidépresseurs exercent leurs effets thérapeutiques en agissant sur les systémes
monoaminergiques. Depuis la découverte des premiers antidépresseurs dans les années 50,
I’importance accordée a chacun des neuromédiateurs incriminés a constamment évolué dans
le temps, avec en paralléle la mise au point de molécules agissant soit sur les deux systémes
monoaminergiques, soit préférentiellement sur 1’un ou ’autre des systémes (L6o al., 2004).
Afin de restaurer les concentrations en monoamines dans le SNC qui seraient réduites chez les
patients déprimés, les antidépresseurs utilisent trois principaux mécanismes d’action basés sur
I’inhibition de la recapture (1), de la dégradation de la 5-HT (2) ou du blocage d’un récepteur
(3) du neurotransmetteur (Artigas et al., 2002) (Figure 9). Aprés la mise sur le marché des
premiers inhibiteurs non sélectifs de la monoamine oxydase (MAQ), la découverte des deux
isoformes A et B de cette enzyme, différant I’une de 1’autre par leur affinité pour la 5-HT et la
NA (la forme A) ou la DA (la forme B), a conduit a la commercialisation d’inhibiteurs
sélectifs : les IMAO A (antidépresseurs) ou IMAO B (antiparkinsoniens). L’action de la
molécule sur une cible thérapeutique autre que I’enzyme de dégradation, comme le
transporteur monoaminergique, a permis de commercialiser de nouvelles classes de
médicaments antidépresseurs. Ces molécules dont le mécanisme d’action est fondé sur
I’inhibition de la recapture des monoamines qu’il s’agisse de la 5-HT, de la NA ou de la DA,
restent les plus fréquemment utilisées. On a d'abord utilisé des inhibiteurs de la recapture de la
5-HT et de la NA comme I’imipramine et dérivés dont les effets indésirables ont permis
d’idéntifier des molécules plus sélectives. C’est ainsi que sont apparues des molécules
n'agissant que sur la recapture de la noradrénaline, telles que la désipramine ou la maprotiline
puis les inhibiteurs de recapture de la sérotonine. Il existe enfin des molécules qui agissent
essentiellement sur I’inhibition de la recapture de la dopamine, dont le bupropion
commercialisé comme antidépresseur aux Etats-Unis. Aujourd’hui, on observe un retour
progressif vers des molécules dites a « large spectre », moins sélectives, ciblant a la fois le
transporteurs de la 5-HT, de la NA et/ou de la DA. Celles-ci représentent un raffinement des
agents pharmacologiques précédants puisque leur affinité pour les transporteurs
monoaminergiques est moins forte mais plus équilibrée entre les 3 composantes 5-HT, NA et
DA (Guiard et al., 2009).
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Figure 9 : Mécanismes d’action des antidépresseurs sur la neurotransmission synaptique

(D’aprés Artigas et al., 2002).
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3.3. Les Inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS)

1) Administration unique

Les études de microdialyse intracérébrale et d’électrophysiologie menées chez le Rat
ou la Souris montrent que I’administration d’une dose unique d’ISRS provoque une plus forte
augmentation de 5-HT autour des corps cellulaires des noyaux du raphé que dans les régions
cérébrales riches en terminaisons sérotoninergiques. Cette plus faible réponse dans les régions
terminales a été associée a une inhibition de la décharge électrique des neurones
sérotoninergiques dans le noyau du raphé dorsal (NRD) (figure 10). Ceci peut étre di a 2
phénomenes (non exclusifs) :

— la présence d’une plus grande densité de transporteurs de la sérotonine SERT dans
la région des noyaux du raphé en comparaison a celle des terminaison sérotoninergiques
comme cela a été observé dans les études de liaison de la [*H]-paroxetine chez le Rat (Hrdina
et al., 1990) et chez I’Homme (Cortes et al., 1988 ; Duncan et al., 1992).

— la mise en route d’un rétrocontrdle négatif exercé par les autorécepteurs
somatodendritiques de type 5-HTia et terminaux de type 5-HTig sur la libération de
sérotonine suite a son accumulation extracellulaire consécutive au blocage du SERT par les
ISRS.

Les tableaux 10; 11 et 12 récapitulent les effets neurochimiques et

¢lectrophysiologiques obtenus lors d’une administration aigue de différents ISRS.

Espéce ISRS d,a([;;siii(svtiliion) ﬁjﬂ%(ri?ﬁgrs t(;(;g Références
[5-HT]ext (AUC)
Citalopram 1,10 mg/kg i.p. 400% Invernizzi et al., 1992
1, 10, 20 mg/kg i.p. 300% Malagie et al., 1995
Rat Fluoxétine 3 mg/kg i.p. 300% Hervas and Artigas, 1998
1, 10 mg/kg i.p. 400 a 600% Bel and Artigas, 1992
Paroxétine 1 mg/kg i.p. 300% Malagie et al., 2000
Fluvoxamine 30 mg/kg p.o. 300% Bosker et al., 1995
Souris Fluoxétine 5-20 mg/kg 150-250% Bortolozzi et al., 2004
WT Paroxétine 4 mg/kg i.p. 240% Guilloux et al., 2006

Tableau 10 : Augmentation des [5-HT]ex dans le noyau du raphé dorsal apres
administration aigue d’ISRS chez le Rongeur.
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D . Augmentation
Espéce ISRS R o.se.(v0|e. maximale des Références
d’administration)
[5-HT]exe (AUC)
Escitalopram 7.8 mg/kg i.p. 300% Mork et al., 2003
Citalopram 1,10 mg/kg i.p. 200% Invernizzi et al., 1992
Rat 1, 10, 20 mg/Kkg i.p. <200% Malagié et al., 1995 ; 1996
a
Fluoxétine 3 mg/kg i.p. 150% Hervas and Artigas, 1998
10 mg/kg i.p. 200% Bel and Artigas, 1992
Paroxétine 1 mg/kg i.p. 300% Malagié et al., 2000
Escitalopram 8 mg/kg i.p. 290% Nguyen et al., 2011
Citalopram 8 mg/kg i.p. 250% David et al., 2003
) 1, 5, 10 mg/kg i.p. 300% Malagié et al., 2000
Souris | Fluoxétine -
WT 1, 40 mg/kg p.o. 250% Kobayashi et al., 2008
8 mg/kg i.p. 200% David et al., 2003 ;
Paroxétine 4 mg/kg 1.p. 180% Guilloux et al., 2006
1, 5 mg/kg i.p. 300% Malagié et al., 2001
Tableau 11 : Augmentation des [5-HT]ex: dans le cortex frontal aprés
administration aigue d’ISRS chez le Rongeur.
Inhibition de la
Espéce ISRS ED50 décharge de 5-HT Références
neuronale
Escitalopram | 58 pg/kg i.v. 100%
El Masari et al., 2005
Citalopram | 254 ug/kg i.v. 100%
Rat Fluoxétine | 5000 ug/kg i.v. 100% Miguelez et al., 2009
Paroxétine 240 pg/kg i.v 100%
Di Mascio et al., 1998
Sertraline 180 pg/kg i.v 100%
Souris
WT Fluoxétine | 2-16 mg/kg i.v. 100% Amargos-Bosh et al., 2004

Tableau 12 : Inhibition de la décharge électrique des neurones 5-HT du noyau du

raphé dorsal aprés administration aigue d’ISRS chez le Rongeur. EDs : Dose permettant

d’obtenir 50%

de ’effet maximal
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2) Administration chronique

En microdialyse intracérébrale, aprés traitement chronique avec un ISRS une
désensibilisation des autorécepteurs 5-HT14 a été observée (Kobayashi et al., 2008 ; Rossi et
al., 2008 ; Popa et al., 2010). Elle se traduit notamment par une absence d’effets d’un
antagoniste sélectif, le WAY-100635 qui ne potentialise plus les effets d’une dose test ou
challenge soit d’ISRS (Hervas et al., 2001; Dawson et al., 2002) soit d’un agoniste sélectif, le
8-OH-DPAT, ce dernier inhibant la libération de 5-HT dans différentes régions terminales
sérotoninergiques (Invernizzi et al., 1994; Dawson et al., 2002; Newman et al., 2004). Bien
que ce mécanisme soit aujourd’hui complétement admis, certains auteurs n’ont pas observé de
désensibilisation des autorécepteurs somatodendritiques 5-HT1a chez le Rat (Arborelius et al.,
1996 ; Hjorth and Auerbach, 1999). Il est possible que de tels résultats négatifs puissent
s’expliquer par la dose ou la durée du traitement chronique utilisée, ou par des différences de
conditions expérimentales (rat anesthésié ou éveillé lors du « challenge » ; canulé ou pas).
Néanmoins, il semble clairement établi que la désensibilisation des autorécepteurs 5-HT1a
constitue une mécanisme majeur dans la manifestation des effets thérapeutiques des ISRS
suite a leur administration chronique. En accord avec cette hypothese, une étude récente
réalisée par le groupe du Pr Artigas montre que I’inactivation spécifique des autorécepteurs 5-
HT1a situés dans le NDR a I’aide de micro ARNs administrés par voie i.c.v. (intra-cerebro-
ventriculaire), renforce les effets neurochimiques et comportementaux des ISRS chez la
Souris (Bortolozzi et al., 2011). Cette stratégie innovante offre de nouvelles perspectives

thérapeutiques dans le but de raccourcir, par exemple, le délai d’action des ISRS.

Par ailleurs, suite a un traitement chronique avec un ISRS, le couplage des
autorécepteurs 5-HT 14 & leur protéine G — mesuré par la liaison du GTP-y[S*], est fortement
atténue dans le NRD (Hensler, 2002 ; Shen et al., 2002). Ces résultats suggerent une
diminution de la capacité des récepteurs 5-HT14 a activer leurs protéines G et confirment la
désensibilisation fonctionnelle de ces récepteurs lors d’un traitement antidépresseur

chronique.
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Les ¢études électrophysiologiques portant sur les effets d’un traitement chronique avec
un ISRS montrent un retour progressif de I'activité électrique basale de neurones
sérotoninergique dans le NRD au cours du traitement chez le Rat (Blier et de Montigny,
1994 ; Haddjeri et al., 1998 ; EI Mansari et al., 2005) ou chez la Souris (Guiard et al., 2011 ;
voir figure 10). Ce retour traduit une désensibilisation des autorécepteurs 5-HT1a (Blier et de
Montigny, 1983; Chaput et al, 1986; Le Poul et al, 1995) en rapport avec I’importante
augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT dans le NRD consécutive au
blocage du SERT dans cette région par les ISRS (Bel et Artigas, 1992; Hjorth et al., 1995;
Guilloux et al., 2006).

Les études se focalisant sur les effets d’un traitement chronique avec un ISRS sur
’activité des autorécepteurs terminaux 5-HT1g ont abouti a des conclusions contradictoires. Si
certaines d’entre elles relévent des modifications de ’activité inhibitrice des autorécepteurs 5-
HTig chez le Rat (El Mansari et Blier, 1996 ; Sayer et al., 1999; Newman et al., 2004),
d’autres n’ont pas réussi a identifier de telles altérations fonctionnelles chez le Rat (Auerbach
et Hjorth, 1995 ; Bosker et al., 1995; Cremers et al., 2000) ou chez la Souris (Gardier et al.,
2003). Par exemple, les effets inhibiteurs ou excitateurs respectivement d’une dose challenge
d’un agoniste ou d’un antagoniste des récepteurs 5-HTig persistent chez des rats traitées
pendant 2 ou 3 semaines avec le citalopram ou la fluvoxamine (Bosker et al., 1995; Gundlah
et al.,, 1997), suggérant ainsi une absence de désensibilisation de ces autorécepteurs
terminaux. Il est probable que des différences de conditions expérimentales expliquent ces

divergences.
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Figure 10 : Mécanisme d’action pré-synaptique des ISRS
(D’aprés Guiard et al., 2011)
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3) L’exemple particulier du Escitalopram

Nom chimique : (S) - 1 - [3-(diméthylamino)propyl] - 1 - (4’-fluorophényl) - 1,3 -
dihydroisobenzofuran - 5 - carbonitrile.

Figure 11 : Les énantiomeres S et R du citalopram (D’aprés Sanchez et al., 2003).

a) Propriétés pharmacologiques pré-cliniques du escitalopram

Sélectivité sérotoninergique du escitalopram?

Le escitalopram (S-(+)-citalopram) est 1’énantiomére actif du mélange racémique : le
citalopram (Figure 11). Différentes études réveélent que le escitalopram entraine une
inhibition de la recapture de la 5-HT avec une grande sélectivité (Hyttel et al., 1992 ; Hyttel,
1994, Sanchez et al., 2004 ; Mnie-Filali et al., 2007). Par ce mécanisme, le escitalopram
bloque la capture de la 5-HT avec une valeur d’ICsq de 2,1 nM comparée a 280 nM pour le R-
énantiomere et 3,9 nM pour le citalopram dans des synaptosomes du cerveau du rat in vitro
(Montgomery et al., 2001). En présence de citalopram, le site d’action pharmacologique, ou
site principal, responsable de I’inhibition du transporteur, est occupé par 1’énantiomere S. Une
hypothése originale suggere que le R-citalopram se fixe quant a lui sur un site allostérique de
SERT, ce qui a pour effet de limiter I’inhibition du transporteur alors de la fixation du
escitalopram sur le site principal, et donc de limiter les effets du escitalopram quand on
administre le mélange racémique. Cette limitation n’existe pas en présence de escitalopram
seul (Sanchez et al., 2004 ; Zhong et al., 2011, figure 12).
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Figure 12 : Modélisation du transporteur SERT humain, protéine transmembranaire

avec les deux sites de reconnaissance des IRSS (D’aprés Zhong et al., 2011).

Les études in vitro révélent que le escitalopram présente une meilleure affinité que le
citalopram vis & vis du SERT. En fait, Owens et al. (2001) ont étudié I’inhibition des
transporteurs humains de la 5-HT, de la NA et de la DA par le escitalopram en utilisant des
préparations de membranes de cellules exprimant de facon stable ces différents transporteurs.
Les affinités de liaison (valeurs K;, nM) des différents ISRS vis a vis du SERT, du NAT et du
DAT ainsi que les ratios de sélectivité d’inhibition « NA/5-HT » et « DA/5-HT » sont
présentés dans la figure 13. Le escitalopram se caractérise par une forte affinité pour le
transporteur de la 5-HT et une faible affinité pour les transporteurs de la NA et de la DA, ainsi
que par un ratio de sélectivité élevé d’inhibition de NA/5-HT et de DA/5-HT. Des études
antérieures utilisant des synaptosomes de cerveau de rat ont demontré un ratio de sélectivite
du méme ordre de grandeur (Hyttel et al., 1992). Par ailleurs, le escitalopram (y compris son
meétabolite, déméthyl-escitalopram) n’a pas d’activité significative sur 140 récepteurs testés

tels que GABAA, GABAB, 5-HT1a118 ; 5-HT2a28/2¢ ; €tc... (Sanchez et al., 2002).
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Figure 13 : Sélectivité des ISRS pour les sites de liaison des transporteurs de
la 5-HT versus NA et DA. Données issues de préparations membranaires de cellules
HEK-293 exprimant les transporteurs monoaminergiques humains
(D’apreés Sanchez et al., 2002).

Les études de microdialyse in vivo chez des rats ont montré que par rapport au
citalopram, le escitalopram entrainait une augmentation plus importante de la concentration
extracellulaire de la 5-HT dans le cortex frontal (Mork et al., 2003 ; Ceglia et al., 2004). Le R-
citalopram n’a pas d’effet sur ces concentrations tandis qu’il module les propriétés inhibitrices
du escitalopram sur la recapture de la 5-HT (Mark et al. 2003 ; Mnie-Filali et al., 2007, Zhong
etal., 2011).

Il est cependant intéressant de noter que différentes études de microdialyse révélent
que les ISRS dont le citalopram, sont également capables d’augmenter les concentrations
extracellulaires de NA dans le cortex frontal ou le locus coeruleus (LC) chez la souris ou chez
le rat (Millan et al., 2001 ; David et al., 2003 ; Ortega et al., 2010) (Tableau 13) suggérant
que la sélectivité des ces composés déterminée in vitro ne refléte pas forcément leurs
propriétés pharmacologiques in vivo. Une partie de ce travail de thése a eu pour objectif
de vérifier si de tels effets neurochimiques sont également observés avec le escitalopram
et de déterminer le mécanisme cellulaire pouvant expliquer une éventuelle perte de

sélectivité in vivo.
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. . . Dose/voie Augmentation maximale (AUC%) des Méthode o
IRSS Espece Reégion Traitement , . . . . Référence
d’administration [5-HT]exe [NALoxt [DA]ox (microdialyse)
. . Cortex . A:+1.6; L:1.3; V:-1.6.
Escitalopram | Souris males unique 4-8 mg/kg A max 300% A 150 % MN103% . Nguyen et al., 2011
frontal LCR : 1,5 ul /15 min
) Rats Sprague- locus ) ] A:+3.2;L:3.0;V:-4.0
Citalopram A unique 10 mg/kg i.p. A 150% . Ortega et al., 2010
Dawley males | coeruleus LCR : 1 pul /20 min
. ) A 140-380%
Citalopram 2-8 mg/kg i.p.
Rats Sprague- Cortex ] (max: 4mg/kg) A+3.2;L:3.0;V:-4.0
A unique . Mork et al., 2003
) Dawley males frontal ) A 200-450% LCR: 1 pl /20 min
Escitalopram 1, 3.9, 7.8 mg/kg i.p.
(max: 3,9mg/kg)
. Souris Swiss Cortex . . A+2.0; L:1.2; V:-1.6. .
Citalopram R unique 1, 4,8 mg/kg i.p. A max: 240% A 140% . David et al., 2003
males frontal LCR: 1,5 ul /15 min
) . Cortex ] ] A+2.6; L:+1.2; V:-3.6 ]
Citalopram Rats méles . unique 5 mg/kg i.p. A max: 480% & 102% & 104% . Weikop et al., 2007
préfrontal LCR : 1 pl /20 min
. . A:22;1L:06;V:-4.0
Citalopram Rats méles  (Cortex frontal unique 10-40 mg/kg s.c. A max: 380% A 200 % AN 150% . Millan et al., 2001
LCR: 1,0 pl /20 min
" R Cortex . A+2.6; L:+1.2; V:-3.6
Fluoxétine Rats méales ) unique 8 mg/kg A max 300% A 140 % MN200% . Jordan et al., 1994
préfrontal LCR : 1 pl /20 min
. . Cortex Perfusion A:35;L:15;V:-5.0 Hughes and Stanford,
Fluoxétine Rats males ) 5uM A 180 % .
préfrontal locale LCR: 1,0 pl /20 min 1996; 1998
. . A:3.2;L:1.2;V:-6.0
Fluvoxamine Rats méles  [Cortex frontal unique 12 mg/kg i.p. A 140% ) Shachar et al., 1997
LCR: 2,0 ul /20 min
] . . . A:3.2;L:0.8;V:-5.0
Fluoxétine Rats males  |Cortex frontal unique 10-20 mg/kg i.p. A max : 350% A 250 % M 300% . Koch et al., 2002
LCR: 1,0 pl /20 min
Souris Swiss . . A:+2.0; L:1.2; V:-1.6.
Paroxétine Cortex frontal unique 1, 4,8 mg/kg i.p. A max <200% A150 % . David et al., 2003
males LCR : 1,5 ul /15 min

Tableau 13 : Effets de I’administration d’ISRS sur les trois monoamines déterminés par la technique de microdialyse intracérébrale in

vivo chez les Rongeurs éveillés. (Les cases grisées représentent les études non réalisées a ce jour).
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Des études électrophysiologigues in vivo du escitalopram

Les études d’électrophysiologie menées chez le Rat ou la Souris montrent que
I’administration d’une dose unique de escitalopram provoque une forte diminution de la décharge
électrique des neurones serotoninergiques dans le NRD (ElI Mansari et al., 2005 ; Guiard et al.,
2011). Cette diminution peut étre expliquée par une plus grande activation des autorécepteurs 5-
HT1a (Blier et de Montigny, 1983; Blier et al., 1984; Chaput et al., 1986; Le Poul et al., 1995) en
raison de l'augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT dans le NRD (Bel et
Artigas, 1992; Hjorth et al, 1995; Romero et al, 1996). Un retour a une fréquence basale normale
a eté observé lorsque le traitement se prolonge avec un délai d’action plus court que celui observé
avec les autres ISRS (Chaput et al, 1986; Blier et de Montigny, 1994 ; ElI Mansari et al., 2005 ;
Guiard et al., 2011) (Tableau 14). Les effets chroniques du escitalopram se traduisent par une
augmentation de 1’activation tonique des récepteurs 5-HT1a post-synaptiques situés notamment
dans I’hippocampe ventral (EI Mansari et al., 2005 ; Guiard et al., 2011) et dont le r6le dans le
comportement antidépresseur/anxiolytique a été fortement suggéré chez la souris (Santarelli et
al., 2003).

Inhibition de la décharge de 5-HT neuronale
ISRS Espéce | Dose du escitalopram et du citalopram Références
Ojour | 2jours | 7jours | 14jours | 21 jours
. . 10 mg/ .
Escitalopram | Souris kg s.c 2% 70% 50% 40% 10% Guiard et al., 2011
. 10 mg/
Escitalopram Rat M9 1009 61% 11% © )
kg s.c. El Mansari et al.,
: 20 mg/ 2005
Citalopram | Rat 91 100% 70% | 58% o
kg s.c.
. 10 mg/ 0 Ghanbari et al.,
Escitalopram Rat kg s.c. 70% < 2010
i 10 mg/ Chernoloz et al.,
Escitalopram Rat kg s.c. < 2009
. 20 mg/
Citalopram Rat kg rlns 70% 40% o Chaput et al., 1986

Tableau 14 : Inhibition de la décharge électrique des neurones 5-HT du NRD aprés
administration chronique de citalopram ou escitalopram chez le rat ou la souris.

«» > un retour a I'activité normale de la décharge neuronale sérotoninergique
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Modéles animaux de dépression et d’anxiété du escitalopram

Le escitalopram s’est révélé efficace dans une série de tests prédictifs de 1’activité
antidépressive d’une molécule. Dans le test de la nage forcée chez la Souris ou le Rat, le
escitalopram s’est révélé plus efficace que d’autres ISRS, tandis que le R-énantiomeére est resté
inactif (Reed et al., 2008 ; Bourin et al., 2009). Dans un modéle de dépression, dans lequel des
rats ont été exposes a un stress chronique léger, le escitalopram a également montré une activité
de type antidépressive avec une rapidité d’action plus marquée que les autres ISRS (Hasson et al.,
2011).

b) Propriétés pharmacologiques cliniques du escitalopram

Pharmacodynamique :

Inhibition de la recapture

Chez I’homme, I’effet inhibiteur de le escitalopram sur la recapture de la 5-HT est bien
établie (Sanchez et al., 2004). Ceci a été démontrée en utilisant des mesures de tomographie a
émission de photon (TEP) au niveau de sites de capture de la sérotonine, notamment chez des
volontaires sains qui présentent un blocage significatif des sites de recapture a des doses

cliniquement actives du citalopram racémique (Pirker et al., 1995).

Pharmacocinétigue chez ’Homme:

Escitalopram versus citalopram

La dose de escitalopram administrée sous forme de comprimés de 20 mg est virtuellement
identique a celle du citalopram & 40 mg. Comme dans les études menées chez 1’animal, il n’y a
aucune différence chez I’'Homme dans la pharmacocinétique du escitalopram comparé au
citalopram. Il n’y a pas non plus d’indication d’une conversion du S-énantiomere en R-
énantiomére in vivo apres administration de S-énantiomeére. Ainsi, ’organisme est exposé aux
mémes concentrations de escitalopram, qu’il soit administré sous forme d‘énantiomére simple ou

du melange racémique.
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Absorption et biodisponibilité

Le escitalopram est rapidement absorbé au niveau intestinal, avec des concentrations
plasmatiques maximales obtenues environ 3 a 4 heures aprés son administration orale (Van Gorp
et al., 2001). Le profil pharmacocinétique du escitalopram est linéaire. Conformément aux
attentes, la biodisponibilité absolue du escitalopram correspond a celle du citalopram (environ
80%), avec un effet de premier passage intestinal et hépatique limité (Joffe et al., 1998).

L’absorption du escitalopram n’est pas influencée par la prise alimentaire.

Distribution

Le volume de distribution du escitalopram est de 12-26 I/kg, ce qui suggére une
distribution tissulaire extensive. La liaison du escitalopram et de ses principaux métabolites aux

protéines plasmatiques est de 50 - 80% (Joffe et al., 1998).

Métabolisme

Le escitalopram est métabolisé par le cytochrome P450 (CYP) en déméthylescitalopram et
ensuite en un métabolite didéméthylé a peine décelable. En se fondant sur les résultats obtenus
avec le citalopram, le dérivé d‘acide propionique est un autre métabolite pharmacologiquement
inactif, susceptible d’étre formé par des monoamines oxydases. De plus, un métabolite N-oxyde
et des glucuronides ont été identifiés (Joffe et al., 1998). Ils sont tous inactifs sur le plan
thérapeutique. Le métabolisme du escitalopram en déméthylescitalopram passe par trois
isoenzymes CYP: CYP2C19, CYP2D6 et CYP3A4, mais seul le CYP2D6 entraine une
déméthylation supplémentaire (Von Moltke et al., 2001). Ces données indiquent que les
variations genétiqgues du CYP2D6 ou CYP2C19, qui peuvent étre I’expression d’un
polymorphisme génétique, n’ont vraisemblablement pas d’effet majeur sur la pharmacocinétique

du escitalopram (Von Moltke et al., 2001).

Elimination, clairance et demi-vie

L’excrétion rénale représente la principale voie d’élimination du escitalopram et de ses
métabolites, compte tenu d’un faible pourcentage d’élimination par le transit colique (Van Gorp

et al., 2001). La demi-vie d’élimination du escitalopram est d‘environ 30 heures chez I’Homme
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(Van Gorp et al., 2001) et la clairance plasmatique aprés administration orale est d’environ 0,6

I/min. Dans la fourchette de doses étudiée, la pharmacocinétique est linéaire.

Efficacité clinigue dans la dépression

Le escitalopram a été developpé comme successeur du citalopram. Grace a sa forte
sélectivité, son activité thérapeutique est supposee supérieure a celle des autres ISRS. Alors que
des travaux récents associaient la double action des antidépresseurs sur les systémes
sérotoninergique et noradrénergique du SNC a une meilleure efficacité (Van Gorp et al., 2001),
les études de Gorman et collaborateurs (2002), ont montré que le escitalopram présentait une
meilleure efficacité et une amélioration plus rapide des symptomes dépréssifs que le citalopram,
tout en ayant une tolérance aussi bonne (Gorman et al.,, 2002). L’efficacité clinique du
escitalopram a essentiellement été étudiée dans le traitement de maladies dépressives. L’efficacité
clinique de 1’administration quotidienne de 10 mg de escitalopram a été clairement démontrée

tant chez les spécialistes (psychiatres) qu’en soins primaires (Burke et al., 2002).

Efficacité clinigue dans les troubles anxieux

L’efficacité des ISRS dans le traitement de divers troubles anxieux, dont les troubles
paniques, les troubles anxieux généralisés, les troubles obsessionnels compulsifs et les phobies
sociales (Isaac, 1999) est bien documentée. Les ISRS sont par conséquent de plus en plus
prescrits comme traitement de premier choix des troubles anxieux (Joubert et Stein, 1999). Les
résultats du programme de développement clinique du escitalopram utilisé dans le traitement des
dépressions montrent également des résultats trés prometteurs pour le traitement des troubles
anxieux. En effet, en comparaison au placebo, les symptémes anxieux ont été significativement
améliorés (critére secondaire de I’efficacité) par la prise de escitalopram pendant 6 semaines
(Gorman et al., 2002). Concernant le citalopram, la bonne tolérance et I’efficacité du produit sur
le contrdle des symptdmes de I’anxiété ont pu étre démontrées pour une série de troubles chez des
patients différents (Joubert et Stein, 1999). Une méta-analyse réalisée a partir d’études en double
aveugle aupres d’environ 2000 patients, a mis en évidence une amélioration significative des
symptdmes anxieux concomitants chez les patients dépressifs traités par citalopram (Joubert et
Stein, 1999).
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3.4. Stratégies d’augmentation des effets en clinique

Malgré les avancees réalisées dans le développement des antidépresseurs, il reste encore
de nombreux points non resolus pour améliorer les traitements actuels (tableau 15). Les plus
handicapants sont le long délai d’action et le nombre de patients résistants (environ 30% ne
répondent pas au premier traitement). Dans cette partie, nous aborderons les principales stratégies
de potentialisation utilisées en clinique afin de pallier & ’'une ou ’autre de ces limites des

antidépresseurs, notamment des ISRS.

N Amélioration clinique nécessaire pour le développement de nouvelles
Priorite ) .
thérapeutiques
+++ (¥) Diminution du délai d’action
+++ (1) Meilleure efficacité chez les patients résistants
++ (¥) Diminution des effets indésirables (dysfonction sexuelle, nausées précoces)
+ Prise de Poids
+ Régulation du cycle veille/sommeil

Tableau 15 : Améliorations cliniques nécessaires pour le développement de nouvelles

thérapeutiques

1) ISRS et antagoniste des récepteurs 5-HT;4 (Pindolol)

En raison de rétrocontrole négatif exercé par les autorécepteurs 5-HT;a sur Iactivité du
systeme sérotoniniergique central, ces derniers constituent une cible privilégiée dans le cadre de
stratégies de potentialisation. En 1993, 1’équipe du Pr Francesc Artigas (CSIC, Madrid, Espagne)
a été la premiere a proposer, suite a des études chez 1’animal, que les antagonistes des récepteurs
5-HT1a (i.e. sélectif, le WAY 100635) et le (+)Pindolol, un antagoniste non sélectif des
récepteurs 5-HTya puisqu’il est aussi antagoniste des récepteurs B132-adrénergiques, pourraient
potentialiser les effets des ISRS chez I’Homme en prévenant ce rétrocontrole négatif (Artigas et
al., 1994 ; Pérez et al., 1997). Deux études cliniques ouvertes comparant les effets d’une co-
administration d’un ISRS (paroxétine) et d’un antagoniste des récepteurs 5-HT;a (pindolol)

versus un ISRS (paroxétine) seul, ont été réalisées chez des patients déprimés afin d’observer les
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effets éventuellement bénéfiques de ’association (Artigas et al., 1994 ; Blier et Bergeron, 1995 ;
Artigas et al., 1996). Une de ces études fut trés encourageante, car plus de 50% des patients non
traités et des patients résistants au traitement présentait une rémission de leur état dépressif. Il
faut noter que dans une étude publier par les Professeurs Blier et Bergeron (1995), une
amélioration du score HDRS de plus de 50% chez 17 des 28 patients traités a egalement été
observée. En revanche, le pindolol ne potentialise pas I’action des antidépresseurs non

sérotoninergique comme la désipramine (Blier et al., 1997).

La majorité des études ont comparé les effets d’une co-administration (ISRS/Pindolol)
versus (ISRS/Placebo). Sur le critére du délai d’action des ISRS, 13 études sur 16 ont montré a ce
jour, que le pindolol diminue le délai d’action des ISRS, légitimant ainsi la co-prescription d’un
tel traitement en premiére intention chez le patient déprimé. Ces résultats ont été confirmés par
les méta-analyses de Ballesteros et Callado (2004) et Portella et al. (2011) qui indiquent que cette
bithérapie est efficace, principalement lors des 2 premiéres semaines de traitement (Tableau 16).
Ce sont des résultats tout a fait intéressants, sachant qu’actuellement, 50% des essais cliniques
contrdlés n’arrivent pas a séparer I’activité antidépressive d’une molécule comparée a celle dun
placebo. Sur le critere « efficacité de la co-administration », 15 études sur 18 ont montré un

bénéfice de cette co-administration.

Quelques ¢études cliniques menées par le groupe d’Artigas ont permis de préciser les
conditions permettant d’observer un bénéfice de 1’association (ISRS/pindolol). On note ainsi
que :

- I’étude « en double aveugle » de Zanardi et al. (1997) portant sur 63 patients non traités
au préalable avec un antidépresseur a montré une accélération des bénéfices de la paroxétine
(réduction du score sur 1’échelle d’Hamilton) lorsqu’on 1’associe au pindolol pendant toute la
durée du traitement (4 semaines) et que I’on compare a un groupe traité avec de la paroxétine
seule, ou bien a un groupe traité avec paroxétine (4 semaines) et pindolol (1 semaine seulement).
Un autre B-bloquants, le métoprolol n’apporte pas de bénéfices car il n’a pas de propriété
antagoniste du récepteur 5-HTa, La sélectivité d’action du pindolol vis-a-vis du récepteur 5-
HT4, est possible grace a la faible dose administrée dans ces études, soit 7,5 mg/jour. En effet,
une ¢tude d’autoradiographie réalisée chez quatre espéces différentes (rat, cobaye, singe et
homme) a montré que le (-)pindolol déplace le [*H]-WAY 100635 de sa liaison au récepteur 5-
HTia & 10°M dans toutes les régions cérébrales étudiées (Raurich et al., 1999). De plus,

I’affinité du (-)pindolol pour le récepteur 5-HT;o humain est inférieure a sa concentration
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plasmatique mesurée chez des patients déprimés traites avec I’association (fluoxétine/pindolol). Il
semble cependant que le (-)pindolol puisse déplacer des ligands du récepteur 5-HTa aussi bien

dans les noyaux du raphé (autorécepteurs) que dans 1’hippocampe (récepteurs post synaptiques).

- L’étude de Perez et al., 1997 dans le Lancet montre qu’un plus grand nombre de patients
déprimés répondent a un traitement associant (fluoxetine/pindolol) plutét qu’a 1’association
(fluoxétine/placebo). De plus, le nombre de jour pour atteindre cette réponse positive a la co-
administration (fluoxetine/pindolol) est plus faible. L’efficacité de I’'un ISRS semble donc étre

ameliorée par son association avec le pindolol.

- L’étude «en double aveugle » de Zanardi et al. (2001a) qui portait sur 155 patients a
observé que le pindolol potentialise 1’action de la fluvoxamine spécifiquement chez les patients
homozygotes présentant la forme «s» du transporteur de la sérotonine. Par contre, chez les
patients présentant un polymorphisme C(-1019)G du récepteur 5-HT14, la réponse antidépressive
observée apres la co-administration de paroxétine et de pindolol n’est pas améliorée (Lemonde et
al., 2004).
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Type de patients Objectifs de Durée de Dose de e aa e L -
ISRS (Nombre de patients) I’étude Iétude pindolol Délai d"action Efficacite Reference
Sans traitement e . . . . Artigas et al., 1994 ;
N=63 d délai d’action | 4 semaines 7,5 mg/jour Pindolol>Placebo | Pindolol>Placebo Zanardi et al., 1997
Sanslzlrilggment  délai d’action | 6 semaines 7,5 mg/jour | Pindolol>Placebo | Pindolol=Placebo Tome et al., 1997
Paroxétine ;
. e e Blier et Bergeron,
Sans triutement v delal.d ac_u,on 6 semaines 7,5 mg/jour Pindolol>Placebo | Pindolol>Placebo 1995 ; Tome et al.,
N=80 T Efficacité
1997
Patlentls\lieslstants T Efficacité 4 semaines 7,5 mg/jour Pindolol=Placebo | Pindolol>Placebo | Sokolski et al., 2004
Sans traitement
N=111 1 délai d’action Geretsegger etal,
. — . 4 semaines 7,5 mg/jour Pindolol>Placebo | Pindolol>Placebo | 2008 ; Portella et al.,
Patients résistants T Efficacité
N=8 2011
Fluoxétine - - o -
Patients résistants v delal.d ac_tlf)n 5 semaines 7,5 mg/jour Pindolol=Placebo | Pindolol>Placebo Maes et al., 1999
N=31 T Efficacité
Sans traitement d délai d’action . . . . Berman et al., 1997 ;
6 semaines | 7,5-10mg/jour | Pindolol=Placebo | Pindolol=Placebo ' ’
N=27 1 Efficacité gl 1999
. e g Blier et al., 1997 ;
Fluvoxamine Sans triutement v delal_d ac_tl,o " | 4 semaines 7,5 mg/jour Pindolol>Placebo | Pindolol>Placebo | Zanardi et al., 1998 ;
N=10 1 Efficacité
2001a
. - e g Plenge et Mellerup,
Citalopram Patients ngnreswtants v delal_d ac_tl,on 4 semaines 7,5 mg/jour Pindolol>Placebo | Pindolol>Placebo | 2003 ; Portella et al.,
N=78 T Efficacité 2011
Antidépresseur Patients résistants 2 Efficacité 3 semaines 7.5 mafjour Pindolol=Placebo Moreno et al., 1997 ;

libre

N=31

Perry et al., 2004

Tableau 16 : Récapitulatif des essais cliniques évaluant les effets de la co-administration ISRS / pindolol versus ISRS seul
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Les premieres études précliniques portant sur les effets de la co-administration
ISRS/pindolol se sont intéressées a I’aspect neurochimique. Ainsi, différents travaux de
microdialyse intracérébrale ont eu pour but de montrer la capacité du pindolol a potentialiser les
effets des ISRS sur les concentrations extracellulaires de 5-HT ([5-HT]ex) dans des régions
cérébrales riches en terminaisons neuronales sérotoninergiques. Des travaux antérieurs du
laboratoire ont permis de montrer que le Pindolol administré seul n’a pas d’effets sur les [5-
HT]ex: dans le cortex frontal chez la Souris (Guilloux et al., 2006). Néanmoins, 1’augmentation
des [5-HT]ex: induite par la paroxétine est potentialisée par le pindolol dans le cortex frontal
(CFx), mais également, et plus fortement, dans le noyau du raphé dorsal (NRD) (tableau 17).

La majorit¢ des études électrophysiologiques portant sur les effets d’une co-
administration de ISRS/pindolol sur I’activité électrique des neurones sérotoninergiques centraux
montre chez le rat anesthésié que le pindolol bloque I’inhibition de I’activité électrique des
neurones du NRD induite par I’ISRS (Tableau 18). A notre connaissance, seules les études de
Sprouse et al. (2000) et de Rasmussen et al. (2004) n’ont pas révélé un tel effet, notamment avec

la fluoxétine.

Les études comportementales ayant mesuré les effets de la co-administration d’un
antagoniste des récepteurs 5-HT1a avec un ISRS ont principalement utilisé le test de la nage
forcée (Forced Swimming Test ou FST) pour apprécier le bénéfice de 1’association ISRS/pindolol
sur I’activité de type antidépressive de I’ISRS (Tableau 19). La plupart de ces études montrent
une absence d’effets du pindolol ou du WAY -100635 administré seul (Bourin et al., 1998 ; Einat
et al., 2001 ; Guilloux et al., 2006) tandis que la co-administration ISRS/antagoniste du récepteur
5-HT;a ne renforce pas I’effet de I’'ISRS seul. Ceci suggere un réle majeur du récepteur 5-HTa
post-synaptique (plutét que du récepteur 5-HT;a pré-synaptique) dans la manifestations des effets
thérapeutiques des ISRS chez I’animal (Guilloux et al., 2006). Les souris KO pour le récepteur 5-

HT1a ont de ce point de vue apporté des renseignements précieux.
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o Dose ; voie Antagoniste Dose ; voie o o
ISRS Région . . . . Potentialisation Référence
d’administration 5-HT A d’administration
100 uM
NRD 4 mg/kg 1P, ()Pindolol ey 2 150%
intra-raphé Guilloux et al., 2006 *
Hip 4 mg/kg i.p. (x)Pindolol 10 mg/kg s.c. 2 150%
Paroxétine 0,8 mg/kg i.v. (x)Pindolol 4 mg/kg s.c. Pas d’effets Gartside et al., 1999 **
CFx 4 mg/kg i.p. (x)Pindolol 10 mg/kg s.c. 2 160% Guilloux et al., 2006 *
100 uM
4 mg/kg i.p. (x)Pindolol ) H ) 2 160% Guilloux et al., 2006 *
intra-raphé
10 mg/kg s.c. (-)Pindolol 10 mg/kg s.c. 2 200% Gobert et Millan, 1999 **
CFx
Fluoxétine 20 mg/Kkg s.c. (x)Pindolol 10 et 15 mg/kg s.c. 2 200% Dawson and Nguyen, 2000 **
Hipothalamus 10 mg/kg i.p. (-)Pindolol 1,3 et 5 mg/kg s.c. 2 180% Dreshfield et al., 1996 **
CFx
Fluvoxamine Hip 60 mg/kg i.p. (x)Pindolol 8 mg/kg i.p. 7 Nakada, 2000 **
NRD
Hip 5 mg/kg s.c. 8 mg/kg s.c. 2 200% Hjorth, 1996 **
Citalopram (-)Pindolol
Striatum 1 mg/kg i.p. 15 mg/kg i.p. 2 300% Romero et al., 1996 **

Tableau 17 : Potentialisation des effets des ISRS par le pindolol : principales études neurochimiques

* études chez la Souris ; ** études chez le Rat
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- Dose ; voie Antagoniste Dose ; voie Effets sur la décharge des i
ISRS Région . . . . . . Référence
d’administration 5-HT A d’administration neurones
) . Reverse inhibition induite .
0,2 mg/kg i.v. (-)Tertatolol 0,8 mg/kg i.v. . Gartside et al., 1999 *
par la paroxétine
] ) ) Reverse inhibition induite
Paroxétine NRD 0,5 mg/kg i.v. WAY-100635 0,1 mg/kg i.v. » Bermack et al., 2004 *
par la paroxétine
10 mg/kg/jour pendant 2 ] 15 mg/kg/jour Reverse inhibition induite
) (-)Pindolol ) . Romeron et al., 1996 *
jours pendant 2 jours par la paroxétine
] ] ) Pas d’effet sur I’inhibition
10 mg/kg i.p. (x)Pindolol 5-20 mg/kg i.v. o . Sprouse et al., 2000 *
induite par la fluoxétine
) ) ] ) Pas d’effet sur I’inhibition
Fluoxétine NRD 1 mg/kg i.p. (x)Pindolol 0,3-3 mg/kg i.v. o . Rasmussen et al., 2004 *
induite par la fluoxétine
) ) Reverse inhibition induite
5 mg/kg i.p. WAY-100635 0,1 mg/kg i.v. . Fornal et al., 1999 ** (#)
par la fluoxetine
) ) ) ) Reverse inhibition induite )
Citalopram NRD 0,3 mg/kg i.v. (-)Pindolol 3 mg/kg i.v. Arborelius et al., 2000 *

par le citalopram

Tableau 18 : Effets des antagonistes des récepteurs 5-HT14 en co-administration avec des ISRS sur P’activité électrique des neurones

sérotoninergique chez le Rat anesthésié.

78

* gtudes in vivo chez le Rat anesthésié ; ** études in Vivo chez [’animal éveillé chez le Rat (sauf # chez le Chat)




Dose ; voie Antagoniste Dose ; voie
ISRS e e Effets Réference
d’administration 5-HTa d’administration
20 mg/kg i.p. 0,1 et 1 mg/kg s.c. Tatarczynska et al., 2002 *
WAY-100635 Prx+Way=Prx
4 mg/kg i.p. 1 mg/kg s.c. Guilloux et al., 2006 **
Paroxétine
20 mg/kg i.p. 4 et 8 mg/kg s.c. Prx+Pin=Prx Tatarczynska et al., 2002 *
(x)Pindolol
4 mg/kg i.p. 10 mg/kg s.c. Pin bloque effets Prx Guilloux et al., 2006 **
30 mg/kg i.p. 1 mg/kg i.p. Way bloque effets FIx De Vryetal., 2004 *
Fluoxétine WAY-100635
10 et 40 mg/kg i.p. 0,1 mg/kg s.c. Way bloque effets FIx Moser et Sanger, 1999 *
Fluvoxamine 8 mg/kg i.p. (x)Pindolol 32 mg/kg i.p. Flvx + Pin > Flvx Redrobe et al., 1996 **
20 mg/kg i.p. WAY-100635 0,1 et 1 mg/kg i.p. Cit+Way=Cit Tatarczynska et al., 2002 *
Citalopram
16 mg/kg i.p. (x)Pindolol 32 mg/kg i.p. Cit + Pin > Cit Redrobe et al., 1996 **

Tableau 19 : Potentialisation des effets des ISRS par le pindolol : rappel des études comportementales dans le test de la nage forcée.
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2) ISRS et antipsychotiques

Les antipsychotiques de 1% génération, tels que I'halopeéridol et la chlorpromazine, ont
une longue histoire dans le traitement de la dépression. Bien que tous les médicaments
antipsychotiques actuellement disponibles antagonisent les récepteurs dopaminergiques de type
D,, les antipsychotiques atypiques de 2tme géneration varient considérablement dans leur profil
pharmacologique (tableau 20). Ces variations pourraient avoir d'importantes consequences
cliniques, y compris des effets qui iraient au dela du traitement de 1’humeur. Par exemple,
différentes études soulignent I'intérét des antipsychotiques dans I’amélioration de certains
troubles cognitifs. C’est la cas des antipsychotiques de seconde génération qui présentent la

capacité d’antagoniser les récepteurs 5-HTa.

Antipsychotique Affinité de liaison pour les récepteurs monoaminergiques (in vitro) Références
D D D a a 5-HT 5-HT 5-HT 5-HT
1 2 4 1 2 1A 2A 2C 3
Haloperidol 25 1 25 46 | 360 | 7879 78 3085 >1000 Frankenburg et al.,
P 1999; Keefe et al., 1999
Risperidone 75 3 7 2 3 490 0.6 26 >1000 Keefe et al., 1999 ;
. Burstein et al., 2005 ;
Aripiprazole No 0.34 | 44 57 57 1.7 34 15 No
Vangveravong et al., 2011
Olanzapine 31 11 27 19 230 | >1000 4 11 57 Keefe et al., 1999 ;
Quetiapine 455 160 | No 7 87 2450 220 615 170 Keefe et al., 1999

Tableau 20 : Constantes d'affinité (K;, nM) des principaux antipsychotiques typiques et
atypiques

L'utilisation des antipsychotiques typiques de 1% génération a diminué en raison de leur
association avec un risque accru de développer des symptdmes extrapyramidaux (dystonie,
akathisie, dyskinésie tardive) lié au blocage des récepteurs D, dans le striatum (Nelson et al.,
2009), ainsi que le risque d’apparition de torsades de pointes a 1’origine de morts subites (Ray et
al., 2009). De plus en plus, les stratégies d'augmentation se développent en utilisant les
antipsychotiques atypiques, dont 1’affinité pour les récepteurs D, diminue au profit d’une affinité
élevée pour les récepteurs sérotoninergiques de type 5-HT,a. Pour une action efficace des
antipsychotiques, il a été rapporté que l'occupation des récepteurs D, devait atteindre environ
65%. Toutefois, I’apparition des effets indésirables décrits ci-dessus apparait pour une occupation
des récepteur D, de I’ordre de 80% (Seeman et al., 2002).
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Des études cliniques récentes indiquent que I’ajout d’un antipsychotique atypique a un
ISRS permet d’augmenter le taux de réponse de ce dernier (Ostroff et Nelson, 1999 ; Shelton et
Stahl, 2004 ; Thase et al., 2007 ; Garakani et al., 2008 ; Keitner et al., 2009). De plus,
I’amélioration des troubles dépressifs avec cette association est obtenue souvent plus rapidement
qu’avec I’ISRS seul (Celada et al., 2004 ; Tremblay et Blier, 2006 ; Bloch et al., 2006 ; Silver et
al.,, 2011) (Tableau 21). L’association la mieux étudiée est fluoxétine/olanzapine qui a
récemment obtenu une autorisation de mise sur le marché aux USA dans le traitement des

épisodes dépressifs majeurs ainsi que dans les troubles bipolaires de type I.

Des études précliniques portant sur les effets de la coadministration ISRS/antipsychotique
atypique ont porté sur I’aspect neurochimique, électrophysiologique et comportemental. Ainsi,
différents travaux de microdialyse intracérébrale ont permis de montrer la capacité d’un
antipsychotique atypique (e.g. risperidone, aripiprazle, olanzapine, quetiapine) a potentialiser les
effets des ISRS sur les concentrations extracellulaires de 5-HT, de NA et de DA dans différentes
régions cérébrales chez le Rat (Zhang et al., 2000; Bosch et al., 2005 ; Huang et al., 2006 ;
Adachi et al., 2008) (Tableau 21). La majorité des études électrophysiologiques chez le rat
anesthésié montre qu’un antipsychotique atypique prévient la diminution de I’activité électrique
des neurones 5-HT du NRD, NA du LC ou DA de ’ATV induite par I’administration aigu
d’ISRS (Seager et al., 2005 ; Dremencov et al., 2007 ; Chernoloz et al., 2009) (Tableau 21).
Toutefois, a notre connaissance, peu ou pas d’é¢tude se sont intéressées aux effets des
antipsychotiques sur D’activité électrique des neurones monoaminergiques aprés traitement
chronique par les ISRS. En ce qui concerne le systeme sérotoninergique par exemple, il est
possible qu’en cumulant le processus de désensibilisation des autorécepteurs 5-HT;a au blocage
des récepteurs 5-HT,a, Dactivité électrique des neurones 5-HT soit augmentée de maniére
significative alors qu’elle revient uniquement au niveau basal en présence de I’ISRS seul. De
plus, les études comportementales ayant mesuré les effets de la co-administration d’un
antipsychotique atypique avec un ISRS ont principalement utilisé le test de la nage forcée (Forced
Swimming Test ou FST) pour apprécier le bénéfice de 1’association ISRS/antipsychotique sur
I’activité de type antidépressive de I’'ISRS. La plupart de ces études montrent que la
coadministration ISRS/antipsychotique renforce les réponses comportementales de I’ISRS seul
(Bourin et al., 2009 ; Dhir et Kulkarni, 2008 ; Rogoz, 2010) (Tableau 21). Ces données
précliniques, en accord avec les observations cliniques, suggérent donc un r6le majeur des
récepteurs 5-HT,a et/ou 5-HT,c principales cibles des antipsychotiques atypiques dans la

manifestations des effets thérapeutiques des ISRS chez 1’animal (Trambley et Blier, 2006).
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Données précliniques

atypique/ISRS Electrophysiologie Microdialyse | Comportement s
I’humeur (4)
1) ) ©)
(S)Citalopram+Risperidone | T activité électrique 5- ©5-HT; T 1 Efficacité Dremencov et al., 2007 (1); Huang et al.,
vs (S)Citalopram HT; NA NA:; T DA 4 délai d’action 2006 (2) ; Rapaport et al., 2006 (4)
] o L ) . o Chernoloz et al., 2009 (1); Bourin et al.,
(S)Citalopram+Avripiprazole | T activité électrique 5- T Moblilité 1 Efficacité
) 2009 (3) ; Matthews et al., 2009 (4) ;
vs (S)Citalopram HT; NAet DA (FST) 4 délai d’action
Berman et al., 2009 (4).
25T A Zhang et al., 2000 (2) ; Adachi et al., 2008
Fluoxétine+Risperidone vs N ’ T Moblilité 1 Efficacité (2); Dhir et Kulkarni, 2008 (3) ; Rogéz Z.,
NA ;T DA in
Fluoxetine (FST) J délai d’action 2010 (3) ; Ostroff et Nelson, 1999 (4) ;
CFx
Bondolfi et al., 2002 (4).
Seager et al., 2005 (1) ; Zhang et al., 2000
- _ o P5-HT; T o o (2) ; Amargds-Bosch et al., 2005 (2) ;
Fluoxétine+Olanzapine vs 1 activité électrique T Moblilité 1 Efficacité ]
. NA:; T DAin Rogdz, 2010 (3) ; Shelton et al., 2001 (4)
Fluoxétine NA (FST) J délai d’action
CFx Thase et al., 2007 (4) ; Tohen et al., 2010
(4).
Sertraline+Quetiapine vs 1 Efficacité Francobandiera, 2002 (4) ; Dell’Osso et
Sertraline J délai d’action al., 2006 (4)

Tableau 21 : Effets précliniques et cliniques de la combinaisons d’un ISRS avec un antipsychotique atypique.

(Les cases grisées représentent les études non réalisées a ce jour).
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C. LE SYSTEME NORADRENERGIQUE ET L’ INTERACTION AVEC LE
SYSTEME SEROTONINERGIQUE

1. Le systéeme noradrénergique central

Le systeme noradrénergique central fait également partie des systemes de
neurotransmission qui semblent largement impliqués dans 1’anxiété et la dépression. De
nombreuses projections noradrénergiques sont retrouvées vers des régions cérébrale jouant un
role majeur dans 1’anxiété et la dépression comme I’hippocampe, le cortex, 1’amygdale
(Figure 14). Dans une étude menée sur des patients atteints d’anxiété généralisée (Sevy et al.,
1989), le taux plasmatique de NA chez les malades est augmenté par rapport a celui des
patients sains et le nombre de récepteurs ap-noradrénergiques est diminué dans le plasma des
malades indiquant une régulation négative de ces récepteurs. L’activité du systéme
noradrénergique central semble donc étre augmentée chez les patients atteints d’anxiété

généralisée et de dépression (Sevy et al., 1989).

Thalamus

Corps calleux

Hypothalamus

J Cervelet

LOCUS COERULEUS

Figure 14 : Schéma des différentes projections noradrénergiques dans le systeme

nerveux central chez ’Homme
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Des modifications du taux de NA ont également été rapportées apres I’exposition
d’animaux a un stress. Celui-ci a été induit par une immobilisation forcée ou par
I’administration de chocs électriques au niveau des pattes chez le Rat. Il entraine une
augmentation de la libération de NA mesurée par microdialyse dans le noyau latéral de

I’amygdale et dans I’hippocampe (Cecchi et al., 2002 ; Hajos-Korcsok et al., 2003).

Des altérations des récepteurs ap-noradrénergiques dans de nombreuses regions
cérébrales telles que le cortex frontal, le locus coeruleus, 1’hippocampe ou I’amygdale ont été
également détectées apres une exposition des animaux a un stress aigu ou chronique (Nukina
et al.,, 1987 ; Flugge, 1996). L’implication des récepteurs op-noradrénergiques dans la
neurobiologie de 1’anxiété et la dépression semble bien établie mais le mécanisme d’action de
ces récepteurs reste encore mal compris. Les agonistes de ces récepteurs (e.g. clonidine)
semblent engendrer des effets de type anxiolytiques dans certains modeles animaux mais des
effets similaires ont également été rapportés pour les antagonistes de ces récepteurs (e.g.
idazoxan, yohimbine, rauwolscine) (La Marca et Dunn, 1994 ; Cole et al., 1995 ; Millan et al.,
2000b).

De méme, des résultats contradictoires sont décrits dans la littérature pour le réle des
récepteurs ap adrénergiques dans 1’anxiété. Toutefois, la balance semble pencher vers une
activité de type anxiogénique apres stimulation de ces récepteurs (Soderpalm et Engel, 1990 ;
Cecchi et al., 2002).

Une haute concentration de récepteurs B1- et Bo-adrénergiques a été observée dans des
régions cérébrales fortement impliquées dans les mécanismes des troubles anxieux telles que
le cortex, I’amygdale ou I’hippocampe (Rainbow et al., 1984 ; Nicholas et al., 1993), ce qui
laisse penser que les récepteurs B-adrénergiques ont un role dans le contrle de 1’anxiéteé.
Cependant, les études comportementales chez I’animal n’ont pas encore fait ressortir d’effets
anxiolytiques significatifs des ligands spécifiques de ces récepteurs (Cao et Rodgers, 1997 ;
Sanchez et al., 2003).

84



2. Interaction entre les systemes sérotoninergique et noradrénergique centraux

2.1. Effet de la NA sur le systeme 5-HT

Il existe de nombreuses relations anatomiques et fonctionnelles entre les systemes
noradrénergique et sérotoninergique centraux. Les noyaux dorsal et médian du raphé
recoivent de nombreuses projections du locus coeruleus (LC) (Baraban et Aghajanian, 1980 ;
Berridge et Waterhouse, 2003) qui sont a 1’origine d’une régulation d’un systéeme 5-HT par
les neurones noradrénergiques. En effet, la lésion des neurones NA issus du LC ou
I’inhibition de la synthése de la NA par un inhibiteur de la tyrosine hydroxylase (enzyme clef
de la synthese de NA) ou de la dopamine B-hydroxylase, deuxiéme enzyme impliquée dans la
synthese de NA, produit une augmentation nette de la synthése de 5-HT dans le raphé
(Saavedra et al., 1976) ce qui suggére un réle inhibiteur de la NA sur les neurones 5-HT.
L’effet inhibiteur de la NA sur le systéme 5-HT semble étre porté par I’activation des
récepteurs ap-noradrénergiques. Des études in vitro menées sur des coupes de cortex, de raphé
dorsal et médian et d’hippocampe de rat, montrent que la perfusion d’agoniste des récepteurs
ap-noradrénergiques (clonidine, oxymétazoline, dexmedetomodine et UK 14304) inhibe la
libération de 5-HT (Jackisch et al., 1999 ; Hopwood et Stanford, 2001). L’effet inhibiteur
d’une perfusion de dexmedetomodine sur la libération de 5-HT dans le raphé est bloqué par la
perfusion d’antagoniste spécifique des récepteurs aya-noradrénergiques, le BRL 44408, mais
pas par un antagoniste des récepteurs opg/c-noradrénergiques, le ARC 239 (Hopwood et
Stamford, 2001). Dans cette étude in vitro, I’application de NA entraine également un effet
inhibiteur sur la libération de 5-HT et cet effet est annulé par des antagonistes des récepteurs
ap-noradrénergiques, comme la yohimbine et la rauwolscine. La NA endogene a donc un effet

inhibiteur sur la 5-HT par la stimulation des récepteurs az-noradrénergiques.

Les récepteurs ap-noradrénergiques sont localisés au niveau présynaptique sur les
neurones NA (autorécepteurs) mais également sur les terminaisons axonales des neurones 5-
HT (hétérorécepteurs) (French, 1995). Les mesures de la libération de 5-HT in vivo sont en
accord avec les résultats obtenus in vitro. L’administration d’agonistes des récepteurs o-
noradrénergiques, le UK 14304, la clonidine et le S 18616, diminue la libération de 5-HT
dans le raphé dorsal et dans le cortex frontal chez le rat anesthésié. De plus, I’idazoxan, le
BRL 44408 et la mirtazapine, trois antagonistes des récepteurs op-noradrénergiques,

antagonisent 1’effet inhibiteur des agonistes de ces récepteurs (Haddjeri et al., 1996 ; 1997 ;
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Millan et al., 2000a). Certaines de ces études font apparaitre que I’inhibition induite par les
agonistes des récepteurs ap-noradrénergiques implique les hétérorécepteurs présents sur les
neurones 5-HT (Numazawa et al., 1995 ; Haddjeri et al., 1996 ; 1997) tandis que d’autres
¢tudes montrent qu’une destruction des neurones NA par des neurotoxines, la 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) ou du DSP-4 (qui détruit uniquement les neurones NA issus du
LC) rend les neurones du raphé insensibles a 1’effet inhibiteur de la clonidine administrée par
voie intraveineuse (Bortolozzi et Artigas, 2003). Cette différence de résultats s’expliquerait
par le fait que la clonidine agirait de facon différente selon la dose utilisée a faible dose la
clonidine augmente la libération de 5-HT par en inhibant la libération de NA (activation des
autorécepteurs), tandis qu’a forte dose, elle diminue la libération de 5-HT par stimulation des
hétérorécepteurs présents sur les terminaisons axonales 5-HT (Mongeau et al., 1993).

Les récepteurs ay-noradrénergiques semblent exercer un effet opposé a celui des
récepteurs ap-noradrénergiques. L’activation de ces récepteurs par injection d’agoniste, la
cirazoline et la phenylephrine, localement dans le cortex préfrontal ou le raphé médian chez le
Rat, entraine une augmentation de la libération de 5-HT dans ces régions cérébrales. Cet effet
est inhibé par la co-perfusion d’un antagoniste des récepteurs asj-noradrénergiques, la
prazosine (Adell et Artigas, 1999 ; Amargos-Bosch et al., 2003). De plus, une administration
locale systémique ou sous cutanée de prazosine diminue de la libération de 5-HT dans le
raphé dorsal et dans I’hippocampe (Millan et al., 2000a ; Bortolozzi et Artigas, 2003 ; Weikop
et al., 2004). Des résultats opposés sont observés dans deux études in vitro puisque dans 1’une,
I’application de phenylephrine sur des coupes de raphé dorsal et médian de rat diminue la
libération de 5-HT (Judge et Gartside, 2006), tandis que dans 1’autre, une haute concentration
de phenylephrine cause une augmentation dose-dépendante de la décharge des neurones de

ces deux structures (Hopwood et Stamford, 2001).

2.2. Effet de la 5-HT sur le systeme NA

Dans le sens inverse, la lésion des noyaux du raphé augmente ’activité de la tyrosine

hydroxylase dans le LC (McRae-Degueurce et al., 1982) et le prétraitement avec un inhibiteur

de synthese de la 5-HT le parachlorophenylalanine (p-CPA) augmente ’activité de la tyrosine

hydroxylase et la décharge des neurones NA du LC (Crespi et al., 1980 ; Reader et al., 1986).
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Ceci suggére un role inhibiteur de la NA sur les neurones 5-HT via différents récepteurs

sérotoninergiques.

Les récepteurs 5-HT; sont localisés sur les dendrites des neurones 5-HT du raphé en
tant qu’autorécepteurs inhibiteurs mais peuvent aussi étre localisés au niveau post-synaptique
dans I’hippocampe, le septum, I’amygdale, le cortex et le locus coeruleus. Les agonistes des
récepteurs 5-HT14 (8-OH-DPAT, flesinoxan ou MDL 73005EF) augmente de la libération de
NA dans le cortex frontal, I’hippocampe, I’hypothalamus et le LC chez le Rat (Clement et al.,
1992 ; Suzuki et al., 1995 ; Hajos-Korcsok et al., 1999 ; Suwabe et al., 2000 ; Pudovkina et
al., 2001 ; Szabo et Blier, 2001). Cet effet des agonistes des récepteurs 5-HT1a n’est pas
blogué par une lésion préalable du systéme 5-HT (injection de la 5,7-DHT, une neurotoxine,
dans le raphé) ou par I’administration d’un inhibiteur de synthése de la 5-HT (la p-CPA)
(Suzuki et al., 1995; Hajos-Korcsok et al., 1999) ce qui démontre un effet des agonistes des
récepteurs 5-HT1a au niveau post-synaptique. La quantité de récepteurs 5-HT 14 est faible dans
le LC, suggérant que les agonistes de récepteurs 5-HT;a stimulent 1’activité noradrénergique

centrale par une action sur les afférences du LC.

A l’inverse, les récepteurs 5-HT, auraient un effet inhibiteur sur la libération de NA
(Clement et al., 1992). L’administration sous-cutanée de DOI ou de DOB (deux agonistes des
récepteurs 5-HT,apc) diminue la libération de NA dans 1’hippocampe et le LC. Ces effets
sont inhibés par 1’administration de DOI en présence d’un antagoniste non spécifique des
récepteurs 5-HT, comme la ritansérine et la kétansérine (Gorea et Adrien, 1988 ; Done et
Sharp, 1992).

Les récepteurs 5-HT, agissant sur la NA sont localisés au niveau post-synaptique
puisqu’une Iésion des neurones 5-HT n’entraine aucune modification de 1’effet des agonistes
DOB ou quipazine (Gorea et Adrien, 1988). L’effet des récepteurs 5-HT, sur ’activité des
neurones du LC peut étre lié & 1’activation des récepteurs 5-HT, présents sur des afférences du
LC. L’inhibition observée consécutive a 1’activation des récepteurs 5-HT, peut également étre
due a la stimulation de ces récepteurs présents sur les interneurones GABA du LC (Szabo et
Blier, 2001 ; Blier, 2003) (Figure 15).
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L’effet des récepteurs 5-HTj3 sur la libération de NA ne semble pas encore bien établi
puisque les études de la littérature se contredisent. Dans une étude in vitro, I’application de 2-
methyl-5-HT (un agoniste des récepteurs 5-HT3) augmente la libération de NA induite par la
stimulation ¢lectrique dans le cortex frontal, I’hippocampe et 1’hypothalamus, cet effet est
antagonise par I’ondansétron (un antagoniste des récepteurs 5-HT3) (Mongeau et al., 1994). A
I’inverse, une autre étude montre que le 2-methyl-5-HT inhibe la libération de NA dans
I’hippocampe chez le rat vigile, un effet également observé aprés administration de 5-HT.
L’effet de la 5-HT est également antagonisé par I’ondansétron, ce qui pourrait également
démontrer un effet inhibiteur de la 5-HT sur la NA suite a I’activité des récepteurs 5-HT;
(Matsumoto et al., 1995).

/ LOCUS
C
0_ —

ML OERULEUS
Wi
)|

RAPHE
DORSAL
NEURONE
POSTSYNAPTIQUE

Figure 15 : Influence des neurones sérotoninergiques sur I’activité de neurones

noradrénergiques dans le locus coeruleus (D’apreées Biler, 2003)
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3. Impact des ISRS sur le systeme noradrénergique

En microdialyse, les ISRS tels que la paroxétine, la fluoxétine, le citalopram ou le
escitalopram ont la capacité d’augmenter significativement la concentration de NA dans de
nombreuses régions cérébrales comme le cortex frontal ou I’hippocampe chez le Rat et chez
la Souris (Jordan et al., 1994; Hughes and Stanford, 1996; Shachar et al., 1997; Hughes and
Stanford, 1998; Millan et al., 2001; Beyer et al., 2002; Bymaster et al., 2002; Koch et al.,
2002; David et al., 2003; Kobayashi et al., 2008 ; Nguyen et al., 2011). A la lumiére de notre
revue bibliographique, on voit bien qu’il existe plusieurs hypothéses quant a la capacité des
ISRS a modifier les concentrations extracellulaires de NA. La premiere hypothese suppose
que les ISRS agissent de maniére non spécifique sur le transporteur de la NA. L’étude de la
recapture de [°H] NA in vitro, sur des synaptosomes du cerveau de rat a montré la capacité
des ISRS a inhiber la recapture de NA (Hughes et Stanford, 1996). Owens et al., 2000 ont
¢galement montré que la paroxétine inhibe I’activité fonctionnelle du transporteur de la NA en
agissant sur le site de liaison de la désipramine. De plus, I’augmentation de la quantité
extracellulaire de NA apres ’administration d’ISRS est abolie par un prétraitement avec une
neurotoxine du systeme NA, suggérant que les ISRS peuvent directement se lier aux
transporteurs de la NA localiseés sur les neurones noradrénergiques (Hughes et Stanford,
1998 ; Owens et al., 2008). La seconde hypothése suggere une action indirecte des ISRS sur le
transporteur de la NA. L’administration d’ISRS augmenterait ainsi la concentration
extracellulaire de 5-HT qui augmenterait, a son tour, la libération de NA. Un des objectifs de

mon travail de these a été d’évaluer ces hypotheses in vivo chez la souris.
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En conclusion

L’ensemble de ces données montrent que les neurones monoaminergiques
entretiennent de relations anatomiques et fonctionnelles réciproques étroites (Guiard et al.,
2008) faisant intervenir des mécanismes complexes (Figure 16). Ces modalités ne sont pas
encore completement connues, en particulier en ce qui concerne le niveau auquel ils
interviennent. En effet si ces systémes interagissent au niveau des corps cellulaires (NDR, LC
et ATV), il est également nécessaire de prendre en considération ces interactions au niveau

terminal, qui parfois sont différentes de celle décrites au niveau somatodendritiques.

(-) a2 and D,
et (+) o;

Figure 16 : Schéma des modalités d’interactions possibles entre les neurones
monoaminergiques centraux au niveau des corps cellulaires (Adapté d’apres Tremblay
et Blier, 2006)
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Matériel & Méthodes
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1. Animaux

L’ensemble des animaux a été hébergé au sein du Service Commun Animalerie de la

Faculté (SCA) dans des cages d’¢élevage standard, avec un acces libre a I’eau et a la nourriture

(cycle jour/nuit : 12h/12h non inversé). La température des pieces était maintenue a un niveau

constant de +22°C.

Plusieurs souches de souris sauvages ou mutantes pour des récepteurs ou pour le

transporteur de la sérotonine ont été utilisées lors de ce travail (Tableau 22):

Souches de 5 Cible de la Nature de la Références
) Genotype . . - .
souris mutation mutation bibliographiques
129sv SERT +/+ Transporteur de
129sv SERT -/- la sérotonine Constitutive Bengel et al., 1998
C57BL6J 5-HT1a +/+
C57BL6J 5-HT1a -/- Constitutive Parks et al., 1998
129sv x
5-HT i +/+
C57BL6J
129sv x Conditionnelle | Richardson-Jones et
5-HT1a -/-
C57BL6J (dans le NDR) al., 2010
C57BL6J | 5-HTians +H+ .
Récepteur de la — .
C57BL6J 5-HT1a18 -/- ) . Constitutive Guilloux et al., 2011
sérotonine
C57BL6J 5-HTa +/+
L Weisstaub et al.,
C57BL6J 5-HToa -/- Constitutive
2006
129sv 5-HToc +/+
129sv 5-HT,c -/- Constitutive Tecott et al., 1995
129sv x 5-HT / Constitutive
C57BL6J 2haC

Tableau 22 : Les souris utilisées dans cette étude

Les etudes de microdialyse intracérébrale, d’électrophysiologie et de comportement

ont été réalisées chez des souris males agées de 8 a 12 semaines (poids 25 a 35 grammes). Les

animaux utilisés comme contrdles (mutés et/ou non traités) étaient issues des mémes portées

(« littermates »).
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Au cours de ce travail de thése, J’ai réalisé toutes les expériences de microdialyse
intracérénrale et d’électrophysiologie qui sont décrites dans ce mémoire. Je décrirai donc en
détails ces deux techniques en terminant par une comparaison de leurs principaux avantages et

inconvénients.

En ce qui concerne le test de la nage forcée (FST) qui est un test comportemental

prédictif de 1’activité de type-antidépressive d’une molécule, j’ai observé le déroulement de ce

test dont la réalisation chez la souris a été effectuée au laboratoire par le Dr Denis DAVID .

Enfin, D’expérience de recapture (ou «uptake ») des monoamines sur des
synaptosomes dont les résultats sont présentée dans ce travail de thése, a été réalisée par
Alexandre BACQ, étudiant en thése dans le laboratoire du Dr Sophie GAUTRON (INSERM

U952, de I’Unviversité Paris VI). Elle ne sera donc décrite que trés brievement.

2. Microdialyse intracérébrale in vivo chez la souris

2.1. Principe

La technique de microdialyse in vivo, chez 1’animal anesthésié ou éveillé, a été mise
au point par le groupe de Delgado en 1972, puis perfectionnée par Ungerstedt en 1984. Son
principe repose sur la loi de diffusion passive de composés de faibles poids moléculaires a
travers une membrane poreuse, du compartiment le plus concentré en neurotransmetteurs
(Pespace extracellulaire synaptique) vers le compartiment le moins concentré (la sonde de
dialyse perfusé avec une solution tampon a pH physiologique ne contenant pas de
neurotransmetteurs). Cette technique, appliquée dans notre laboratoire chez la souris éveillée,
libre de ses mouvements, permet le recueil d’échantillons (dialysats) toutes les 15 ou 30
minutes avec des débits de 0,5 a 1,5 pl/min selon le protocole expérimental et la région
cérébrale dialysée. Ces échantillons contiennent, entre autres, la sérotonine (5-HT), son
métabolite principal (5-HIAA), ainsi que la noradrénaline (NA), la dopamine (DA) et leurs
métabolites. Ces molécules sont ensuite quantifiées par une méthode analytique de dosage
impliquant une chromatographie liquide haute performance (CLHP) couplée a un détecteur
électrochimique. Les concentrations de neurotransmetteurs mesurées reflétent 1’équilibre

physiologique entre le mécanisme de libération calcium-dépendant du neurotransmetteur et
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celui de sa recapture par le transporteur selectif (par exemple, SERT ou 5-HTT pour la
sérotonine) par les neurones présynaptiques. Une étude compléte de microdialyse
intracérébrale comporte 4 phases : (1) I’implantation chirurgicale de la sonde par stéréotaxie
sous anesthésie, (2) le recueil des dialysats (valeur basale des concentrations extracellulaires
du neurotransmetteur avant traitement, puis 2 a 3 heures aprés le traitement), (3) le
prélévement des cerveaux en vue de la vérification précise du site d’implantation de la

membrane de microdialyse et (4) I’analyse chromatographique des dialysats.

Les sondes de microdialyse sont composées d’un capillaire de d’entrée, et d’un
capillaire de sortie et, au laboratoire, d’'une membrane en cuprophane perméable, laissant
passer les molécules de poids moléculaires inférieurs a 6000 Daltons (Figure 17) dont 5-HT,
la NA et la DA.

Capillaire d’entrée Capillaire de sortie

Tige en acier
(15 mm)

. Membrane
.o semiperméable

5-HT,\ \“ OC’ ° %1 DA
P ;@\\

(2 mm) {

Figure 17 : Principe de fonctionnement d’une sonde de microdialyse intracérébrale. Les
monoamines libérées par les terminaisons neuronales présynaptiques diffusent a travers
la membrane de microdialyse en cuprophane qui est perméable aux molécules de faible

poids moléculaires.
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2.2. Chirurgie de ’implantation des sondes de microdialyse

Les souris ont été anesthésiées a 1’aide d’hydrate de chloral (400 mg/kg ; i.p.), puis
placées sur un appareil stéréotaxique afin de les maintenir immobile grace a des barres
d’oreilles et un étau buccal fixant la machoire supérieure. L’appareil stéréotaxique permet le
déplacement avec une grande précision d’un bras muni de vis micrométriques portant la sonde
de dialyse dans les trois dimensions (Antéro-posteérité, Latéralité et Ventralité). Aprés incision
longitudinale de la peau du crane, celle-ci est écartée et 1’0os cranien nettoyé avec de 1’eau
oxygénée (10 volumes). Le bregma, point d’intersection des lignes de suture des os du crane
est alors visible et sert de point de référence (point «zéro») antéro-postérité et latéral (Figure
18). Avant chaque implantation la position horizontale de la téte de I’animal est vérifié en

s’assurant que la différence de hauteur entre le bregma et la lambda ne dépasse pas 35 um.

Ventralité

Latéralité

Cortex
frontal

Suture
coronale

Lambda

Noyau du
Raphé Dorsal

Figure 18 : Descriptions des repéres anatomiques nécessaires a I’implantation correcte

des sondes de microdialyse.

A partir de ce point et grace aux coordonnées données par 1’atlas stéréotaxiques de la
souris (Hof et al., 2000) (Tableau 23), I’0os du crane est percé manuellement a 1’aide d’une
aiguille Terumo (gauge 23G), en deux points symétriqguement opposés pour le cortex frontal
ou I’hippocampe (régions symétriques, présentes dans chaque hémisphére) ou en un seul point
pour le noyau du raphé dorsal. La surface de la dure mere constitue le point de coordonnée
«zéro» de 1’axe ventral. La sonde est descendue manuellement et trés lentement a raison d’un
millimétre (mm) par minute pour limiter les conséquences de la destruction tissulaire, puis
collée a I’os cranien avec du ciment dentaire (GACD, Paris, France). Apres cette étape de

chirurgie, les souris sont placées isolément dans des cages cylindriques en plexiglas dans
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lesquelles elles sont libres de leurs mouvements et ont un acces ad libitum a de I’eau et a de la
nourriture. Environ 20 heures aprés la chirurgie, les animaux sont préts a étre utilisés pour les

expériences de microdialyse.

Coordonnées steréotaxiques (en mm/Bregma)
Structures cérébrales
Antériorité Latéralité Ventralité
Cortex frontal +1,6 +1,3 -1,6
Hippocampe -2,8 +3 -4
Noyau du Raphé Dorsal -4,5 0 -4

Tableau 23 : Coordonnées stéréotaxiques des principales régions monoaminergiques
étudiées chez la Souris. (D’aprés Hof et al., 2000).

2.3. Microdialyse intracérébrale

1) Microdialyse conventionnelle

L’ensemble de la procédure et son principe sont rappelés dans la figure 19. Le jour de
la dialyse, I’entrée des sondes est reliée a un perfuseur automatique (CMA 100, Phymep,
Paris) delivrant une solution tampon préparée et filtrée (filtre HATF 0,45 um, Millipose) par
nos soins et dont la composition, décrite ci-dessous, est proche de celle du liquide
céphalorachidien (LCR) (Tableau 24) :

Composants Concentration (mM)
NaCl 147
KCI 2,5
MgCI2 1,2
CaCl2 1,26
NaHCO3 25
NaH2PO4 1
Eau Milipore gsp 500 ml
pH 7,440,2

Tableau 24 : Composition du liquide céphalo-rachidien (LCR) artificiel
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Cette solution tampon artificielle est donc délivrée de maniére continue et diffuse a
travers la membrane de dialyse (Figure 19). Aprés 1 a 2 heures de stabilisation, les 4 a 6
premiers échantillons sont recueillis par le capillaire de sortie, de maniére a établir la
moyenne des concentrations extracellulaires basales de 5-HT ([5-HT]ex), de NA ([NA]ext)
et/ou de DA ([DA]ext) pour chaque souris. Les effets des substances pharmacologiques a
étudier (antidépresseurs) par voies intra-péritonéale (i.p.) ou sous cutanée (s.c.) sous un
volume de 0.5 ml/20g de poids corporel sont comparés aux effets de leur solvant administré
comme contrdle. Pour le recueil de la NA et de la DA, les tubes eppendorf sont placés dans de

la glace afin de protéger ces catécholamines de leur dégradation a la température ambiante.

Dialysats contenant

Perfusion d’un milieu tampon (débit 1,0 pL/min) .
les monoamines

—

Sonde de microdialyse ———»
implantée dans le cortex frontal

Figure 19 : Schéma représentant une expérience de microdialyse intracérébrale in vivo

chez la souris éveillée libre de ses mouvements.

A la fin de la séance de microdialyse, les souris sont euthanasiées par une injection
létale d’hydrate de chloral. Les cerveaux sont prélevés, puis conservés dans une solution de

PFA 4% (paraformaldéhyde) a +4°C dans un réfrigérateur avant leur analyse histologique.

2) Injection locale dans une region cérébrale donnée (« reverse dialysis »)

Chacune des substances étudiées sera dissoute dans une solution tampon mimant le
liquide céphalorachidien (LCR) et la concentration de la solution est adaptée en fonction du

volume injecté. D’abord, la solution normale de LCR (sans substances) est délivrée de
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maniere continue et diffuse a travers la membrane de dialyse. Apres 1 a 2 heures de
stabilisation, les 4 a 6 premiers échantillons sont recueillis par un capillaire de sortie, de
maniére a établir la moyenne des concentrations extracellulaires basales de 5-HT ([5-HT]ext),
de NA ([NA]ext) et/ou de DA ([DA]ext) pour chaque souris. La seringue et le cathéter sont
ensuite remplis de la solution tampon artificielle contenant la molécule a étudier a
concentrations variables. Les effets de ces substances pharmacologiques sont calculés en

pourcentage de variations des concentrations basales de neurotransmetteurs.

2.4. Histologie cerébrale : vérification de I’implantation de la membre de microdialyse

Les cerveaux sont placés sur un microtome a congélation (-25°C) et différentes coupes
d’une épaisseur de 40 um (Bert et al., 2004) sont réalisées dans la zone d’implantation des
sondes de microdialyse (500 pm avant et 500 pm apres la zone d’implantation). Ces coupes
sont photographiées grace a un appareil photo numérique, puis comparées a celles de 1’atlas

stéréotaxique du cerveau de souris (Hof et al., 2000) (Figure 20).

PR S | B ST N W |

:,_ A Lateral

Ventral

Interaural 1.00 mm Bregma: -2.5 mm
i i PO i i
5 4 3 2 1 0o 1 2 3 4 5

Figure 20 : Superposition d’une photo numérique d’une coupe de cerveau (a gauche) et
d’une coupe de I’atlas stéréotaxique (a droite) correspondant a I’hippocampe de souris.

La fléche noire indique I’extrémité de la sonde de microdialyse.
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2.5. Dosage des neurotransmetteurs par CLHP

1) Dosage de la 5-HT et de la DA

L’analyse des dialysats contenant la 5-HT, son métabolite (5-HIAA) et la DA a été
effectuée selon une méthode décrite par Malagié et al. (2001). Le systéme chromatographique
est constitu¢ d’une pompe LC-118 fournit un débit (0,7 ml/min) de la phase mobile,
préalablement filtrée (filtre 0,22 um, Millipore) (Beckman Coulter, Roissy, France) et est
compos¢ d’un amortisseur de pulsation, d’un injecteur automatique et d’une colonne (phase

stationnaire). La composition de la phase mobile est la suivante (Tableau 25) :

Composants Concentration (mM)
NaH,PO, 112,5
EDTA 0,15
Acide octanosulfonique 0,81
Méthanol (pureté 99,8%) 17,5%
Eau Millipore qsp 2000 ml
pH 4,2

Tableau 25 : Composition de la phase mobile permettant le dosage de la 5-HT et DA

Avant d’analyser les dialysats, une courbe de calibration est réalisée a partir de
I’injection d’une solution standard de concentration connue (5-HT: 2,6 fmol/ul ; 5-HIAA:
0,05 fmol/ul et DA: 2,3 fmol/ul) injectée a trois volumes différents (5, 10 et 19 uL). Chaque
point de la gamme étalon est analysé en triplicate afin d’obtenir une courbe de calibration de 9
points. Le coefficient de corrélation R? est calculé avec un seuil fixé & 99%. La limite de
sensibilité¢ de la méthode analytique de dosage est de I’ordre de 0,1 fmol/20 pul d’échantillon
(rapport signal sur bruit de fond = 2).
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2) Dosage de la NA

L’analyse des dialysats contenant la NA est également effectuée selon une méthode
décrite par notre laboratoire (Malagié et al., 2001). Le systeme chromatographique est
constitué¢ d’une pompe LC-118 qui permet d’assurer un débit fixe (0,7 ml/min) d’une phase
mobile, préalablement filtrée (filtre 0,22 pum, Millipore) (Dionex, France), d’un amortisseur
de pulsation, d’un injecteur automatique et d’une colonne (phase stationnaire). La

composition de la phase mobile differe légérement de la précédente : (Tableau 26) :

Composants Concentration (mM)
NaH,PO, 112,5
EDTA 0,15
Acide octanosulfonique 3
Méthanol (pureté 99,8%) 5%
Eau Millipore gsp 2000 ml
pH 3,0

Tableau 26 : Composition de la phase mobile permettant le dosage de la NE
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2.6. Principaux avantages et inconvenients de la technique de microdialyse

Avantages

Inconvénients

e Outil d’étude préclinique du métabolisme

tissulaire.

e Permet également d’apporter in situ des
molécules exogénes, avec des dégats

minimes au tissu, puisqu’il n’y pas
d’échanges de liquide au niveau de la

sonde.

e Chez une méme souris, il est possible
d’implanter une sonde dans les noyaux du
raphé (corps cellulaires), et 1 sonde dans
une région terminale (hippocampe, cortex

frontal), donc d’étudier un circuit neuronal.

o [’animal utilisé peut &tre dialysé pendant
deux jours consécutifs. Chaque animal peut
étre utilisé comme son propre témoin suite

traitement

par exemple a un

pharmacologique.
e Nombre d’animaux = 10 a 12 par groupe.

e Animaux vigils et libres de leurs

mouvements pendant 1’expérimentation

pharmacologique.

o Corrélation possible avec le comportement

e Coit des sondes commerciales et difficulté d’en

fabriquer « artisanalement ».

e Controle de la qualité de I’implantation a posteriori.

e Important diamétre de la sonde (0.3 mm).

¢ Implantation assez approximative de la membrane (il
faut surtout vérifier I’emplacement de I’extrémité de
la membrane).

¢ Résolution temporelle encore relativement faible (10-
15 minutes entre chaque échantillon).

e En lien avec le débit de perfusion du tampon
extracellulaire (1 pl/min) avec un dialysat toutes les
15-20 minutes.

e 1 souris par 1 jour pour 1 expérimentateur.

e Expérience longue (3 a 6 mois) pour évaluer les effets
de plusieurs doses d’un ligand par rapport a un groupe
contrble (souris traitées avec le véhicule ; souris wild-
type (WT).

e Faible
extracellulaires basales de 5-HT, DA ou NA.

valeur pronostique des concentrations

e En ce qui concernent les antidépresseurs, peu d’intérét
de mesurer les concentrations extracellulaires des
métabolites comme le 5-HIAA (on sait qu’elles
baissent, de facon indépendante de la dose d’IRSS, et
ces variations ne sont pas liées a 1’activité neuronale
[Bel et Artigas, 1996]).

e Effet du stress, manipulation des animaux délicates,

cela nécessite donc un expérimentateur chevronné !

Tableau 27: Des avantages et inconvénients de la technique de microdialyse
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3. Electrophysiologie intracérébrale in vivo sur chez la souris anesthésiée

3.1. Principe

L'enregistrement extracellulaire mesure les variations de fréquence des potentiels
d’action au voisinage d'une cellule a travers la résistance constituée par le milieu
extracellulaire. Du fait de la moindre résistance électrique du milieu, les potentiels enregistrés
sont de faible amplitude (de I'ordre du microvolt) mais reflétent fidélement les fluctuations
électriques de la membrane cellulaire. Suivant les options de filtrage utilisées, le potentiel
extracellulaire peut é&tre ainsi considéré comme la dérivée seconde du potentiel

transmembranaire (Grace et Bunney, 1983a,b) (Figure 21).

Synapses
excitatrices

H_J

Dendrites

N

Zone gachette

Axone o
Potentiel
Neurone 5-HT d’action
/ F v
Potentiel 4 >
de repos
0,8-1,2 ms

Figure 21 : Schéma de la mesure d’un potentiel d’action d’un neurone 5-HT détecte a
I’aide d’une enregistrement extracellulaire dans la région des corps cellulaires situés

dans le NRD.
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3.2. Enregistrement extracellulaire des neurones serotoninergiques du NRD

Les enregistrements extracellulaires ont été effectués a I’aide de micropipettes de verre
a un seul baril (Stoelting, UK) contenant du NaCl 2 M. Ces micropipettes sont préalablement
chauffées et étirées a ’aide d’une étireuse (Narishige, Japon) afin d’obtenir une électrode dont

la résistance varie entre 4 et 7 mQ.

Les souris ont été anesthésiées avec une solution d’hydrate de chloral (dose de 400
mg/kg i.p.). Elles ont ensuite été placées dans un appareil stéréotaxique afin de réaliser une
incision au niveau du scalp de maniere a visualiser le bregma, le lambda et la suture médiane.
La trépanation du créne a été réalisée sur le lambda a 1’aide d’une fraiseuse dentaire. Les
neurones sérotoninergiques présumés situés dans le noyau du raphé dorsal (NRD) sont
généralement rencontrés a une distance de -2,5 mm a partir de la surface du cerveau. Ces
neurones ont été identifiés en utilisant les criteres d’Aghajanian (1978): une fréquence de
décharge lente (0,5-2,5 Hz), réguliére et des potentiels d’action de longue durée (0,8 & 1,2 ms)
(Figure 21). Dés que le signal d'un neurone sérotoninergique est détecté, l'acquisition du
signal a été déclenchée sur I’ordinateur. Aprés identification du neurone 5-HT, on a procédé a
un enregistrement de la fréquence de décharge spontanée (témoin). Le caractére unitaire de

I'enregistrement est vérifié avant de procéder aux tests pharmacologiques.

Les effets des différents agents pharmacologiques sur la décharge des neurones 5-HT
du NDR, ont été déterminés en mesurant le pourcentage d’augmentation ou de diminution de
la fréquence basale. Dans ce type d’expérience, un seul neurone a été étudié par souris et a la
fin de chaque enregistrement, un agoniste et un antagoniste des autorécepteurs 5-HT;a ou des
hétérorécepteurs 5-HT,ac a été administré de maniere a valider pharmacologiquement la
nature sérotoninergique du neurone (Figure 22). Il est également possible d’enregistrer
plusieurs neurones par souris afin de comparer la moyenne de décharge de ces neurones
sérotoninergiques entre un animal sauvage vs un animal muté (par exemple, sur le géne
codant pour le transporteur ou pour un récepteur de la sérotonine) ou entre un animal controle

vs un animal traité de fagon chronique avec un antidépresseur.
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Figure 22 : Exemple d’un enregistrement d’un neurone sérotoninergique.

Les principales caractéristiques de ces neurones reposent sur le fait qu’il déchargent
en conditions basales a une fréquence comprise entre 0,5 a 2 Hertz (5 a 20 potentiels
d’actions / 10 secondes) et que cette décharge est réguilere. Sur cet exemple la nature
sérotoninergique du neurone a été vérifiée pharmacologiquement en montrant que [’injection
d’un agoniste des autorécepteurs 5-HTia, le 8-OHDPAT inhibe [’activité électrique du
neurone, cet effet étant inversé par un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HTia, le
WAY100635.

104



3.3. Principaux avantages et inconvénients de la technique d’électrophysiologie

Avantages

Inconvénients

Faible

commerciales.

cout des électrodes d’enregistrement

Permet également d’apporter in situ des molécules

exogénes (microiontophorese), avec des dégats

minimes au tissu, puisqu’il n’y pas d’échanges de
liquide au niveau de 1’¢lectrode.

Chez une méme souris, il est possible d’implanter

une électrode dans les noyaux du raphé (corps

cellulaires), et 1 électrode dans une région terminale

(hippocampe, cortex frontal), donc d’étudier un

circuit neuronal. Possibilité d’enregistrer

simultanément deux régions.

Pas besoin de contrbler le site d’implantation de

I’électrode. Différents paramétres électrophysio-

logiques permettent de déterminer en direct la nature

des neurones enregistrés et donc la région d’intérét :

- Faible diamétre de 1’électrode.

- Implantation précise et possibilité de vérification
a posteriori la cellule enregistrée (marquage
avec un colorant).

Bonne résolution temporelle puisque les effet des

agents pharmacologiques sont quasi immédiats lors

de I’administration intraveineuse (de I’ordre de la
minute selon les propriétés pharmacocinétiques de

I’agent pharmacologique étudié).

Plusieurs souris par jours, résultats immédiats.

Corrélation possible avec le comportement et la

neurochimie (la fréquence de décharge pouvant, dans

certains cas, prédire ’intensité de libération dans les

aires terminales du neurotransmetteur étudié).

Impossibilitt d’en  fabriquer  «
artisanalement ».
cours de

Animal anesthésié au

I’enregistrement de I’activité
électrique des neurones.

L’animal ne peut étre utilis¢ pendant
plusieurs jours consécutifs. Chaque
animal ne peut étre utilisé comme son
propre témoin notamment lors de
traitements pharmacologiques
chroniques.

Les

électriqgue des neurones dans les

modifications de [activité

régions somatodendritiques ne
refletent pas forcément ce qui se passe

dans les régions terminales.

Tableau 28: Des avantages et inconvenients de la technique d’électrophysiologie
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4. Tests comportementaux prédictifs d’une activité de type-antidépressive d’une

molécule chez la Souris

Le test de la nage forcée (FST):

Le test de la nage forcée a été établi par Porsolt en 1977 (Porsolt et al., 1977): c’est un
test validé pour prédire I’activité de type-antidépressive d’une molécule (Petit-Demouliere et
al., 2005). Il consiste a placer une souris dans un bocal de 19 cm de diametre et de 25 cm de
profondeur rempli d’eau (a une température de +23-25°C). Une caméra placée au-dessus des
béchers permet 1’enregistrement du test. Le logiciel X’PERT FST (Bioseb, Vitrolles, France)
corréle les informations entre la caméra et le capteur. Apres une calibration faite par le méme
expérimentateur, 1’appareil effectue une analyse automatique des enregistrements (Figure
23).

© Scoring & Etalonnage g@\rz!

valider/quitter

Scorer & partir de (min) : |

Iocture 01 09 53 Durée du scoring [min): [

eoerto!ve actuel:C:\travallprojetFST\st du 26-05-2008\run calibration (run 1) nom du fichier :20080526-100153-cameraz-video, avi

Figure 23 : Test de la nage forcée chez la Souris

Le test dure 6 minutes et consiste a comptabiliser le temps d’immobilité des animaux
sur les 4 derniéres minutes de test. Aprés une période de nage d’échappement, 1’animal

s’immobilise et adopte un comportement dit de « désespoir ». Les souris ayant recu une dose
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unique d’un antidépresseur (administré 30 min avant le test) ont classiquement un temps
d’immobilité réduit (ou un temps de mobilité augmenté !) en comparaison des souris controles
non traitées. Le temps de mobilité d’animal comprend le temps de nage (un indice de
I'activation du systeme sérotoninergique) et le temps d’escalade (un indice de I'activation du
systeme noradrénergique) (Dulawa et al., 2004, Holick et al., 2008). Dans le FST chez la
souris, il existe une trés bonne corrélation entre 1’activité de type antidépressive prédite pour
une molécule et son effet avéré en clinique puisque 94% des molécules, dont le test montre
une baisse du temps d’immobilité chez [’animal, se sont révelées étre de futurs
antidépresseurs en clinique. Ce chiffre n’est que de 89% pour le FST chez le Rat. Cette
corrélation dans le FST entre I’effet de type antidépresseur et ’effet thérapeutique chez
I’Homme n’est retrouvé dans aucun autre test de comportement chez I’animal (Thiebot et al.,
1992).

5. Mesure ex vivo de I’activité de recapture des monoamines sur des synaptosomes
5.1. Principe

Le principe de cette méthode consiste a étudier la recapture de monoamines
radiomarquées sur des homogénats de cerveau. Cette technique s’effectue en présence de
différents bloqueurs des transporteurs des monoamines afin d’identifier le(s)quel(s) sont

impliqués dans le mécanisme de recapture de la 5-HT ou de le NA.

La premiere étape consiste a homogeénéiser les tissus du cortex frontal afin d’isoler les
terminaisons nerveuses. Chacun des synaptosomes présente un diameétre d’environ 0,5 a 1 pm
et contient des centaines de vésicules synaptiques fonctionnelles pendant plusieurs heures. Sur
ces préparations, des radioligands ([*H]5-HT ou [*H]NA) sont ajoutés afin de mesurer
I’activité de recapture de la 5-HT sur le transporteur SERT et/ou de la NA sur le transporteur

NAT inhibée par des concentrations croissantes d’inhibiteurs de recapture (Figure 24).
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5.2. Recapture (ou « uptake ») des monoamines

Apres décapitation de souris males contréles dites « sauvages » (Janvier, St Berthevin,
France), le cortex frontal est disséqué, puis émincé sur de la glace. Le tissu est ensuite re-
suspendu dans 10 volumes de sucrose (0,32 M). Les cellules sont dissociées a travers des
filtres de nylon dont la taille des pores diminue (180 a 60 pum, Small Parts, Miramar, FL,
USA), puis re-suspendues dans du sucrose. Cette suspension est pre-incubée 10 min a 37 °C
dans 3 volumes de tampon KRH (Krebs Ringer Hepes) LiCl (25 mM HEPES-KOH, pH 7.4,
125 mM LiCl, 4.8 mM KClI, 5.6 mM D(+)-glucose, 1.2 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4 and 1.2
mM MgSO4). Afin de favoriser le transport a faible affinité de la 5-HT, les autres
transporteurs sont bloqués en préincubant avec 10 UM de venlafaxine (Tocris Bioscience,
Bristol, UK), 5 UM de désipramine, 100 uM de GBR12935, ainsi que 10 uM de pargyline et
10 UM de réserpine (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Une incubation de 15 min a +37°C
est réalisée en présence de 10 pM de [°H]NA et [*H]5-HT (Perkin Elmer, Boston, MA, USA).
L’effet du escitalopram sur la recapture de faible affinité par les OCT a été évalué en présence
de concentrations croissantes de cet antidépresseur (0,1 - 10 mM). La réaction est stoppée par
une filtration rapide a travers des filtres Unifilter-96 GF/C (Perkin Elmer), les cellules sont
ensuite lavées 4 fois avec 3 volumes de tampon deracapture froid. La radioactivité retenue sur
les filtres est comptée gréace au liquide de scintillation ajouté. La concentration en protéine des
extraits est mesurée par la méthode de Bradford standardisée avec de la BSA (sérum albumine
bovine). La recapture médiée par les transporteurs a faible affinité est évaluée par inhibition
avec I’inhibiteur spécifique des OCTs, le decynium 22 (1,1’-diethyl-2,2’-cyanine iodide) (500
pM; Sigma-Aldrich). Les données sont exprimées en moyenne + s.e.m. de la recapture a

faible affinité pour une expérience réalisée en triplicate.
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ARTICLE 1: Caractérisation des souris 5-HTia/18 -/-: un modéle animal sensible aux
traitements anxiolytiques

Jean-Philippe Guilloux, Denis David, Lin Xia, Hai Thanh Nguyen, Quentin Rainer, Bruno
Guiard, Christelle Repérant, Thierry Deltheil, Miklos Toth, René Hen, Alain M. Gardier
Neuropharmacology 61(3):478-88.

Résume : Notre recherche consiste a comprendre le mécanisme d'action de molécules a visée

anxiolytique/antidépressive et ceci dans des modeles animaux présentant des modifications
comportementales comparables a celles observées chez I'Homme. Ainsi dans ce travail, nous
avons crée par croisement un modeéle de souris anxieuses présentant une inactivation génétique
des récepteurs 5-HTa et 5-HT 5.
Principaux résultats

® Les souris 5-HTa1 -/- présentent une hyper anxiété (non conditionnée) caractérisée
dans 3 tests comportementaux : 1’Open-field, ’EPM et le NSF. Ce phénotype a été corrigé par
une administration aigue de diazépam (benzodiazepine) ou chronique d'ISRS (paroxétine).

® Les souris 5-HT1a18 -/- présentent des concentrations extracellulaires basales de 5-HT
([5-HT]ext) augmentées comparées par rapport aux souris 5-HT1a1s +/+ dans le cortex frontal
(CFx) et le noyau du raphé dorsal (NRD) ainsi qu’un moyen de décharge électrique des neurones
sérotoninergiques 2 fois plus élevé. L'ensemble de ces résultats suggerent une dérégulation du
systéeme sérotoninergique consécutive a la délétion de ces deux récepteurs, confirmée par une
diminution de I’expression de I’ARNm codant pour SERT dans le NRD.

® La delétion des 2 récepteurs chez les souris 5-HT;18 -/- & induit une potentialisation
de l'augmentation des [5-HT]ex: induite par la paroxetine dans le CFx (351+17%) et le NRD
(643+95%) par rapport aux souris 5-HTianp +/+ (CFx : 1514+9%, NRD : 213+16%), confirmant
ainsi les données obtenues a partir d’études pharmacologiques (Dawson et al., 2002).
Conclusion

L’ensemble de ces résultats démontre que les souris KO 5-HTians -/- possedent un
phénotype anxieux qui peut étre en partie inversé par diverses stratégies thérapeutiques
anxiolytiques (administration aigiie de diazepam et administration chronique d’ISRS). Ce
comportement est associé a une élévation des [5-HT]e dans le CFx et le NRD et une
augmentation de ’activité électrique des neurones 5-HT (c’est premier modele animal qui associe
ces deux propriétés). Cette étude confirme ainsi I’hypothése selon laquelle ’anxiété serait en
partie liee a une hyperactivité du systeme sérotoninergique. Toutefois, une délétion constitutive
des recepteurs 5-HT;a et 5-HT15 n’a pas permis de dissocier le role des autorécepteurs de

celui des hétérorécepteurs post-synaptiques.
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Selective serotonin (5-HT) re-uptake inhibitors (SSRIs) are commonly used in the treatment of gener-
alized anxiety disorder in Humans. However, because only few animal models display overt anxious-like
behavior, detailed preclinical studies of the anxiolytic properties of antidepressants are still lacking. Here,
we studied the neurochemical and behavioral effects of a double 5-HT;4/1p receptor knockout in mice
(5-HT1a/18—/—) as compared to their wild-type littermates (5-HTja/1g+/+). It is known that single
deletion of either 5-HT1a or 5-HTqp receptor induces behavioral changes that are not correlated with
differences in brain serotonergic tone. Deletion of both receptors resulted in (i) higher emotionality of
animals, as observed in three unconditioned paradigms of anxiety (open field, elevated plus maze and
KO mice novelty suppressed feeding tests); (ii) a =200% increase in the mean spontaneous firing rate of 5-HT
Anxiety neurons in the dorsal raphe nucleus (DRN) compared to 5-HT14;18+/+ mice; (iii) elevated basal dialysate
SSRI levels of 5-HT in the DRN and frontal cortex; (iv) an exaggerated response to acute paroxetine admin-

Keywords:
5-HT; 4 receptor
5-HT;p receptor

Paroxetine istration in microdialysis experiments, and (v) increased basal core body temperature. These findings
Anxiety suggest that the deletion of both autoreceptors induces a strong anxious-like behavioral state associated
Depression with increased 5-HT neurotransmission. Interestingly, 5-HT4/13—/— mice are still sensitive to the acute

Electrophysiology
Neurochemistry
Behavior

administration of diazepam. Moreover, while deletion of both receptors impacted on the response to
acute SSRI treatment in the forced swim test, anxiolytic-like effects of a chronic SSRI treatment were still
observed in 5-HTa/1—/— mice. Thus, the 5-HTq4;13—/— mouse model could be of great interest to unveil
the mechanisms of action of the anxiolytic effects of SSRIs.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction poorly predictive (Borsini et al., 2002). The generation of knockout

(KO) mice has however showed promise in this regard. For

General anxiety disorders are best treated with benzodiaze-
pines, but these drugs induce several side effects such as
dependency after chronic administration (Lader, 1994). Serotonin-
selective reuptake inhibitors (SSRIs) antidepressants, as well as the
serotonin—noradrenaline reuptake inhibitor venlafaxine, are also
effective in the treatment of general anxiety disorders (Ball et al.,
2005; Bielski et al., 2005; Rickels et al., 2003; Stein et al., 2005).
However, compared to benzodiazepines, the decrease in side
effects of SSRI is counterbalanced by their slower onset of thera-
peutic action (Klein et al., 1995; Rickels et al., 2003).

The anxiolytic properties of SSRIs are difficult to demonstrate in
preclinical studies, because current animal models of anxiety are

* Corresponding authors. Tel.: +33 146 83 54 16; fax: +33 146 83 53 55.
E-mail addresses: jean-philippe.guilloux@u-psud.fr (J.-P. Guilloux), alain.gardier@
u-psud.fr (A.M. Gardier).

0028-3908/$ — see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neuropharm.2011.02.009

example, 5-HT4 receptor KO mice (5-HT15—/—) display an anxious
phenotype (Heisler et al., 1998; Parks et al., 1998; Ramboz et al.,
1998), associated with decreased exploratory activity, increased
fear of aversive environments (Klemenhagen et al., 2006) and other
aspects of anxiety, such as autonomic activation, increased stress
responsiveness, and neuroendocrine abnormalities (see Toth, 2003
for a review). Moreover, increased 5-HT turnover (Ase et al., 2000)
and increased 5-HT neuron firing (Richer et al., 2002) have been
reported in 5-HTi;o—/— mice, even though not associated with
increased basal extracellular 5-HT levels ([5-HT]ext), as measured
by microdialysis in the striatum (He et al, 2001; Knobelman
et al, 2001b), dorsal raphe nucleus (DRN) and frontal cortex
(Bortolozzi et al., 2004; Guilloux et al., 2006). Moreover, acute
treatment with an SSRI, which increases [5-HT]ext levels in the
DRN and frontal cortex of both 5-HT{po—/— and 5 HTja+/+ mice
(Guilloux et al., 2006), has a greater effect on the forced swim test
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in the 5-HT;4 KO mice, whereas chronic SSRI treatment does not
seem to affect the anxiety phenotype of these mice (Santarelli
et al., 2003).

5-HT{5—/— mice do not display overt anxiety (Sari, 2004), but
enhanced aggressiveness (Brunner and Hen, 1997; Ramboz et al.,
1996; Sari, 2004; Saudou et al., 1994), an abnormality which
correlates with brain 5-HT dysfunction (Siever, 2008). Even though
axon terminal release of 5-HT is under the control of 5-HTig
autoreceptors (Chaput et al., 1986), changes in 5-HT dynamics are
not prominent in the brain of 5-HT{g—/— mice (Ase et al., 2000,
2001). Nor do these mice show any significant increase in 5-HT
neuron firing (Evrard et al., 1999). Accordingly, their basal [5-HT]ext
levels appear to be unaffected in 5-HT terminal areas (De Groote
et al, 2002b; Gardier et al., 2003; Knobelman et al., 2001b;
Malagie et al., 2001; Trillat et al., 1997). However, by comparison
to wild-type mice, acute SSRI treatment produces a greater [5 HT]
ext increase in the hippocampus and frontal cortex of 5-HTig—/—
mice (De Groote et al., 2002a,b; Malagie et al., 2001, 2002), even if
this treatment has no effect in the forced swim test (Gardier
et al,, 2001).

Very few studies have been aimed at characterizing the effects
of a disruption of both 5-HTq4 and 5-HT;p receptors. 5-HT14/18—/—
mice have been generated previously to evaluate the binding ability
of the 5-HTa receptor agonist, 8-OH-DPAT, to 5-HT; receptors
(Bonaventure et al., 2002) and the impact of this double deletion on
sleep-wakefulness rhythms (Alexandre et al., 2004). However,
a behavioral, neurochemical and electrophysiological character-
ization of these mice is still lacking.

In this context, we hypothesized that a mouse lacking both
5-HT;a and 5-HTyp receptors might represent an interesting animal
model to test for anxiolytic-like activity of SSRIs. We thus generated
double KO mice (5-HT14/18—/—), measured the effects of the double
mutation on [5- HT]ext in the DRN and frontal cortex of these mice,
and correlated such measurements with behavioral responsiveness
to either acute or chronic SSRI antidepressant treatment. Our
results provide the first demonstration that 5-HTja;13—/— mice
display an anxiety-like phenotype associated with an increased
basal firing rate of DRN 5-HT neurons with increased basal [5-HT]
ext in both the DRN and frontal cortex, as well as a reversion of this
anxious phenotype by chronic SSRI treatment.

2. Methods
2.1. Animals

5-HTj, receptor KO mice (5-HT1a—/—) generated by Parks et al. (Parks et al.,
1998) on the C57BL/6 background were crossed with homozygous 5-HTip
receptor KO mice (5-HTp—/—) generated by Saudou et al. (1994) on the 129 Sv
background. These F1 heterozygous 5-HTia+/— and 5-HTip+/— mice were then
bred to generate double 5-HTia13—/— mice F2 and their wild-type littermates
(5-HTqa1B+/+ control mice). All the animals were genotyped by PCR
(Supplementary Materials and Supplementary Fig. 1). Male animals F3 (6—8 weeks
old) weighing 25—30 g were used. Procedures involving animals and their care were
conducted in conformity with the institutional guidelines, in compliance with
international laws and policies (Council directive # 87-848, October 19, 1987,
“Ministére de I'Agriculture et de la Forét, Service Vétérinaire de la Santé et de la
Protection Animale”, permissions # 92-196 to AM.G).

2.2. Chemicals and drugs

Paroxetine hydrochloride, a gift from GlaxoSmithKline laboratory (Harlow,
United Kingdom), was dissolved in NaCl 0.9% for acute administration (4 or 8 mg/kg
intraperitonealy, i.p.) or in tap water for chronic administration (16 mg/kg/day for 4
weeks). Despite its relative lower selectivity for serotonin reuptake transporter,
paroxetine displays greater affinity (Owens et al., 2001) and potency for this
transporter than other SSRIs (Mochizuki et al., 2002). Paroxetine doses were chosen
according to the literature showing that low doses are sufficient to induce acute
effects in the elevated plus maze or in the forced swim test (David et al., 2003b; Koks
et al,, 1999), whereas higher doses need to be used for chronic treatment (Elizalde
et al, 2008). Diazepam (1 mg/kg, i.p.: Sigma—Aldrich, Saint Quentin Fallavier,

France) was dissolved in Tween 20%. Control animals were injected with the cor-
responding vehicle.

2.3. Behavior of 5-HT14/13—/— mice

2.3.1. The open field paradigm

Anxiety and locomotor activity of mice were measured using the open field test
(David et al., 2009). Each animal was placed in a 43 x 43 cm open field chamber,
and tested for 30 min. Mice were monitored throughout each test session by an
infrared tracking system (Med Associates, USA: (Rocha et al., 1998)). Dependent
measures in the center were the total time and the number of entries over a 30-
min period of test. The overall motor activity was quantified as the total distance
travelled.

2.3.2. The elevated plus maze test

Each mouse was allowed to explore the apparatus for 5 min. Global activity was
assessed by measuring the number of entries into the four arms (David et al., 2009).
Anxiety was assessed by comparing the activity in the open versus enclosed arms.

2.3.3. The novelty suppressed feeding test

The novelty suppressed feeding paradigm (NSF) is a conflict test that elicits
competing motivations between the drive to eat and the fear of venturing into the
center of brightly lit arena. Latency to begin eating is used as an index of anxiety-like
behavior, because classical anxiolytic drugs decrease this measure as well as chronic
SSRI treatment (David et al., 2009). Mice were food-deprived for 24 h prior to the
test. Testing was performed in a 50 x 50 cm box covered with bedding, and illu-
minated by a 70-Watts lamp. The latency to eat pellets of food placed in the center of
the box, on the top of a piece of white filter paper, was timed. Each mouse was tested
individually for 5 min.

2.3.4. The mouse forced swim test

In the forced swim test, mice were dropped individually into glass cylinders
(height: 25 cm, diameter: 10 cm) containing 10 cm water height, maintained at
23—-25°C. Animals were tested for a total of 6 min. For acute administration of
treatments, vehicle or paroxetine (8 mg/kg) were administered 30 min before the
test. Two mice were tested simultaneously, and the time of mobility was recorded
during the last 4 min of the 6-min testing period, after 2 min of habituation. The
same well-trained experimenter, who was unaware of the treatment administered,
performed the test.

2.4. Basal temperature measurement and stress induced hyperthermia (SIH)

Stress exposure induce several autonomic responses, including hyperthermia.
The SIH test is based on this phenomenon and consists of a simple experimental
procedure, in which the body temperature of mouse is measured twice via a rectal
procedure, with an interval of 10 min. The procedure of the rectal temperature
measurement (handling, insertion of the probe) is the actual stressor in this test
(Olivier et al., 2003; Van der Heyden et al., 1997). After dipping in oil silicon, 2 cm of
a thermistor probe was inserted in the rectum of mice to monitor body temperature
using a BIO-TK9882 thermometer (BIOSEB, Vitrolles, France; accuracy of +0.1 °C)
(Trillat et al., 1998b). Experiments were performed at 10:00 AM. Digital recordings of
basal rectal temperature (T0) were obtained, and then body temperature was again
measured 10 min (T10) after the first measurement (that serves as a stressor). The
stress-induced hyperthermia was calculated as the difference between these two
temperatures (AT =T10 — T0).

2.5. Microdialysis procedure

Anaesthetized mice were implanted with probes located in the frontal cortex
(stereotaxic coordinates in mm from bregma: A= +1.6, L= +1.3, V= —1.6) or in the
DRN (A= -4.5,L=0, V= —4.0; A, anterior; L, lateral; and V, ventral). Animals were
allowed to recover from the surgery overnight. The next day, =20 h after surgery,
the probes were continuously perfused with an artificial cerebrospinal fluid
(flow rate =1.5 pl/min in cortex, 0.5 pl/min in DRN) while animals were awake,
freely moving in their cage. Dialysate samples were analyzed for [5-HT]ex: by a HPLC
apparatus (limit of sensitivity =0.5 fmol/sample; signal-to-noise ratio=2). Four
fractions were collected to obtain basal values (means+ S.E.M.) before drug
administration (Guiard et al, 2007; Guilloux et al., 2006). At the end of the
experiments, localization of microdialysis probes was verified histologically (Bert
et al.,, 2004).

2.6. In vivo electrophysiological recordings

Anaesthetized mice were placed into a stereotaxic frame. The extracellular
recordings of the 5-HT neurons in the dorsal raphe were carried out as previously
described (Guiard et al., 2008). The single-barreled glass micropipettes were posi-
tioned using the following coordinates (in mm from lambda): AP, —0.5 to 1; L,
04 0.1; V, 2.5 to 3.5. Presumed 5-HT neurons were identified by their characteristic
slow, regular firing rate (0.5—2.5 Hz) and long duration action potential (2—5 ms)
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(Aghajanian and Vandermaelen, 1982). Electrophysiological data were expressed as
mean + S.E.M of the firing rate. The number of spontaneously active 5-HT neurons
was also determined in each experimental group and data were expressed as
mean + S.E.M of neurons recorded per tract.

2.7. RNA isolation and SERT expression

Coronal brain slices were performed using a Brain matrix, and dorsal raphe
nuclei were separated under the microscope from the rest of the tissue and directly
put in TRIzol (Invitrogen®, USA). Total RNA from raphe nuclei was extracted from
brain sections in TRIzol and assessed by chromatography (Agilent Bioanalyzer, Santa
Clara, USA). Samples with an expert scoring number (RIN) above 7.2 were consid-
ered of good quality. 2 ug of RNA were then reverse-transcribed with Anchored-
Oligo(dT);g primers (Deltheil et al., 2008). Small PCR products (80—200 base-pairs)
PCR products were amplified in triplicates using a LightCycler® Carousel-Based
System (Roche, Mannheim, Germany) and SYBR Green PCR Master Mix Reagent
(LightCycler® RNA Amplification Kit SYBR Green, Roche). Primer-dimers were
assessed by amplifying primers without cDNA. Primers were retained if they
produced no primer-dimers or non-specific signal after 35 cycles. Results were
calculated as relative intensity compared to B-actin, and the 2-8AC method with the
tested primers was used to calculate the relative expression levels of the transcripts
(Schmittgen and Livak, 2008).

2.8. Data analysis and statistics

For all experiments, statistical data analysis (StatView 5.0 Abacus Concepts,
Berkeley, CA, U.S.A) used means + S.E/M. Student t-tests, one- or two-way ANOVA
(on repeated measures for body temperature) were used followed by Fisher Pro-
tected Least Significance Difference post hoc test. Significant level was set at p < 0.05.

Open Field

3. Results

3.1. Behavioral phenotyping of 5-HT4/18+/+ and 5-HT1p/13—/—
mice and their response to chronic paroxetine treatment

3.1.1. Open field test

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on the number of
entries in the center zone and the time spent in the center revealed
significant main effects of genotype factor [F(1,47) = 5,96; p < 0.05],
treatment factor [F(1,47)=9.38; p<0.01] and treat-
ment x genotype interaction between these two factors [F(1,47) =
5.38; p < 0.05] (Fig. 1A). Two-way ANOVA (treatment x genotype)
on the time spent in the center revealed significant main effects of
genotype factor [F(1,47) = 25.21; p < 0.001], no significant effect of
treatment factor [F(1,47)=0.064; p=0.80] and no treat-
ment x genotype interaction [F(1,47)=0.65; p=0.42] (Fig. 1B).
Thus, 5-HT14;18—/— mice displayed a basal anxious-like phenotype
characterized by a decrease in the number of entries and the time
spent in the center compared to control mice (p < 0.001). Chronic
treatment with paroxetine reversed this phenotype in part: it
increased the number of entries in 5-HT1a;1p—/— mice (p < 0.01)
and flattened the baseline difference observed between mutant
and control mice (p=0.95). This treatment induced a 4-fold
increase in the time spent in the center in 5-HT15/18—/— mice but
this effect failed to reach statistical significance.
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Fig. 1. Effects of chronic paroxetine on 5-HTya1g—/— and 5-HT1a/18+/+ mice behavior in the open field (A, B, C) and in the elevated plus maze (D, E, F). Results are expressed as
means =+ SEM of parameters measured in 5-HT;4;18-+/+ (empty bars) and 5-HT;4/13—/— mice (full bars): Left panel: Open field: number of entries in the zone of the center (Fig. 1A),
time spent in the center (in seconds, Fig. 1B), and total locomotor activity (Fig. 1C); Right panel: Elevated plus maze: time spent in the open arms (in seconds, Fig. 1D), number of
entries in the open arms (Fig. 1E), and time spent in the closed arms (in seconds, Fig. 1F), ** p < 0.01 significantly different from corresponding vehicle group ; §§ p < 0.01, §§§
p < 0.001 significantly different from 5-HT;a/1+/+ mice. Two-way ANOVA followed by a PLSD post hoc test, n = 11-14 animals per genotype and per treatment.
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Two-way ANOVA (treatment x genotype) on the total
ambulatory distance revealed significant main effects of genotype
factor [F(1,47)=48.08; p <0.001], no significant main effect of
treatment factor [F(1,47)=0.07; p=0.79] and no treat-
ment x genotype interaction [F(1,47)=0.06; p=0.80] (Fig. 1C).
Thus, 5-HTia;1g—/— mice displayed a 3-fold decrease in basal
locomotor activity compared to controls (p < 0.001). This decrease
in locomotor activity seemed to be driven by the anxious pheno-
type, since there was no effect of genotype on the home-cage
activity during 24 h (Supplementary Fig. S2 and Supplementary
Materials).

3.1.2. Elevated plus maze test (EPM)

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on the number of
entries in the open arms and the time spent in the open arms
revealed significant main effects of genotype factor [entries:
F(1,46)=11.81; p<0.01 time: F(1,46)=17.45; p <0.001], not of
treatment factor [entries: F(1,46)=2.19; p=0.15; time: F(1,46) =
0.39; p=0.53], and no treatment x genotype interaction [entries :
F(1,46) = 0.24; p = 0.63; time: F(1,46)=0.71; p = 0.40] (Fig. 1D and
E). Thus, 5-HTa;18—/— mice displayed an anxious-like phenotype
manifested by a decrease in the open arms entries (p < 0.01) and
time spent in the open arms (p < 0.01) as compared to controls. No
statistical differences between 5-HTqa/1g+/+ and mutant mice
were then observed after chronic paroxetine administration
(entries: p=0.05; time: p = 0.08).

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on the time spent in
the closed arms revealed significant main effects of genotype factor
[F(1,46) = 21.74; p < 0.001], not of treatment factor [F(1,46)=1.47;
p=0.23], and no treatment x genotype interaction [F(1,46) = 1.18;
p = 0.28] (Fig. 1F). The increase in time spent in the closed arms by
untreated 5-HTia13—/— mice compared to their controls
(p<0.001) disappeared after chronic paroxetine treatment
(p=0.05).

3.1.3. Novelty suppressed feeding test (NSF)

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on latency values
revealed significant main effects of genotype factor [F(1,46) = 8.15;
p<0.01], treatment factor [F(1,46)=15.45; p <0.001], but no
treatment x genotype interaction [F(1,46)=0.12; p=0.73]
(Fig. 2A). Untreated 5-HTqa;1p—/— mice displayed a majored
increase in the latency to feed compared to 5-HTqaj1g+/+ mice
(p<0.05). Thus, the anxious phenotype of 5-HTqsj1p—/— mice
observed in the open field experiment was confirmed in this
paradigm. The chronic paroxetine treatment decreased the latency
to feed in both 5-HTqa/18+/+ and 5-HT1a;13—/— mice (p < 0.05 for
both strains), but a difference between genotypes still occurred
following chronic paroxetine treatment (p < 0.05).

Neither treatment nor genotype had an effect on food intake
measured after the test (genotype [F(1,46)=2.62; p=0.12],
treatment [F(1,46) = 2.34; p=0.13], treatment x genotype interac-
tion [F(1,46) = 0.07; p =0.79]) (Fig. 2B).

3.2. 5-HT1a/18 —/— mice did not respond to acute or chronic
paroxetine administration in the mouse forced swim test (FST)

In wild type mice, both acute or chronic paroxetine adminis-
tration increased mobility time in the FST, as already described
(David et al, 2003b). The response to these treatments was
different in 5-HT1a;18 —/— mice.

3.2.1. Acute administration (Fig. 3A)

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on the mobility time
revealed significant no effects of genotype factor [F(1,61)=0.22;
p=0.64] and treatment factor [F(1,61)=115; p=0.29], but an
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Fig. 2. Effects of chronic paroxetine on 5-HT;4;18—/— and 5-HT;a;18-+/+ mice behavior
in the novelty suppressed feeding test. Results are expressed as means -+ SEM of the
latency to feed (in seconds, Fig. 2A), and the food intake after the test (in grams)
(Fig. 2B) in 5-HTqa1+/+ (empty bars) and 5-HT;a13—/— mice (full bars). * p < 0.05
significantly different from corresponding vehicle group; § p <0.05 significantly
different from 5-HT;/18+/+ mice. Two-way ANOVA followed by a PLSD post hoc test,
n=11-14 animals per genotype and per treatment.
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interaction between these two factors [F(1,61) = 2714; p < 0.001].
5-HT1a/18—/— displayed a change in basal activity i.e., mobility time
was increased compared to WT littermates (p <0.01). Acute
paroxetine administration (8 mg/kg) increased the mobility time of
5-HTqa/18+/+ (p < 0.05), while it decreased it in 5-HT14/13—/— mice
(p<0.001).

3.2.2. Chronic administration (Fig. 3B)

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on the mobility time
revealed significant main effects of genotype factor [F(1,46) = 6.88;
p < 0.05], not of treatment factor [F(1,46) = 0.56; p = 0.45], and an
interaction between these two factors [F(1,46) = 12.28; p < 0.001].
Chronic paroxetine administration increased the mobility time in
5-HT1aj18+/+ (p < 0.01) but not —/— mice (p = 0.12). In this second
experimental cohort, 5-HT14/18—/— mice also displayed an increase
in basal activity compared to WT littermates (p < 0.05). After
4-weeks of paroxetine administration, there was no difference
between genotypes as mobility duration was increased in the
5-HT1a/18+/+ group, without any change in the treated mutants.

3.3. 5-HT1a/18—/— mice were sensitive to acute administration
of diazepam or paroxetine in the elevated plus maze test

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on open arm entries
revealed significant main effects of genotype factor [F(1,68) = 19.62;
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Fig. 3. Effects of acute (A) and chronic paroxetine (B) on the behavior of 5-HT14;18 —/—
and +/+ mice in the forced swimming test. Results are expressed as means + SEM of
the mobility time (in seconds). Fig. 3A: 5-HT;a15 +/+ (empty bars) and 5-HTq4/15 —/—
mice (full bars) received either the vehicle or acute paroxetine (8 mg/kg, i.p.) 30 min
before the test (n =13—19 animals per genotype and per treatment). Fig. 3B: 5-HT1a/18
+/+ (empty bars) and 5-HTa/18 —/— mice (full bars) received either the vehicle or
chronic paroxetine (16 mg/kg/day during 28 days) (n=12—13 animals per genotype
and per treatment). * p < 0.05; ** p < 0.01;*** p < 0.001 significantly different from the
genotype-matched vehicle group; § p <0.05 ; §§ p <0.01 ;§§§ p < 0.001 significantly
different from 5-HT;4/18+/+ mice. Two-way ANOVA followed by PLSD post hoc test.

p <0.001], treatment factor [F(2,68)=16.48; p <0.001] and no
treatment x genotype interaction [F(2,68) = 1.94; p = 0.15] (Fig. 4A).
5-HT15/18—/— mice displayed an elevated anxious basal behavior
than 5-HT1a/18+/+ mice (p < 0.001). In this test, paroxetine had an
anxiogenic effect in 5-HTya;1g+/+ mice (p <0.05), but not in
mutants (p = 0.41). By contrast, an acute dose of diazepam (1 mg/kg,
i.p.) increased the number of entries in open arms in both
5-HTqa/18+/+ (p<0.05) and 5-HTja3—/— mice (p<0.01), in
keeping with its anxiolytic-like activity.

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on time spent in the
open arms revealed significant main effects of genotype [F(1,67) =
6.56; p<0.05] and treatment [F(2,67)=10.0; p < 0.001], but no
treatment x genotype interaction [F(2,67)=2.44; p=0.09]
(Fig. 4B). Thus, 5-HTia;1—/— mice displayed more anxious-like
basal behavior than their controls (p < 0.01). Paroxetine had no
effects in 5-HT1a;1g—/— mice (p=0.56), but a significant anxio-
genic-like effect in 5-HTya;1g+/+ mice (p <0.05). By contrast,
diazepam increased the time spent in open arms in both
5-HT1a18+/+ (p < 0.01) and 5-HT1a/13—/— mice (p < 0.05).

Two-way ANOVA (treatment x genotype) on time spent
in the closed arms revealed significant main effects of genotype
factor [F(1,68) = 14.61; p < 0.001], treatment factor [F(2,68) = 11.77;
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Fig. 4. Effects of the acute administration of diazepam or paroxetine on 5-HT;a/18-+/+
and 5-HT1a/13—/— mice’ behavior in the elevated plus maze test. Results are expressed
as means + SEM of number of entries in the open arms (Fig. 4A), time spent in the open
arms (in seconds, Fig. 4B), and time spent in the closed arms (in seconds, Fig. 4C). 5-
HT1aj18+/+ (empty bars) and 5-HTqa/18—/— mice (full bars) received either the vehicle
or diazepam (1 mg/kg; i.p.) (n=10—15 mice per group). * p <0.05; ** p <0.01;***
p < 0.001 significantly different from the corresponding vehicle group; § p < 0.05; §§
p < 0.01;58§ p < 0.001 significantly different from 5-HT;4;18+/+ mice. Two-way ANOVA
followed by a PLSD post hoc test, n=11—15 animals per genotype and per treatment.

p < 0.001] and no treatment x genotype interaction [F(2,68) = 1.88;
p = 0.16] (Fig. 4C). 5-HT4;13—/— mice spent more time in the closed
arms than 5-HT1a;1+/+ mice (p < 0.001). Paroxetine had no effect
inboth 5-HT1a;18+/+ and 5-HT1a/18—/— mice (p = 0.10 and p = 0.56,
respectively). Diazepam decreased the time spent in the closed arms
in both 5-HT1a/18+/+ (p < 0.05) and 5-HT1a;18—/— mice (p < 0.001).

3.4. Behavioral consequences of stress induced hyperthermia
in 5-HT;4/1p+/+ and —/— mice

Two-way ANOVA on repeated measurements showed no
effects of genotype (F[1,40] = 0.62, p = 0.44), but an effect of stress
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(F[1,40] =51.22, p<0.001) and an interaction between these
two factors (F[1,40] = 21.47, p < 0.001; Fig. 5). At TO, 5-HT1a18—/—
mice displayed an elevated basal body temperature compared to
5-HTia/18+/+ mice (p < 0.01). This higher body temperature was
confirmed in another set of experiments using another cohort of
animals and performed at 2PM (data not shown). Ten minutes later
(T10), analysis of AT demonstrated that 5-HTqa/1s+/+, but not
5-HTqa/1—/— mice (p=0.48), had an elevated body temperature
(+1.1 °C), generated by the stress of inserting the rectal probe at TO
(p <0.001).

3.5. Basal extracellular levels of 5-HT in the frontal cortex
and DRN in 5-HT;4/18+/+ and 5-HT4/13—/— mice

Table 1 shows the means + S.E.M. of basal [5-HT]ex: levels in the
frontal cortex (in fmol/20 pl) and DRN (in fmol/10 pl) of the various
groups of mice studied. Basal [5-HT]ext were significantly
increased in both the frontal cortex [F(1,27) = 14.46, p < 0.001] and
DRN [F(1,40)=8.54, p < 0.01] in 5-HT1a;13—/— mice compared to
controls.

3.6. Deletion of 5-HT4 and 5-HT;p receptors potentiated the
increase in 5-HT outflows induced by paroxetine administration

In the frontal cortex and DRN (Fig. 6A—D), the lack of both
5-HT;4 and 5-HT;p autoreceptors potentiated the effects of parox-
etine on [5-HT]ex:: two-way ANOVA (treatment x genotype) on
AUC values revealed significant main effects of genotype factor
[frontal cortex: F(1,25)=78.84; p < 0.001. DRN: F(1,22)=9.04;
p<0.01], treatment factor [frontal cortex: F(1,25)=151.68;
p<0.001. DRN: F1,22)=22.53; p<0.001] and treat-
ment x genotype interaction [frontal cortex: F1,25)=76.60;
p <0.001. DRN: F(1,22)=9.82; p < 0.01]. The acute administration
of paroxetine (4 mg/kg, i.p.) increased [5-HT]ex: in both regions in
5-HT1a/18+/+ (frontal cortex: p < 0.05. DRN: p < 0.001) and 5-HT14,
18—/— mice (frontal cortex: p < 0.01. DRN: p < 0.001), but this effect
was much stronger in 5-HTja/13—/— than in 5-HTja/18+/+ mice
(frontal cortex: p < 0.001. DRN: p < 0.01). After chronic paroxetine
treatment, the paroxetine challenge produced a significant increase
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Fig. 5. Behavioral consequences of stress induced hyperthermia in 5-HTiaj1s+/+
and —/— mice. Results are expressed as means+ SEM of rectal temperature in
5-HTa/18+/+ (O) and 5-HTy5/13—/— mice (@ ) measured at two different times (T=0
and T=10 min). **p < 0.01 significantly different from the T0; §§ p < 0.01 significantly
different from 5-HT5/15+/+ mice. Two-way ANOVA followed by a PLSD post hoc test,
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Table 1
Basal extracellular 5-HT levels in the frontal cortex (FCX) and Dorsal Raphe Nucleus
(DRN) in 5-HTqa/15+/+ and 5-HT;4/15—/— mice.

5—HT1A/1B+/+ mice

2.41 (£0.16; n=13)
13.50 (+£0.88; n =15)

5-HT;a/18—/— mice

3.41(£0.11; n=16)
19.64 (+1.80; n=27)

FCX (fmol/20 ul)
DRN (fmol/10 pul)

Results are expressed as means of basal 5-HT levels (+ SEM, n = # of mice).

in cortical [5-HT]ex in 5-HTqa/18-+/+ mice compared to the vehicle-
treated group (AUC =204 +10.5% ; p < 0.001) (insert, Fig. 6B).

3.7. Influence of 5-HT141p deletions in mice on basal firing rate
in the dorsal raphe nucleus (DRN)

A student t-test on the firing rate of DRN 5-HT neurons indicated
that the mean spontaneous firing rate of these neurons was
significantly higher in 5-HTip—/— mice than in controls
(2.4 +0.1 Hz vs. 1.2 £ 0.1 Hz, respectively; p < 0.001, Fig. 7A and B).
Interestingly, the mean number of DRN 5-HT neurons recorded per
track was also significantly higher in 5-HT1a;1p—/— mice than in
controls (Fig. 7C, n=15 tracks per genotype; p < 0.001).

3.8. Influence of 5-HT141p deletion in mice on SERT expression
in the raphe nuclei

qPCR analysis of SERT expression in the DRN shown a 28%
decrease in SERT mRNA levels in 5-HTia13—/— mice when
compared to 5-HTq4/1p+/+ mice (Fig. 8; (F[1,24] = 13.88, p < 0.001).

4. Discussion

This neurochemical and behavioral characterization of a mouse
line knock-out for both 5-HTi4 and 5-HTqg receptor genes
complements the few studies performed in similar models
(Alexandre et al., 2004; Bonaventure et al,, 2002). 5-HTqa18 —/—
mice display a robust, “hyper-anxious” phenotype associated with
(i) increased basal firing rate of DRN 5-HT neurons; (ii) increased
basal [5-HT]ex: levels in both the DRN and frontal cortex;
(iii) increased basal body temperature, and (iv) an increased reac-
tivity to stress induced by the FST. This “hyper-anxious” phenotype
is corrected in part by either acute diazepam or chronic SSRI
administration.

4.1. 5-HT4/13 —/— mice basal phenotype

The anxious-like basal phenotype of the double KO mice
appears to be driven mainly by the lack of the 5-HT;a rather than
that of 5-HTp receptors. Indeed, there is convincing evidence that
5-HT15—/— mice may represent a “genetic model of anxiety” (Toth,
2003), while studies performed in 5-HT13—/— mice suggest that
these exhibit similar or less anxious-like behavior than controls
(Brunner et al., 1999; Crabbe et al., 1999; Lopez-Rubalcava et al.,
2000; Malleret et al., 1999). Furthermore, 5-HT; receptor antago-
nists display anxiolytic-like properties (Dawson et al., 2006). The
hypolocomotion of the double mutants in the open field may well
be associated with their anxious phenotype as both anxious-like
behavior and hypolocomotion share similar neural pathways or
genes (Yilmazer-Hanke, 2008) and co-occur in this test (Holmes
et al.,, 2002). Indeed, 24-hours home cage activity measurement
indicated that 5-HTa1—/— mice display as much locomotion as
their wild-type littermates. 5-HT14—/— mice also display similar
activity compared to their littermates, while 5-HT{g—/— mice
display similar or increased total activity, as observed in the open
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field paradigm (Crabbe et al., 1999; Malleret et al., 1999; Saudou
et al., 1994; Scearce-Levie et al., 1999; Zhuang et al., 1999).

This hyper-anxious state was also reflected in the FST, as
5-HT1a;18—/— mice displayed a robust basal increase in mobility, an
effect also observed in single 5-HTjp—/— mice (Guilloux et al.,
2006; Parks et al., 1998; Ramboz et al, 1996), but not in
5-HTg—/— mice (Trillat et al., 1998a). This suggests that the genetic
inactivation of 5-HT;a receptors enhanced the response of double
mutant mice to stressful conditions, an effect that is not modified
by inactivation of 5-HTp receptors.

Using neurochemical techniques, we tried to link the anxious-
like phenotype of 5-HTis;13—/— mice to changes in variation in
serotonin neurotransmission. We found that the anxiogenic
phenotype of 5-HTa;1—/— mice correlated with a 40% increase in
serotonergic tone in both the frontal cortex and DRN. Compara-
tively, a single mutation did not change basal frontocortical
[5-HT]ext, neither in single 5-HT1ao—/— mice (Guilloux et al., 2006;
Knobelman et al, 2001b), nor in single 5-HT{g—/— mice
(De Groote et al., 2002a; Gardier et al., 2003; Malagie et al., 2001).

These results suggest a lack of tonic control exerted by these
autoreceptors on basal 5-HT release and that, in the single mutants,
compensatory changes in the remaining autoreceptor subtype or
other secondary developmental adaptations compensate for the
absence of the missing autoreceptor.

Similarly, in pharmacological experiments, the co-perfusion of
5-HT 4 and 5-HT;p receptor antagonists in the raphe nuclei of rats
has been shown to increase the local efflux of 5-HT, as measured by
fast cyclic voltammetry, while no effects were observed when the
antagonists were perfused separately (Roberts and Price, 2001),
suggesting a synergistic effect of the blockade of both receptors on
serotonergic tone. Conversely, it would seem that compensatory
changes observed in terminal brain regions of 5-HT neurons in
either 5-HT1p—/— mice (Knobelman et al., 2001a; Ramboz et al,,
1998) or 5-HTg—/— mice (Knobelman et al., 2001a; Shippenberg
et al, 2000) may not be sufficient to dampen the increase in
activity of these neurons.

Our electrophysiological results were consistent with the
microdialysis data. Indeed, the mean spontaneous firing rate of
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5-HT neurons was doubled in 5-HT14/18—/— mice, with 65% of 5-HT
neurons still firing in the range measured in 5-HTa/18+/+ mice, as
also observed in 5-HTj4—/— mice (Richer et al., 2002). Thus, the
deletion of the 5-HT;p receptor did not amplify the consequences of
the deletion of the 5-HT;a receptor on the firing rate of DRN 5-HT
neurons. The alterations in 5-HT neurotransmission could also be
related to changes in the activity or density of the 5-HT reuptake
transporter. Indeed, a 28% decrease in SERT mRNA expression was
measured in the DRN in 5-HTq4/13—/— mice, which should decrease
5-HT clearance and might thus be responsible for increased basal
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Fig. 8. Influence of 5-HT;a/1p deletion on SERT expression in the dorsal raphe nuclei
(DRN). Data are expressed as percentage of relative expression in 5-HTa/1+/-+ (empty
bars) and 5-HT1a/18—/— mice (full bars). §§ p < 0.01, significantly different from 5-HT;a,
18+/+ mice (n =12 animals per genotype).

dialysate 5-HT levels. By contrast, it is known that SERT distribution
is unchanged in the frontal cortex or DRN of 5-HTipo—/— or
5-HT{g—/— mice (Ase et al., 2001). While a repressive effect of high
serotonin levels on SERT expression cannot be ruled out, no study
has yet observed such an effect. Indeed, chronic SSRIs treatments
are known to reduce SERT binding and protein levels without
affecting mRNA, but by stimulating microRNA-16 levels (Baudry
et al., 2010). Furthermore, no studies have looked at the effects of
chronic treatment that increase serotonin levels (without acting
directly on the serotonin transporter like monoamine oxydase
A inhibitors) on serotonin transporter expression.

These neurochemical variations may account for the elevated
basal body temperature found in these 5-HT14;1—/— mutant mice.
Basal body temperature was not changed in single 5-HT15—/— mice
(Gross et al, 2002), while stress-induced hyperthermia was
described in single 5-HT{g—/— mice (Bouwknecht et al.,, 2001).
Thus, surprisingly, the increased basal body temperature found in
double mutant mice may result from the deletion of terminal
5-HTp autoreceptors rather than of somatodendritic 5-HTia
autoreceptors.

The respective role of pre- versus postsynaptic 5-HTi4 and
5-HTqp receptors is difficult to fully discriminate. Microdialysis,
electrophysiology and body temperature measurements are tech-
niques that mainly assess the presynaptic receptors function/
activity, and thus we observed that deletion of both these receptors
relieve the inhibition exerted by these autoreceptors on seroto-
nergic neurons. Behavioral analyses reflect roles of both pre- and
postsynaptic receptors, thus rending difficult the discrimination of
each. However, as we published previously using genetic and
pharmacologic approaches in the FST (Guilloux et al., 2006), post-
synaptic 5-HT;p receptors might be important for obtaining an
antidepressant response to SSRI administration.

4.2. Acute SSRI treatment increases dialysate [5-HT] levels response,
but has no antidepressant-like effect in the FST in 5-HT;4/1—/—
mice

Genetic blockade of 5-HT;a and 5-HT;p receptors resulted in
greater SSRI increases of dialysate 5-HT levels in the FCX and the
DRN of 5-HTya13—/— compared to 5-HTqaj1p+/+ mice. Thus, in
5-HT1p/18—/— mice, the 5-HT level response to acute SSRI treatment
was similar to that of a chronic treatment in 5-HTq4/1p+/+ mice,
which leads to desensitization of both 5-HTq4 (Blier et al., 1987;
Hervas et al., 2001) and 5-HTp autoreceptors (Moret and Briley,
1996; Sayer et al., 1999), that is responsible for a greater SSRI-
induced increase in dialysate 5-HT levels (insert in Fig. 6A). By
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Table 2

Comparison between single and double constitutive KO mice for 5-HT;4 and/or 5-HT;p receptors.

5-HTip —/—
(compared to respective controls)

5-HTip —/—
(compared to respective controls)

5-HTqa8 —/—
(compared to respective controls)

Electrophysiology on 5-HT neurons in the DRN

Basal ~ =200% (Richer et al., 2002)
Acute SSRI Not tested

Chronic SSRI Not tested

Microdialysis
Basal [5-HT]ext Unchanged in the FCX

(Guilloux et al., 2006), Striatum

(He et al., 2001; Knobelman et al., 2001b)
and in the DRN (Bortolozzi et al., 2004;
Guilloux et al., 2006)

Effects of Acute SSRI FCX and DRN: ~ (Guilloux et al., 2006)

on [5-HT]ext

Effects of Chronic SSRI
on [5-HT]ext

Not tested

Behavior
Basal anxiety ~ Anxiety (Heisler et al., 1998;
Parks et al., 1998;

Ramboz et al., 1998)

Acute SSRI ~ of SSRI efficacy in the FST
(Guilloux et al., 2006)
Chronic SSRI Anxiety-phenotype unchanged

(Santarelli et al., 2003)

Body temperature
Basal Unchanged (Groenink et al., 2003)

Unchanged (Evrard et al., 1999)
N\ sensitivity (Evrard et al., 1999)
Not tested

Unchanged in the FCX

(De Groote et al., 2002b;

Trillat et al., 1997) and in the
hippocampus (De Groote et al., 2002a;
Trillat et al., 1997)

Hippocampus: ~ (De Groote et al., 2002a;
Malagie et al., 2002; Malagie et al., 2001)
or unchanged (Knobelman et al., 2001a;
Knobelman et al., 2001b). FCX ~ x2

(De Groote et al., 2002b)

FCX and Hippocampus: unchanged
(Gardier et al., 2003)

Unchanged (Sari, 2004)

\. of SSRI efficacy in the FST
(Gardier et al., 2001)

»~ =200%
Not tested
Not tested

~ 40% in FCX and DRN

~ ~ =300% in FCX and DRN

Not tested

~ Anxiety

\. of SSRI efficacy
in the FST

Not tested Reversion of the
anxious-phenotype
Unchanged (Groenink et al., 2003) v

comparison, selective 5-HTy4 or 5-HT;g receptor antagonists have
also been shown to potentiate the effects of an acute dose of SSRI on
dialysate 5-HT levels in the fontal cortex of either wild-type mice
(Malagie et al., 2001) or rats (Hervas et al.,, 2001). Interestingly,
however, the increase in 5-HT dialysate after acute paroxetine in 5
HT1a;18—/— mice was not reflected in a greater antidepressant-like
effect in the FST (Fig. 3).

Indeed, because 5-HTip—/— mice display a much greater
sensitivity to acute SSRI in the FST (Guilloux et al,, 2006), we
expected to observe similar effects in 5-HTja;13—/— mice. Here,
we observed that a paroxetine dose that induced an antidepres-
sant-like effect in 5-HTqa;18+/+, decreased the mobility time in
5-HT1aj18—/— mice. Such a phenomenon could be due to the very
high elevation of dialysate 5-HT levels in both the FCX and DRN
following paroxetine administration (observed in microdialysis
experiments), which could be reflected in this behavioral test as
a serotoninergic syndrome (i.e., mice are unable to swim during
most of the test) (David et al., 2003b). However, at other low doses
tested (1 and 4 mg/kg, i.p.), paroxetine had no antidepressant-like
effect in 5-HTip—/— mice (data not shown). Interestingly,
paroxetine did not induce a similar effect after chronic adminis-
tration, thus suggesting that, in the FST, effects obtained after
acute or chronic paroxetine administration rely on different
mechanisms. However, in keeping with our previous work, and
here in 5-HT1a/18—/— mice after both acute and chronic paroxetine
administration, we confirmed that activation of 5-HT; receptors
dampens the effects of SSRI in the forced swim test (Guilloux et al.,
2006), while activation of 5-HT1g receptors is necessary to produce
an antidepressant-like response in this test (Gardier et al., 2001).

4.3. Chronic SSRI treatment reverses the anxious-like
phenotype of 5HT;4/1—/— mice

"To increase the validity of the present animal model of anxiety,
we confirmed in the elevated plus maze test that 5-HTq4/1—/— mice

respond to the acute administration of diazepam, as reported in
other mice with elevated anxiety (Griebel et al., 2000; Olivier et al.,
2001). SSRIs can also be effective in relieving anxious states in
patients, without inducing the dependence observed with benzo-
diazepines. Here, chronic (28-days) paroxetine treatment attenu-
ated the basal anxious-like phenotype of 5-HT1a;1—/— mice in all
behavioral tests performed. In 5-HTq/1g+/+ mice, it only had an
effect in the NSF. These findings are consistent with clinical studies
reporting beneficial effects of chronic SSRI treatment in anxiety
disorders in humans, with only minor or no effects in control
subjects (e.g., Stocchi et al., 2003). Similarly, SSRIs are effective in
animal models of high anxious-like states, but not in controls or in
non-anxious strains of mice (David et al., 2009; Dulawa et al., 2004).
The possible mechanisms through which chronic paroxetine treat-
ment has an anxiolytic-like effect could involve serotonin, but also
other neurotransmitter systems. Indeed, paroxetine possesses
moderate affinity (<50 nmol/L) for the norepinephrine and dopa-
mine transporters (Owens et al., 2001) and in vivo, paroxetine has
been shown to increase cortical extracellular levels of norepineph-
rine in mice (David et al., 2003a). Thus, the behavioral effects
measured in 5-HT14;13—/— mice after chronic SSRI treatment could
reflect a combination of the action of antidepressants on both the
serotoninergic and other monoaminergic systems. Furthermore, the
present data confirm the hypothesis that some behavioral effects of
chronic SSRI might not require the activation of 5-HT4 receptors
(Holick et al., 2008), nor, as shown here, the activation of 5-HT;p
receptors. Other molecular and cellular phenomena, such as
hippocampal neurogenesis could contribute to the anxiolytic-like
effects of SSRIs, even though no study has yet clearly demonstrated
the 5-HTq4 and/or 5-HTp receptor dependency of this process.

4.4. Concluding remarks

Table 2 summarizes major similarities and differences reported
between single (literature) and double KO (here) mice for 5-HTq5
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and/or 5-HTip receptors. The phenotype of 5-HTia;1—/— mice
shows many similarities with that of 5-HT14—/— mice. However,
deletion of both receptors did not block the response to antide-
pressant treatment in several tests of anxious-like behavior. While
the present study focused on the impact of the combined deletion
of 5-HT1a and 5-HT;p receptors on the brain serotonergic system,
other neurotransmitter systems may be affected, especially since
5-HT;p heteroreceptors are also known to control the release of
GABA and glutamate (Maura et al., 1998). The 5-HT;4/13—/— mice
model nevertheless emphasizes the role of both 5-HT14 and 5-HTp
receptors in the physiopathology of anxiety, and reveals that the
deletion of these two receptors does not significantly impact on the
anxiolytic-like properties of a chronic SSRI treatment.
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ARTICLE 2: Les autorécepteurs 5-HT 14 sont nécessaires et suffisants pour la formation
normale des circuits qui sous-tendent I'anxiété innée

Richardson-Jones JW, Craige CP, Hai Thanh Nguyen, Kung HF, Gardier AM, Dranovsky A,
David DJ, Guiard BP, Beck SG, Hen R, Leonardo ED.

The journal of Neuroscience, 31(16) : 6008-6018

Résumé : Le but de cette étude était de distinguer le role de I’auto- et de 1’hétéro-récepteur 5-

HT;a a I’aide de souris transgéniques privées de 1’un ou de 1’autre de ces récepteurs au cours
des périodes de la vie distinctes (tout au long de la vie ou a I’age adulte).
Principaux résultats

® A I’aide de la technique d’¢lectrophysiologie, il a été¢ observé que I’activation de la
décharge électrique des neurones 5-HT dans le NRD induite par le 5-CT (agoniste 5-HT; 7)
était diminuée dans le noyau du raphé chez la souris Auto-KO et dans la région CAL de
I’hippocampe chez la souris Hétéro-KO. De plus, dans le test présynaptique d’hypothermie
induite par le 8-OH-DPAT (agoniste des autorécepteurs 5-HT;a), une diminution de la
température corporelle basale a été reportée chez la souris Hétéro-KO mais pas chez la souris
Auto-KO validant ainsi nos mod¢les d’étude.

® A l’aide de la technique de microdialyse intracérébrale, nous avons pu observer
qu’en conditions basales, les souris Auto-KO possédaient des concentrations corticales
extracellulaires de 5-HT ([5-HT]ext) plus élevées par rapport aux souris contrdles (Auto-WT).
De plus, la délétion de ce récepteur a permis de potentialiser I’effet d’une dose challenge de
fluoxétine (400%) par rapport aux souris auto-WT (250%).

® A l’aide des tests comportementaux, les résultats ont montré que les souris Auto-
KO présentaient un phénotype anxieux sans toutefois de modifications de réponse dans le test
de la nage forcée. Les souris Hétéro-KO, dont la mutation a été provoquée a 1’age adulte n’ont
présenté aucune modification de leur comportement dans les tests d’anxiété ou de désespoir.
En revanche, I’inactivation des hétéro-récepteurs depuis le début de la vie a diminué le temps
de mobilité dans le FST chez les souris hétéro-KO comparées au souris controles.
Conclusion

L’ensemble de ces résultats a permis d’établir des roles distincts pour les deux
populations de récepteurs (auto- et hétéro-récepteur 5-HT;a) dans la modulation des
comportements de type anxieux et non anxieux. Contrairement aux hétéro-recepteurs, il
semble que les autorécepteurs 5-HT1a soient nécessaires et suffisants pour 1’établissement des

comportements anxieux.
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Serotonin-1A Autoreceptors Are Necessary and Sufficient for
the Normal Formation of Circuits Underlying Innate Anxiety

Jesse W. Richardson-Jones,' Caryne P. Craige,> Thanh H. Nguyen,® Hank F. Kung,* Alain M. Gardier,> Alex Dranovsky,'°
Denis J. David,? Bruno P. Guiard,’ Sheryl G. Beck,? René Hen,'->¢ and E. David Leonardo'-°

Department of Psychiatry, Columbia University, New York, New York 10032, 2Department of Anesthesiology, Children’s Hospital of Philadelphia and
University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania 19312, 3Faculté Pharmacie, Université Paris Sud, Chatenay-Malabry, F-92296 France, “Department
of Radiology, University of Pennsylvania, Philadelphia, Pennsylvania 19104, *Department of Neuroscience, Columbia University, New York, New York
10032, and 5The New York State Psychiatric Institute, New York, New York 10032

Identifying the factors contributing to the etiology of anxiety and depression is critical for the development of more efficacious therapies.
Serotonin (5-HT) is intimately linked to both disorders. The inhibitory serotonin-1A (5-HT, , ) receptor exists in two separate populations
with distinct effects on serotonergic signaling: (1) an autoreceptor that limits 5-HT release throughout the brain and (2) a heteroreceptor
that mediates inhibitory responses to released 5-HT. Traditional pharmacologic and transgenic strategies have not addressed the distinct
roles of these two receptor populations. Here we use a recently developed genetic mouse system to independently manipulate 5-HT, ,
autoreceptor and heteroreceptor populations. We show that 5-HT, , autoreceptors act to affect anxiety-like behavior. In contrast, 5-HT, ,
heteroreceptors affect responses to forced swim stress, without effects on anxiety-like behavior. Together with our previously reported
work, these results establish distinct roles for the two receptor populations, providing evidence that signaling through endogenous

5-HT, , autoreceptors is necessary and sufficient for the establishment of normal anxiety-like behavior.

Introduction

Anxiety and depression are highly comorbid disorders with par-
tially overlapping genetic predisposition, environmental risk,
symptom dimensions, and treatment profiles (Ressler and Nem-
eroff, 2000; Nemeroff, 2002). This overlap suggests that anxiety
and depression share some circuitry and neurochemistry, but can
be influenced by distinct factors.

Serotonin (5-HT) participates in the etiology and treatment of
both anxiety and depression (Rush et al., 2006; Davidson, 2009).
The most common treatments for major depressive disorder and
many anxiety disorders are the selective serotonin reuptake in-
hibitors (SSRIs), which are thought to exert their therapeutic
effects by increasing extracellular 5-HT levels (Gartside et al.,
1995). However, in contrast to the beneficial effects of SSRIs in
adults, evidence from rodent models suggest that SSRI treatment
during early development increases anxiety or depression later in
life (Caspi et al., 2003; Lira et al., 2003; Ansorge et al., 2008;
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Olivier et al., 2008; Oberlander et al., 2009). Thus, 5-HT may
affect immature and mature mood-related circuitry differently.

Serotonin is released throughout the forebrain by axons em-
anating from cell bodies located in the midbrain raphe (Barnes
and Sharp, 1999). The largely neuromodulatory effects of 5-HT
are mediated through 14 receptor subtypes, whereas 5-HT levels
are limited by two inhibitory autoreceptors expressed on 5-HT
raphe neurons (Barnes and Sharp, 1999). The 5-HT, , receptor, a
major inhibitory receptor subtype, is expressed on 5-HT raphe
neurons as an autoreceptor, limiting released 5-HT at nerve ter-
minals, and in diverse target regions as a heteroreceptor mediat-
ing cellular responses to released 5-HT. In particular, 5-HT ,
heteroreceptors are highly expressed in forebrain regions that
regulate mood and anxiety, such as the prefrontal cortex, hip-
pocampus, and amygdala (Hamon et al., 1990; Beck et al,,
1992; Riad et al., 2000). Thus, the 5-HT, , receptor can influ-
ence anxiety or depression by impacting either 5-HT levels (as
an autoreceptor) or the limbic response to released 5-HT (as a
heteroreceptor).

Diverse evidence has demonstrated that 5-HT,, receptors
contribute to the establishment of mood disorders. A functional
polymorphism in the promoter region of the human Htrla gene
(coding for the human 5-HT, , receptor) that regulates receptor
levels is linked to depression, response to antidepressants, and
amygdala reactivity (Lemonde et al., 2003; Le Frangois et al,,
2008; Fakra et al., 2009). Mice lacking all 5-HT,, receptors
throughout life display increased anxiety-like behavior (Heisler
et al., 1998; Parks et al., 1998; Ramboz et al., 1998), an effect that
is phenocopied by pharmacological blockade during the first few
postnatal weeks (Lo Iacono and Gross, 2008). Transgenic gain-
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of-function studies have likewise suggested that the 5-HT,, re-
ceptor can stably impact anxiety-like behavior during the first
weeks of life (Gross et al., 2002; Bert et al., 2006). Given this
evidence, 5-HT,, receptors may influence anxiety and depres-
sion differentially not only between subpopulations, but also
across developmental stages in an animal.

Separating both the temporal (developmental vs adult) and
spatial (autoreceptor vs heteroreceptor) roles of the endogenous
5-HT), 4 receptor in anxiety and depression has proven difficult
with existing genetic or pharmacological techniques. To inde-
pendently assess the functional role of endogenous 5-HT , auto-
receptors and heteroreceptors, we developed a genetic mouse
system with temporal and spatial specificity and tested the adult
phenotype of these animals in a number of classic, mood-related
paradigms.

Materials and Methods

Transgenic mice
5-HT, , autoreceptor knock-out mice. Mice with suppressible 5-HT, , re-
ceptors (Htrla""C) were bred as described previously (Richardson-Jones
etal.,, 2010). Htr1a"©"*'° mice demonstrate a pattern of 5-HT, , recep-
tors that is indistinguishable from the wild-type pattern. Mice with in-
ducible suppression of 5-HT , autoreceptors were homozygous for the
tetO insertion (Htrla™®""*'C), possessed one copy of the raphe-specific
tTS suppressor transgene, Pet1-tTS, and were maintained in the absence
of doxycycline (dox) throughout life (Richardson-Jones et al., 2010).
5-HT,, heteroreceptor knock-out mice. Heteroreceptor-specific sup-
pression was achieved by placing tTS under transcriptional control of
elements of the a-CaMKII promoter (Mayford et al., 1996). Briefly, an
EcoRI-BamHI fragment containing the tTS coding sequence was freed
from the pAct tTS plasmid (Mallo etal., 2003). The fragment was blunted
and cloned into the EcoRV site of the pNN265 plasmid, flanking it with a
generic 5' intron, 3’ intron, and SV40 polyA sequence (Mayford et al.,
1996). The tTS sequence flanked by introns was freed by digest with Not1
and cloned into the pMM403 plasmid, placing it under the control of
a-CaMKII promoter fragments. Lastly, the promoter fragments and tTS
coding sequence (CamK—tTS) were freed by Sfi/Srf digest and subjected
to pronuclear injection into B6CBA/F2 hybrid zygotes. Founders were
screened by PCR for tTS as described previously (Richardson-Jones et al.,
2010) and by Southern blot analysis.

Seven founder lines were generated, bred to the Htrla
ground, and screened for suppression of 5-HT, , heteroreceptors. The
three general patterns of suppression in these lines corresponded to the
previous reported activity of these promoter fragments: (1) suppression
of all receptors in the brain, (2) preferential suppression of forebrain
receptors while sparing receptors in the raphe, and (3) preferential sup-
pression of dorsal hippocampal receptors while sparing most other re-
ceptor populations (data not shown) (Gross et al., 2002; Pittenger et al.,
2002). One line was identified that displayed suppression of 5-HT,
heteroreceptors without affecting autoreceptors, and this line was used
for subsequent experiments. Mice with inducible suppression of 5-HT, ,
heteroreceptors were homozygous for the tetO insertion (Htrla'/©),
possessed one copy of the forebrain-specific tTS suppressor transgene
CamK-tTS, and were maintained in the absence of dox throughout life.

For all experiments, male Htr1a"*“**©/Pet1-tTS* and Htrla"“""**°/
CamK—tTS™ mice were bred to Hirla**®*'© females. Thus, the tTS
transgene was transmitted through the male germline, ensuring that all
pups were raised by mothers of the same genotype, regardless of dox
status. All experiments were conducted on male offspring. Animals were
maintained on a mixed 129S6/Sv, C57B6, CBA background. To control
for the effect of transgene insertion and genetic background, controls for
all experimental groups were generated by feeding Htrla'®""'9/
Pet1—tTS" or Htrla™®""*"°/CamK—tTS* animals chow containing 40
mg/kg dox (product #F5545; Bioserv) throughout life. Dox exposure in
utero in these animals was accomplished by feeding mothers with the dox
chow throughout the course of breeding. Experimental animals were fed
standard laboratory chow (Prolab Isopro RMH 3000; PMI Nutrition

tetO/tetO back-
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International) either throughout life [autoreceptor—knock-out (auto-
KO) and heteroreceptor—knock-out (hetero-KO)] or beginning at post-
natal day 50 (adult hetero-KO). To control for the possible effects of dox
on behavior, littermate controls lacking the tTS transgene, in which dox
had no effect on 5-HT, , receptor expression, were also tested in baseline
behavioral experiments. For all tests presented, dox exposure alone did
not result in any behavioral changes (data not shown).

Animal husbandry

Animals were housed in groups of three to five per cage and had ad
libitum access to food and water. Animals were maintained on a 12:12
light/dark schedule; all testing was conducted during the light period.
Animal protocols were approved by the Institutional Animal Care and
Use Committee and were conducted in accordance to the NIH Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals. Care was taken to minimize the
number of animals used and their suffering.

Receptor autoradiography

Mice were killed by cervical dislocation and decapitation. Extracted
brains were frozen immediately on crushed dry ice (—75°C) and main-
tained at —80°C until sectioning. Brains were cryosectioned at a thick-
ness of 18 wm and sections were thaw-mounted on Superfrost slides
(Fisher Scientific). Sections were maintained at —80°C until processing.
Mounted sections were processed for 4-(2'-methoxyphenyl)-1-[2'-(n-
2”-pyridinyl)-p-[ '*’TJiodobenzamido]ethylpiperazine ('**I-MPPI) au-
toradiography and receptor levels were quantified using a previously
described method (Richardson-Jones et al., 2010).

Electrophysiology

Whole-cell recordings of dorsal raphe and hippocampal CA1 pyramidal
neurons were made as previously described (Beck et al., 2004; Tsetsenis et
al,, 2007; Crawford et al., 2010). In brief, mice were killed using decapi-
tation. While submerged in a cold artificial CSF (aCSF) solution where
NaCl had been replaced with sucrose (248 mwm), the coronal slices were
cut at the level of the dorsal hippocampus and midbrain with a VT1000s
vibratome (Leica Microsystems) to generate 200 um thick brain slices.
Slices were maintained in aCSF bubbled with 95%0,/5%CO, at 36°C for
1 h and then at room temperature until used. Individual slices were then
placed in a recording chamber and continuously perfused with 32-34°C
aCSF solution bubbled with 95%0,/5%CO, with a solution flow rate of
1.5-2 ml/min. The composition of the aCSF was as follows (in mm): 124
NaCl, 2.5 KCl, 1.25 NaH,PO,, 2.0 MgSO,, 2.5 CaCl,, 10 dextrose, and 26
NaHCOj;. Neurons were visualized using Nikon E600 (Optical Appara-
tus) upright microscope fitted with a 40X water-immersion objective,
differential interference contrast, and infrared filter. Whole-cell record-
ing pipettes fabricated on a pipette puller (P-97; Sutter Instrument) had
a resistance of 6-10 M(Q) when filled with an intracellular solution con-
taining the following (in mm): 130 K-gluconate, 5 NaCl, 10 Na-
phosphocreatinine, 1 MgCl,, 0.02 EGTA, 10 HEPES, 2 MgATP, 0.5
Na,GTP, and 0.1% biocytin, pH 7.3. Recordings were collected online
with a Multiclamp 700B amplifier, Digidata 1320 A/D converter, and
Clampex 9.0 software (Molecular Devices). In current-clamp recording,
resting membrane potential, action potential (AP) threshold, AP dura-
tion, after-hyperpolarization (AHP) amplitude, and the time it takes for
the AHP to depolarize to one-half its peak amplitude were measured
directly from traces, as previously described (Crawford et al., 2010). In
voltage clamp, with a holding potential of —60 mV, the magnitude of the
outward current elicited by bath application of 100 nm 5-carboxy-
amidotryptamine (5-CT) was measured. 5-CT was chosen for these ex-
periments instead of 8-OH-DPAT as it is a high affinity full agonist, is less
lipophillic, and washes out more easily from the slices. Following the
experiment, slices were fixed for 2-3 h with 4% paraformaldehyde and
the midbrain slices were processed for immunohistochemical detection
of tryptophan hydroxylase (TPH). Identity of all recorded cells was con-
firmed by visualization of the biocytin-filled cells. Immunohistochemical
identification of each neuron recorded in patch-clamp configuration was
completed as previously described (Beck et al., 2004; Lemos et al.,
2006; Kirby et al., 2008). In brief, a standard immunohistochemistry
protocol was used on 200-um-thick slices using mouse anti-TPH
(1:200; Sigma) along with secondary donkey anti-mouse Alexa Fluor
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488 (1:200; Invitrogen). Biocytin-filled cells were visualized with
streptavidin-conjugated Alexa Fluor G38 (1:100; Invitrogen). These
cells were also labeled with NeuN (1:500; Sigma), which was visual-
ized with a donkey anti-mouse Alexa Fluor 488 (1:200, Invitrogen)
secondary antibody. TPH labeling of biocytin-filled cells was imaged
on a DMR fluorescent microscope (Leica Microsystems) using Open-
Lab 3.0.9 software (Improvision) and confirmed on a DMIRE2 con-
focal microscope (Leica Microsystems) using confocal software
(version 2.5; Leica Microsystems).

Intracerebral in vivo microdialysis

Extracellular 5-HT levels were measured by in vivo microdialysis as pre-
viously described (Guiard et al., 2008). Briefly, two concentric dialysis
probes were implanted in the ventral hippocampus (VHPC) and prefron-
tal cortex (PFC) (outer diameter by active length: 0.3 X 1.6 mm and
0.3 X 2 mm, respectively) of anesthetized mice (chloral hydrate, 400
mg/kg, i.p.). Stereotaxic coordinates were as follows (in mm): PCF: an-
terior, 1.6; lateral, 1.3; ventral, 1.6; vHPC: anterior, —2.8; lateral, 3.0;
ventral, 3.0 (Franklin and Paxinos, 1997). Animals were allowed to re-
cover for a period of 24 h. Following recovery, probes were continuously
perfused with aCSF, and dialysates were collected every 15 min for anal-
ysis by HPLC-amperometry (Guiard et al., 2008). Baseline 5-HT levels
were calculated as the average of the first four samples, == SEM. Freely
moving mice were treated (+ = 0) with either a challenge dose of
fluoxetine (18 mg/kg; i.p.) or its vehicle, and dialysate samples were
collected for a 0—120 min post-treatment period. The limit of sensi-
tivity for 5-HT was 0.5 fmol/sample (signal-to-noise ratio, 2). Follow-
ing sample collection, brains were removed and sectioned to ensure
proper probe placement.

Behavioral and physiological testing
All animals used for behavioral testing were age matched within 2 weeks.
Animals were initially tested at 11-13 weeks of age, at least 4 weeks after
the cessation of dox in adult heteroreceptor—KO animals. Baseline anxi-
ety tests were completed before other behavioral tests.
8-OH-DPAT-induced hypothermia. Body temperature was assessed in-
trarectally using a lubricated probe inserted ~2 ¢cm and a Thermalert
TH-5 thermal monitor (Physitemp). Mice were singly housed in clean
cages for 10 min and three baseline body temperature measurements
were taken. Ten minutes after the third baseline measurement, animals
received 8-OH-DPAT intraperitoneally at the doses indicated and body
temperature was monitored every 10 min for a total of 50 min. Temper-
atures are represented as a change from the final baseline measurement.

Stress-induced hyperthermia. The stress-induced hyperthermia para-
digm measures a physiologic response to a stressful stimulus (Adriaan
Bouwknecht et al., 2007). Briefly, animals in their home cages were
moved to a testing room and allowed to acclimate for 1 h. One animal per
cage was removed and a baseline body temperature was measured intrar-
ectally. Each animal was then placed in a novel, clean cage for 10 min,
after which a second body temperature was recorded.

Open-field test. Exploration in response in response to a novel open
field was measured as described previously (Richardson-Jones et al.,
2010). Dependent measures were total path length (in cm), number, and
percentage of distance in the center (distance traveled in the center di-
vided by the total distance traveled).

Light/dark choice test. Exploration of the light/dark chamber was mea-
sured as described previously (Richardson-Jones et al., 2010). Dependent
measures were total distance and percentage of time spent in the light
compartment.

Modified forced-swim test. Behavioral response to forced swimming
was assayed as described previously (David et al., 2007). Briefly, mice
were placed into clear plastic buckets 20 cm in diameter and 23 cm deep,
filled two-thirds of the way up with 26°C water and videotaped from the
side. Mice had a 2 min pretest period before initiating scoring, after
which two consecutive 2 min periods were scored. All animals were ex-
posed to the swim test on two consecutive days. Scoring was done using
an automated Viewpoint Videotrack software package. Dependent vari-
ables were immobility, swimming, and climbing.
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Statistical analysis

In general, the effect of treatment or dose was analyzed usingan ANOVA,
using repeated measures where appropriate. Significant ANOVAs were
followed up with Fisher protected least significant difference test for
behavioral and physiological measures, and with Student-Neuman—
Keuls ¢ test for electrophysiological characterization.

Results

Conditional suppression of the 5-HT, , autoreceptors

and heteroreceptors

Previous attempts to target autoreceptor versus heteroreceptor
populations independently in mice relied on transgenic gain-of-
function strategies using heterologous promoters that resulted in
overexpression and misexpression of the receptor (Gross et al.,
2002; Kusserow et al., 2004; Bert et al., 2006; Audero et al., 2008).
Such approaches fall short of establishing causal links between
endogenous receptor populations and either circuit function or
behavior. To independently manipulate either 5-HT, , heterore-
ceptors or autoreceptors while maintaining endogenous expres-
sion of the other receptor population, we used the tTS/tetO
system to suppress 5-HT, , receptor transcription from the Htrla
gene locus. We previously reported the generation of mice that
allow for specific suppression of 5-HT , autoreceptors, using two
engineered mouse lines: a raphe-specific tTS transgenic lineand a
knock-in mouse line with tetO sites inserted between the pro-
moter and coding regions of the Htr1A locus (Richardson-Jones
et al., 2010). To suppress 5-HT,, autoreceptors in the raphe
throughout life (auto-KO), the previously described Htrla™ ")
Pet1-tTS™ mice were maintained in the absence of dox through-
out life (Fig. 1C,D). Controls for these mice, in which 5-HT, ,
autoreceptors were not suppressed, were generated by main-
taining Htr1a™"“/"**°/Pet1-tTS™ mice in the presence of dox
throughout life (Fig. 1A,D). Quantitative receptor autora-
diography revealed that <20% of control 5-HT,, receptor
binding remained in the dorsal raphe of adult auto-KO mice
(one-tailed ¢ test in the dorsal raphe, t;; = —15.503, p <
0.0001), whereas no changes were observed in binding of
5-HT), 4 in areas of high heteroreceptor expression, such as the
amygdala, hippocampus, and entorhinal cortex (repeated-
measures ANOVA with brain region as a within-subject factor
and group as a between-subject factor, main effect of group
F( 13 = 1.398, p = 0.2583; region-by-group interaction,
F1 13 =10.795,p = 0.46232) (Fig. 2). Attempts with this line to
fully suppress the autoreceptor beginning in adulthood re-
sulted in a modest 30% reduction in raphe 5-HT, , expression.
Physiological and behavioral characterization of these animals
has been reported previously (Richardson-Jones et al., 2010).
The reason for more effective suppression of 5-HT,, tran-
scription in animals maintained in the absence of dox
throughout life remains unclear, although it appears that early
developmental suppression at the 5-HT, , locus may be irre-
versible (data not shown).

To generate mice with suppression of 5-HT, , heteroreceptors
without affecting autoreceptors, we first created a transgenic
mouse line with tTS expression directed by promoter elements
from the a-CaMKII gene (Mayford et al., 1996). One mouse line
was identified that demonstrated suppression of only 5-HT,
forebrain heteroreceptors without affecting 5-HT, , raphe auto-
receptors (hetero-KO) (ANOVA in dorsal raphe, F, o) = 0.429,
p < 0.6635) (Figs. 1B,E; 2B,D). In hetero-KO mice, receptor
expression was undetectable in the hippocampus, amygdala, or
prefrontal cortex, whereas low levels of receptor remained in the
olive, entorhinal cortex, and the medial and lateral septum
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doxycycline, assessed by '»*I-MPPI autoradiography and shown in coronal sections at the level of the hippocampus and raphe nucleus. A schematic of normal 5-HT, , receptor binding in the sagittal
plane is shown for reference. B, Adult mice homozygous for the regulatable Htr7a™® allele and possessing one copy of the c-CaMKII~tTS transgene express 5-HT, , raphe autoreceptors normally,
but show almost no binding of forebrain receptors when maintained in the absence of doxycycline. €, Adult mice homozygous for the requlatable Htr7a allele and possessing one copy of the
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(ANOVA for the effect of group in hippocampus, F, 5) = 20,210;
p < 0.0001) (Fig. 2B, D). Consistent with the expected delayed
developmental activation of the a-CaMKII promoter elements,
we confirmed that suppression of receptors was complete by
postnatal day 14 (Fig. 2 E). Control mice, in which 5-HT,, het-
eroreceptors were not suppressed, were generated by maintain-
ing Htrla“"'°/CaMKII-tTS" mice in the presence of dox
throughout life (Fig. 1 E). Adult suppression of 5-HT , heterore-
ceptors (adult hetero-KO) was achieved by maintaining
Htr1a™®""*"°/CaMKII-tTS" mice in the presence of dox until
postnatal day 50, then withdrawing dox for at least 4 weeks. Adult
suppression of 5-HT, , receptors in these animals was as effective
as early developmental suppression (Figs. 1 E, 2 B, D).

Altered agonist response in mice with conditional
suppression of 5-HT, , autoreceptors and heteroreceptors

To directly confirm the functional impact of receptor suppres-
sion revealed by autoradiography, we performed whole-cell

recordings of neurons in acute slice in response to the 5-HT, ,
agonist 5-CT. Cellular responses were recorded in the dorsal
raphe of auto-KO mice and their controls and in area CA1 of
the hippocampus in hetero-KO mice and their controls. Fol-
lowing recording, cells were filled with biocytin. Pyramidal
neurons in the hippocampus were confirmed by morphologi-
cal features and raphe neurons were confirmed as serotonergic
by immunohistochemistry for tryptophan hydroxylase (data
not shown).

In agreement with the decreased 5-HT, , autoreceptor levels
indicated by autoradiography, serotonergic neurons in the dorsal
raphe of auto-KO mice had a significantly decreased current re-
sponse to 5-CT (two-tailed ¢ test, f;5 = 8.432, p < 0.0001) (Fig.
3A-C). Indeed, we were unable to detect any response to 5-CT
(defined as current <5 pA) in 5-HT dorsal raphe neurons of
auto-KO mice, consistent with a lack of functional 5-HT, , raphe
autoreceptors in these animals. The small amount of remaining
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suppression is complete by postnatal day (p) 14.

receptor binding in the dorsal raphe may represent either desen-
sitized 5-HT,, autoreceptors or receptors on non-5-HT raphe
neurons (Kirby et al., 2003; Beck et al., 2004).

In pyramidal neurons in area CAl of hetero-KO mice, we
observed a large decrease in the average current response to 5-CT
(one-tailed ¢ test, 3, = —3.254, p = 0.0012) (Fig. 3D-F), consis-
tent with the greatly decreased levels of heteroreceptor revealed
by autoradiography.

To assess the in vivo functional status of 5-HT, , autoreceptors
in both groups of mice, we examined their hypothermic response
to challenge with the 5-HT, , agonist 8-OH-DPAT or its saline
vehicle. The controls for the auto-KO, hetero-KO, and adult
hetero-KO mice displayed a hypothermic response to 0.5 mg/kg
8-OH-DPAT consistent with previously observed values (repeated-
measures ANOVA, main effect of dose for hetero-KO controls,
F1,12) = 46.979, p < 0.0001; adult hetero-KO controls, F, ) =
33.055, p = 0.0003; auto-KO controls, F(; s, = 109.630, p <

0.0001) (Fig. 4 Aii,Bii,Cii). Consistent with a lack of functional
autoreceptor, 5-HT,, auto-KO mice displayed no detectable
body temperature decrease in response to 8-OH-DPAT, with re-
sponses indistinguishable from the response to saline injection
(repeated-measures ANOVA for effect of treatment, F, ¢ = 1.38,
p = 0.284) (Fig. 4Ci). Conversely, 5-HT, , hetero-KO mice dis-
played a full hypothermic response to 8-OH-DPAT that was
significantly different from the response to saline and indistin-
guishable from the hypothermic response in their controls
(repeated-measures ANOVA, effect of dose in hetero-KO mice,
F(1.15) = 33.10, p < 0.0001; repeated-measures ANOVA, effect of
group in 8-OH-DPAT-treated mice, F; ;,, = 2.486, p = 0.141) (Fig.
4A).Likewise, 5-HT , adult hetero-KO mice displayed a response to
8-OH-DPAT that was significantly different from the response to
saline and indistinguishable from the response in their matched con-
trols (repeated-measures ANOVA, effect of dose in adult hetero-KO
mice, F(; oy = 36.216, p = 0.0002; repeated-measures ANOVA effect
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of group in 8-OH-DPAT-treated mice, F(, ,5) = 0.071, p = 0.795)
(Fig. 4 B). These findings are consistent with previous literature im-
plicating 5-HT,, autoreceptors, but not heteroreceptors, in the
8-OH-DPAT-induced hypothermic response in mice (Martin et
al.,, 1992).

These results provide both a direct in vitro measurement and an
in vivo confirmation of the functional selectivity of genetic suppres-
sion of 5-HT, , autoreceptors and heteroreceptors, respectively, in
the auto-KO, hetero-KO, and adult hetero-KO mice.

Increased serotonergic tone in mice lacking 5-HT, ,
autoreceptors throughout life

The extracellular level of serotonin (5-HT,,,) is generally thought
to be under the inhibitory control of both 5-HT,, and 5-HT,;
autoreceptors. Here we sought to determine how specific sup-
pression of 5-HT, , autoreceptors throughout life was reflected at
the neurochemical level in adult animals. We observed higher
basal cortical 5-HT,,, in whole-life auto-KO mice compared to
their wild-type littermates (F, ;5 = 7.79, p = 0.015). However,
differences between the two strains of mice in the vHPC were not
significant (F, ;5y = 1.74, p = 0.21) (Table 1).

To directly measure the effect of pharmacological inactivation
of the 5-HT transporter in mice lacking 5-HT, , autoreceptors,
we challenged both auto-KO mice and their controls with the
SSRI fluoxetine.

In the frontal cortex, a two-way ANOVA (treatment by geno-
type) on area under the curve (AUC) values revealed no signifi-
cant effect of genotype (F(,,5) = 0.041, p = 0.841), but a
significant effect of treatment (F, ,4) = 36.984, p < 0.0001). No
genotype-by-treatment interaction was detected (F(, 54, = 0.02,
p = 0.9672).

In the vHPC, a two-way ANOVA (treatment by genotype) on
AUC values revealed both a significant effect of genotype
(F1,30) = 6.82, p = 0.0139), and a significant effect of treatment
(F30) = 58.21, p < 0.0001), as well as a genotype-by-treatment
interaction (F, 5, = 6.62, p = 0.0153).

100nM 5-CT  20pA Iao_ C
AN— S

A, Schematic depicting level of sections taken for slice recordings in the dorsal raphe of auto-KO mice. B, Represen-
tative current traces from whole-cell recordings in the dorsal raphe of auto-KO mice and their controlsin response to 5-CT. (, Mean
outward current amplitude in response to 100 nm 5-CT was decreased in auto-KO mice. Values are mean = SEM (N = 12-24/
group). D, Schematic depicting level of sections taken for slice recordings in CA1 of the hippocampus in hetero-KO mice. E,
Representative current traces from whole-cell recordings in CAT hippocampal pyramidal cells of hetero-KO mice and their controls in
response to the 5-HT, , , agonist 5-CT. F, Mean outward current amplitude in response to 100 nm 5-CT was decreased in hetero-KO mice.
Values are mean == SEM (N = 19-22/group). **p = 0.01, ***p < 0.0001. Hpc, Hippocampus; RN, raphe nudleus.
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Thus, as expected, both control and
auto-KO mice displayed increased
5-HT,,, in response to acute treatment
with the fluoxetine in the vHPC (Fig.
5A,C) and frontal cortex (Fig. 5B,D).
Moreover, auto-KO mice displayed a pro-
i portionately larger increase in 5-HT,, in
response to fluoxetine than their controls in
the vHPC, but not in the frontal cortex ( post
hoc for group, p = 0.0198) (Fig. 5C,D).
Together, these results demonstrate that
suppression of 5-HT,, autoreceptors
throughout life results in regionally dis-
tinct increases in serotonergic tone.

m Control
OAuto KO

W Control
OHetero KO

Increased anxiety-like behavior in mice
lacking 5-HT, ,

autoreceptors

Mice lacking all 5-HT,, receptors
throughout life display reliably increased
anxiety-like behavior (Heisler et al., 1998;
Parks et al., 1998; Ramboz et al., 1998). To
independently assess the role of endoge-
nous 5-HT,, autoreceptors and heterore-
ceptors in anxiety-like behavior, we tested
hetero-KO, adult hetero-KO, and auto-KO
mice in conflict/anxiety paradigms: the
open field, the light/dark choice test, and the elevated plus maze.

We were unable to detect any significant impact on anxiety-
like behavior by suppression of 5-HT, 4 heteroreceptors begin-
ning in early postnatal development. Specifically, we detected no
differences between 5-HT, , hetero-KO mice and their controls
in exploration of the center of the open field (ANOVA, F, 5,, =
0.025, p = 0.875), although a trend was seen for decreased explo-
ration of the total open field (repeated-measures ANOVA,
F, 55 =3.31,p = 0.078) (Fig. 6 A). Likewise, no differences were
detected between 5-HT, 4 hetero-KO mice and their controls in
total exploration (repeated-measures ANOVA, main effect of
group, F(; 4;) = 0.064, p = 0.802), entries into the light (ANOVA,
main effect of group, F, ,,, = 0.258, p = 0.614), or time in the
light compartment (ANOVA, main effect of group, F(, 4, =
0.077, p = 0.7823) in the light/dark choice test (Fig. 6 B). Finally,
no effects on anxiety-like behavior were detected in the elevated
plus maze (data not shown).

In adult hetero-KO mice, we did not detect changes in explo-
ration of the center of the open field (ANOVA, F, ,,, = 0.686,
p = 0.412), although, similar to the results in hetero-KO mice, we
observed a trend for a decrease in total exploration of the open
field (repeated-measures ANOVA F, ,,, = 2.74, p = 0.105) (Fig.
6C). No differences were detected between adult hetero-KO mice
and their controls in total exploration (ANOVA, F, 54, = 0.122,
p = 0.730), exploration of the light (ANOVA, F(, 5,) = 2.11,p =
0.157), or entries into the light in the light/dark choice test
(ANOVA, F, 39y = 2.314, p = 0.139) (Fig. 6 D). Together, these
results demonstrate that suppression of 5-HT, , heteroreceptors,
beginning either in early postnatal development or adulthood, is
not sufficient to impact classic anxiety-like behavior. However,
we cannot rule out the contribution of 5-HT , heteroreceptors to
exploratory behavior, as trends for decreased exploration in the
open field were seen in both groups of mice that lacked 5-HT, ,
heteroreceptors.

Having observed that suppression of 5-HT, , heteroreceptors
alone, either throughout life or beginning in adulthood, was not
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Figure4. A, Hypothermic response to the 5-HT, , ; agonist 8-OH-DPAT (DPAT) is normal in
hetero-KO mice (i) and their controls (ii). B, Hypothermic response to the 5-HT1A agonist
8-0H-DPATis normal in adult hetero-KO mice () and their controls (if). C, Hypothermic response
to the 5-HT, , agonist 8-OH-DPAT is abolished in auto-KO mice () and normal in their controls
(i) (n = 3—6 mice/group/dose). Values are mean = SEM. ***p < 0.001.

Table 1. Mean basal serotonin levels (fmol/20 ul dialysate) == SEM in ventral
hippocampus and prefrontal cortex

5-HT (fmol/20 )

HPC PFC
Control 28+03 1.9 +0.1
Auto-KO 3705 3.7 £0.78*%

HPC, ventral hippocampus; PFC, prefrontal cortex. *Value differs from control PFC, p = 0.015.

sufficient to impact anxiety-like behavior, we next tested whether
5-HT,, autoreceptors alone might play a role in the establish-
ment of anxiety-like behavior. Compared with their controls,
auto-KO mice displayed decreased exploration of the center of
the open field compared with the total (ANOVA, F, 5o = 8.351,
p = 0.0057) (Fig. 6Eii), and a decrease in total exploration
(repeated-measures ANOVA, F, 5,y = 4.786, p = 0.033) (Fig.
5Ei). Likewise, in the light/dark choice test, auto-KO mice dis-
played decreased total exploration (ANOVA, F, 5,y = 19.74,p <
0.0001) and fewer entries into the light compartment (ANOVA,
F(1357) = 9.19, p = 0.004), but did not demonstrate a decrease in
the percentage of distance in the light (ANOVA, F, 5, = 0.017,
p = 0.896) (Fig. 6F). No effects on anxiety-like behavior were
seen in the elevated plus maze (data not shown). The effects seen
in the open field and light/dark test did not reflect an effect of dox
treatment, as littermate control animals lacking the tTS transgene
but fed the same chows throughout life displayed no differences
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Figure 5. A, B, Extracellular serotonin levels measured by in vivo microdialysis in the vHPC
(A) and PFC (B) following injection of saline (Sal; t,) and 18 mg/kg fluoxetine (Flx; o). Values
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auto-KO and control mice in response to acute fluoxetine treatment. Auto-KO mice display a
larger percentage increase than controls in response to fluoxetine in the vHPC but not in the PFC.
Values are == SEM (n = 7-9 mice/group). *p << 0.05, ***p << 0.001.

in any of the measures (data not shown). The phenotype ob-
served in auto-KO mice is consistent with the increased anxiety-
like behavior in conflict-based tasks and decreased exploration of
novel environments, and is similar to what has been observed in
constitutive 5-HT;, KO mice on at least three genetic back-
grounds (Heisler et al., 1998; Parks et al., 1998; Ramboz et al.,
1998). These data suggest that endogenous 5-HT, , autoreceptors
are necessary and sufficient for the establishment of anxiety-like
behavior. Furthermore, these data suggest that normal signaling
though 5-HT,, heteroreceptors (with autoreceptors intact) is
dispensable for the establishment of anxiety-like behavior.

Mice lacking 5-HT, , heteroreceptors throughout life
demonstrate increased behavioral despair in the

forced-swim test

In addition to its role in anxiety, diverse evidence has linked
5-HT,, receptors to depression and the response to stress.
5-HT, , KO mice display altered behavior in the forced-swim test
(FST) and a blunted response to antidepressants as well as in-
creased anxiety-like behavior (Ramboz et al., 1998; Santarelli et
al., 2003). However, it is unclear whether the anxiety phenotype,
and other non-anxiety related phenotypes like the one seen in the
EST, are impacted by the same populations of 5-HT, , receptors,
or whether the temporal and spatial role of 5-HT, , receptors for
these two behaviors are distinct.

To test directly the role of 5-HT, , heteroreceptors and auto-
receptors in mediating mood-related behavior that does not cap-
ture dimensions of anxiety, we first tested auto-KO mice in the
forced swim test. In this test, which is often used as a pharmaco-
logical screen for antidepressant activity, active swimming and
climbing are scored as mobility, which generally decreases over
time. We observed that auto-KO mice displayed decrease mobil-
ity that was indistinguishable from their controls on the second
day of testing (repeated-measures ANOVA, main effect of group,
F(1 48) = 0.871, p = 0.3554; main effect of time, F; 4, = 23.771,
p < 0.0001) (Fig. 7C). This finding contrasted with our previ-
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Figure 6. A, No group differences were detected between hetero-KO mice and their controls in the total exploration (i) or
percentage exploration of the center (i) of the openfield (n = 32). B, No group differences were detected between hetero-KO mice
and their controlsin total exploration (i), percentage exploration of the light (i), or entries into the light (iif) in the light/dark choice
test (n = 41). ¢, No group differences were detected between adult hetero-KO mice and their controls in the total exploration (i)
or percentage exploration of the center (i) of the open field (n = 47). D, No group differences were detected between adult
hetero-KO mice and their controls in total exploration (i), percentage exploration of the light (i), or entries into the light (i) in the
light/dark choice test (n = 30). £, Auto-KO mice displayed decreased total exploration (i) and decreased percentage exploration of
the center (ii) of the open field compared with their controls (n = 50). F, Auto-KO mice displayed less total exploration (i) and
fewer entries into the light compartment (i), but no difference in percentage exploration of the light (i) compared with their
controls in the light/dark choice test (n = 37). All values are mean == SEM. *p << 0.05, **p << 0.01, ***p < 0.001.
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Figure7. A, Hetero-KO mice displayed decreased mobility compared with the their controls across a 2 d forced-swim test (N =

438). B, €, No group differences were detected between adult hetero-KO (B) or auto-KO mice (€) and their controls across a 2 d
forced-swim test (N = 34 and 44, respectively). All values are mean = SEM. *p << 0.05, **p << 0.01.

ously reported effect of adult suppression of 5-HT,, autore-
ceptors (with decreased autoreceptor levels decreasing
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eroreceptors was not sufficient to impact
behavioral despair on either day of the test
(repeated-measures ANOVA, main effect
of group between adult hetero-KO mice
and controls, F(, 44 = 2.132, p = 0.1513;
group-by-time interaction, F; 44 = 0.570,
p = 0.6357) (Fig. 7B). This demonstrates
that 5-HT, , heteroreceptors act develop-
mentally to establish the circuitry under-
lying this behavior, and establishes a
dissociation between the roles of 5-HT, ,
autoreceptors and heteroreceptors in mod-
ulating mood-related anxious and nonanx-
ious behavior, respectively.

Discussion

Independent suppression of
endogenous 5-HT, , autoreceptors

and heteroreceptors

The 5-HT, , receptor exists as two distinct
populations in the brain (autoreceptors
and heteroreceptors) that, individually,
could impact the circuitry underlying
mood and anxiety in both development
and/or adulthood. We accomplished inde-
pendent manipulation of 5-HT, , autore-
ceptors and heteroreceptors populations
using the tTS/tetO system (Mallo et al.,
2003; Richardson-Jones et al., 2010). This
system provides a number of advances
over classic KO and previous transgenic
technology. First, it allows for spatial and
temporal specificity, neither of which are
possible using constitutive KO mice.
Given the hypothesized difference in the
roles of the 5-HT system in development
and adulthood, temporal specificity was a
primary goal (Ansorge et al., 2007, 2008).
Second, this genetic strategy allows for ex-
amination of the role of endogenous
receptors; unlike previous transgenic
overexpression strategies, the tTS/tetO
strategy relies on suppressible gene ex-
pression from the endogenous promoter
elements. Moreover, we have recently
demonstrated that this system can be gen-
eralized to other genes (Tanaka et al,
2010).

Establishment of 5-HT tone

In agreement with the observation that the firing activity of sero-

behavioral despair) (Richardson-Jones et al., 2010), and suggests
that compensation occurs when 5-HT, , autoreceptors are sup-
pressed throughout life.

As suppressing autoreceptors throughout life did not alter the re-
sponse to forced-swim stress, we next tested the response of
hetero-KO and adult hetero-KO mice. Although hetero-KO mice
were indistinguishable from their controls on the first day of testing,
they displayed markedly less mobility, or more behavioral de-
spair, on the second day of testing (repeated-measures ANOVA,
group by time interaction, F; 54, = 2.97, p = 0.0345; post hoc for
day 2, minutes 3—4 and 5-6, p = 0.0371 and p = 0.0018, respec-
tively) (Fig. 7A). Conversely, adult suppression of 5-HT, , het-

tonergic neurons and consequently the release of 5-HT is under
tonic inhibitory control by somatodendritic 5-HT , autorecep-
tors (Haddjeri et al., 2004), constitutive deletion of the 5-HT, ,
receptor increases basal extracellular 5-HT level in some brain
structures (He et al., 2001; Parsons et al., 2001). This is consistent
with data obtained here in auto-KO mice (Table 1). Nevertheless,
the effect observed here is region-dependent, as basal 5-HT . was
increased in the frontal cortex, but not in the vHPC of auto-KO
mice. Several hypotheses may explain such differences. Regional
differences in 5-HT reuptake sites in mouse brain could account
for these neurochemical observations. Autoradiographic studies
have reported a lower density of serotonin transporter (SERT) in
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the frontal cortex compared with the hippocampus in constitu-
tive 5-HT,, KO mice (Ase et al., 2001). Interestingly, SERT
downregulation is also observed in double 5-HT ;5 KO mice
(Guilloux et al., 2011). Thus, the increase in 5-HT,,, observed in
the frontal cortex (but not in the vVHPC) of auto-KO mice may be
attributed to a specific reduction of SERT expression in the fron-
tal cortex. A second observation to be explored with regard to
the present results is the marked difference in the intrinsic
organization of 5-HT innervations. The frontal cortex is pri-
marily innervated by the dorsal raphe nucleus (DRN), whereas
the hippocampus is mostly innervated by the median raphe
nucleus (MRN) (Azmitia and Segal, 1978; Imai et al., 1986;
McQuade and Sharp, 1997). It is thus possible that the en-
hancement of basal extracellular 5-HT levels specifically in the
frontal cortex in auto-KO mice resulted from a greater effect
of autoreceptor deletion on the release of 5-HT from DRN
compared with the MRN.

The magnitude of 5-HT release in the presence of transporter
blockade also displayed a region-dependent difference. As ex-
pected, upon challenge with fluoxetine, 5-HT.,, was increased in
both control and auto-KO mice (Fig. 5). However, the magnitude
of the response to SSRI in auto-KO mice was greater in the vHPC
than in the frontal cortex. These neurochemical effects markedly
contrast with levels observed at baseline. Because of the greater
density of 5-HT uptake sites in the hippocampus in mice [com-
pared with the frontal cortex (Ase et al., 2001)], SSRIs are ex-
pected to cause a greater increase in 5-HT,,, levels in the
hippocampus. Indeed, this was observed in the present study. In
contrast with this assumption, fluoxetine (Malagié et al., 1995)
and paroxetine (Romero and Artigas, 1997) have been shown to
increase 5-HT,, to a comparable extent in the frontal cortex and
hippocampus of wild-type mice. These data can be interpreted in
light of the distinct roles that 5-HT, , heteroreceptors in the fron-
tal cortex are thought to play in the negative feedback inhibition
of the raphe. Specifically, frontal cortex forebrain heterorecep-
tors are thought to participate in feedback via polysynaptic con-
nections to the raphe, whereas hippocampal heteroreceptors are
not (Ceci et al., 1994; Assié and Koek, 1996; Casanovas et al.,
1999; Hajos et al., 1999). Our results in the auto-KO mouse sug-
gest that autoreceptor feedback in response to fluoxetine is stron-
ger in raphe projections to hippocampus than frontal cortex,
since heteroreceptor-based negative feedback plays a substantial
role solely in frontal cortex.

Alternatively, the heterogeneous elevation of 5-HT,,, induced
by fluoxetine in auto-KO mice could be due to changes in the
sensitivity of terminal 5-HT,  autoreceptors. Such changes have
been detected in constitutive 5-HT,, KO mice (Boutrel et al.,
2002).

Establishment of anxiety-like behavior

Mice lacking all 5-HT, , receptors (both autoreceptors and het-
eroreceptors) throughout life display increased anxiety-like be-
havior (Ramboz et al., 1998). Subsequent gain-of-function
experiments, in which 5-HT, , receptors were ectopically overex-
pressed in forebrain areas such as the cortex and striatum (in the
absence of autoreceptors), reversed the increased anxiety behav-
ior in 5-HT, , KO mice (Gross et al., 2002). These findings led to
the theory that endogenous 5-HT, , heteroreceptors in the fore-
brain control the normal establishment of anxiety-like behavior
(Gross and Hen, 2004; Akimova et al., 2009; Goodfellow et al.,
2009; Zhang et al., 2010). A separate body of literature has impli-
cated serotonergic tone during postnatal development in deter-
mining anxiety-like behavior, with whole-life or early postnatal
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Figure8. Schematic depicting predicted behavioral roles of endogenous 5-HT, , autorecep-

tors and heteroreceptors in the juvenile and adult mouse. Raphe autoreceptors are blue and
forebrain heteroreceptors in regions, including the hippocampus (Hpc), amygdala (Amg), and
cortex (Ctx), are yellow. Endogenous autoreceptors, which limit levels of serotonin released by
raphe neurons, affect anxiety-related circuitry in development or circuitry mediating forced-
swim test behavior in the adult. Endogenous heteroreceptors, which exert inhibitory control
over certain forebrain neurons, affect forced-swim test behavior but not anxiety in the juvenile.

blockade of the 5-HT transporter increasing anxiety in rodents
(Lira et al., 2003; Ansorge et al., 2004; Jennings et al., 2006). As
one of the major modulators of serotonergic tone, the 5-HT ,
autoreceptors may likewise participate in the developmental es-
tablishment of anxiety. Thus, both 5-HT,, autoreceptors and
5-HT, , heteroreceptors are well positioned to affect the circuitry
underlying anxiety-like behavior.

Here we demonstrate, using a loss-of-function approach, that
suppression of endogenous 5-HT,, autoreceptors throughout
life is sufficient to increase anxiety in the adult. Conversely, loss of
endogenous heteroreceptors beginning either in the early post-
natal period or in adulthood is not sufficient to impact anxiety-
like behavior. These results suggest that the anxious-like
phenotype of the 5-HT, , KO mouse likely results from increased
serotonergic neuron excitability during development. Thus, our
results suggest a new framework for interpreting the role of the
5-HT, 4 receptor in the developmental programming of anxiety
behavior that de-emphasizes the role of the heteroreceptors in
favor of autoreceptor-mediated serotonergic tone.

The results presented here by no means discount the role of
serotonergic signaling in the developing forebrain in establishing
anxiety circuitry. Indeed, forebrain neurons undergo a shift in
their response to 5-HT during this time that corresponds to dif-
ferential coupling of excitatory and inhibitory receptor subtypes
(Béique et al., 2004; Goodfellow et al., 2009). Thus, the seroto-
nergic system can impact anxiety circuitry both at the level of
neurotransmitter release and through the relative balance of in-
hibitory and excitatory response in the developing forebrain.
However, using our loss-of-function approach, we conclude that,
under normal conditions, endogenous 5-HT, , forebrain hetero-
receptors are not the primary mediators of 5-HT’s effect on de-
veloping anxiety circuitry. Whether these receptors might play a
more prominent role under adverse conditions (i.e., with higher
5-HT as result of stress) is beyond the scope of these experiments
but remains an intriguing hypothesis (Goodfellow et al., 2009).

Finally, our results highlight the importance of distinguishing
between endogenous functions of a receptor (often most clearly
revealed through loss-of-function manipulations) and the ability
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of a receptor to ectopically impact circuits (often most clearly
revealed through gain-of-function manipulations) (Gross et al.,
2002; Kusserow et al., 2004). Recent evidence suggests that the
5-HT, 4 receptor has great utility in pharmacogenomic experiments
designed to probe circuit function, but the phenotypes conferred by
such manipulations should not be confused with the endogenous
role of the receptor (Tsetsenis et al., 2007; Audero et al., 2008).

Behavioral effects of heteroreceptor suppression

In contrast to the widely recognized antidepressant effect of in-
creasing 5-HT in the adult, several pieces of evidence suggest that
increased 5-HT tone in early development can increase adult
depression as well as anxiety. Although antidepressant drugs that
increase extracellular 5-HT levels reliably decrease immobility in
adult rodents in the forced-swim test, mice lacking 5-HT trans-
porter activity either throughout life or only during a postnatal
developmental period show increased immobility in the this test
(Lira et al., 2003; Wellman et al., 2007). Moreover, mice lacking
enzymes necessary for the synthesis of 5-HT throughout life
(which display lower levels of 5-HT.,,) show decreased immobil-
ity in the forced-swim test in adulthood (Savelieva et al., 2008).
Thus, the circuitry underlying responsiveness in the forced swim
test response can be influenced by extracellular 5-HT levels dur-
ing development. Indeed, it appears that manipulations of extra-
cellular 5-HT levels during postnatal development result in
behaviors that are directly opposite to those caused by pharma-
cological manipulation of serotonin levels with SSRIs in adult
animals.

Here we demonstrate that mice lacking 5-HT, , autoreceptors
throughout life and displaying increased anxiety-like behavior
nevertheless display no differences from their controls in forced-
swim behavior in adulthood. In contrast, we demonstrate that
mice lacking 5-HT, , heteroreceptors beginning in development
display decreased mobility, or increased behavioral despair, in
adulthood (Fig. 8). This phenotype was not observed when
heteroreceptor suppression was initiated in adulthood, suggest-
ing that serotonergic signaling in the forebrain during develop-
ment stably impacts the circuitry underlying the behavioral
response to forced-swim stress without affecting conflict-
based anxiety measures.

Together, our findings demonstrate a functional dissociation
across both spatial (raphe vs forebrain) and temporal (develop-
ment vs adulthood) domains within a single receptor subtype,
and may be relevant to the partially overlapping set of genes and
circuitry underlying anxiety- and depression-related behavior.
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Résumé : Notre recherche consiste a comprendre le rdle des récepteurs 5-HT,a dans la régulation
du systeme sérotoninergique central en conditions basales ou en réponses a un ISRS, notamment
lors de I’inactivation du récepteur 5-HT1a. Pour cela nous avons appliqué un approche pharmaco-
génétique utilisant les souris mutantes KO5-HTa-/- et 5-HToa-/- .
Principaux résultats

® Les souris 5-HT;a -/- présentent une augmentation significative de I’activité électrique
des neurones 5-HT laissant entrevoir un réle inhibiteur de ce récepteur dans le contr6le du
systéme sérotoninergique. En accord avec cette hypothése un agoniste des récepteurs 5-HTa (le
DOI) a réduit I’activité électrique des neurones 5-HT tandis que ces effets ont été atténués par la
Iésion du systeme noradrénergique.

® L’effet inhibiteur d’un ISRS, le escitalopram a persisté chez des souris mutantes
privées de maniere constitutive du récepteur 5-HT;a. Cet effet inhibiteur a été reversé par un
antagoniste des récepteurs 5-HT,» (le MDL100907). De plus I’effet inhibiteur du DOI sur
I’activité électrique des neurones 5-HT a été potentialisé chez les souris KO 5-HT;a laissant
entrevoir une hypersensibilité du récepteur 5-HT,a chez ces mutants.

® Au contraire, la délétion du récepteur 5-HT,a se traduit par une hypersensibilité de
I’autorécepteur 5-HT;a €évaluée en comportement (hypothermie), électrophysiologie et
microdialyse intracérébrale.
Conclusion

L’ensemble de ces résultats démontre de fagon surprenante que I’effet inhibiteur des ISRS
et plus particulierement du escitalopram persiste chez des souris présentant une inactivation des
autorécepteurs 5-HTia. Il semblerait que les hétérorécepteurs 5-HT,a puissent pallier a cette
absence d’autorécepteur de maniére a maintenir un contrdle inhibiteur sur le systéme
sérotoninergique. Au contraire, I’absence de récepteurs 5-HT,a se traduit par une augmentation
de la sensibilité des autorécepteurs 5-HT;a mettant en évidence une interaction fonctionnelle a

distance entre ces deux récepteurs inhibiteurs.
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ABSTRACT

Selective serotonin (5-HT) reuptake inhibitors (SSRISs)
indirectly stimulate multiple 5-HT receptors by enhancing
its extracellular levels in the synaptic cleft. Although the
role of 5-HT; receptor in the control of the serotonergic
tone has been extensively studied, that of 5-HT,, receptor
attracted less attention. The present study examined the role
of 5-HT,5 receptor in the regulation of the serotonergic
system and its functional interactions with 5-HTp
autoreceptor by using a combined pharmacological and
genetic approach. In 5-HT,a-/- knock-out (KO) mice, a
significant increase in the firing activity of dorsal raphe 5-
HT neurons was observed suggesting a tonic inhibitory
influence of this receptor upon serotonergic neurons.
Consistent with this hypothesis, the preferential 5-HT,a
receptor agonist DOI reduced the firing activity of 5-HT
neurons in wild-type mice, while these effects were
completely blunted in 5-HT,5-/- mutants. Interestingly, in
wild-type mice the lesion of the noradrenergic system
attenuated the inhibitory effects of DOI on 5-HT neurons.
We then showed that the inhibitory effects of the SSRI
escitalopram currently described in wild-type mice,
persisted in 5-HT4-/- KO mice, probably in relation with
hypersensitivity of 5-HT,s receptor in these mutants.
Finally, we investigated the functional status of 5-HTa
receptor in 5-HT,5-/- KO mice. The genetic inactivation of
5-HT, receptor resulted in a hypersensitivity of 5-HTa
autoreceptor as shown in behavioural, electrophysiogical
and neurochemical experiments. This study clearly
indicates that 5-HT auto- and 5-HT,a hetero-receptors act
in concert to maintain an inhibitory influence on the
serotonergic system, particularly in response to increased
levels of endogenous 5-H, the absence of one receptor being

compensated by an up-regulation of the other.

Keywords: Serotonin, receptor, drug interaction, mice,
aginist, antagonist.
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INTRODUCTION

Selective serotonin (5-HT) reuptake inhibitors (SSRISs)
are indirect-acting 5-HT receptor agonists since they block
the reuptake of 5-HT,

concentrations in various brain regions and finally activate

increase 5-HT extracellular

multiple 5-HT receptor types. In the central nervous system
(CNS), 5-HT;a and 5-HT,5 receptors are the target for
drugs effective in the treatment of psychiatric disorders
such as major depression and schizophrenia respectively
(Ghanbari et al., 2009, Li et al., 2011). Both receptors draw
particular attention because of their close association with
negative feedback on serotonergic neurons in response to
SSRIs (Gardier et al., 1996; Celada et al., 2004). For
example, it is well documented that acute administration of
SSRIs in rodents reduce the activity of 5-HT neurons in the
dorsal raphe (DR) whereas this inhibitory response can be
prevented or reversed by the 5-HTy5 or 5-HT,a receptor
antagonists WAY 100635 or MDL100907 (Boothman et al.,
2003; El Mansari et al., 2005; ElI Mansari et Blier, 2005).
Long-term treatment with SSRIs produces desensitization
of 5-HT 4 autoreceptors both in humans and in rats (Blier
and Ward, 2003) and enhances the function of 5-HTa
receptors (Cadogan et al., 1993) suggesting that an
imbalance may exist between these receptors in response to
antidepressant treatments as previously observed in
depressed patients (Borsini, 1994). At the neurochemical
5-HT1a Or 5-HTpa
antagonists potentiate the increase in extracellular levels of
5-HT (Gobert et al., 1997; Dawson et al., 2002; Guilloux et
al., 2006; Huang et al., 2006; Silver et al., 2011) and the
antidepressant-like activity of SSRIs in rodents (Marek et
al. 2005; Muraki et al., 2008). From these data, it is thus
conceivable that activation of 5-HT,s receptors may

and behavioral levels, receptor

attenuate the therapeutic effects of SSRIs even in absence
of 5-HT5 autoreceptors. To our knowledge, this question
has not been directly addressed.

A number of studies have examined the interactions
5-HTi1a and 5-HTya
pharmacological approaches (Li et al., 1992; Reissig et al.,
2008; Naumenko et 2010; Li et 2011).
Electrophysiological evidence for a functional interaction

between receptors by using

al., al.,
between both receptors in the rat prefrontal cortex has been
reported (EI Mansari et al., 2005; Stark et al., 2007;
Ghanbari et al., 2009). For instance, the iontophoretic
application of the 5-HT,5 receptor agonist 8-hydroxy-2-



(din-propylamino) tetralin hydrochloride (8-OH-DPAT)
produced a current-dependant suppression of the basal
firing rate of pyramidal cells and the selective blockade of
5-HT,5 receptor potentiated 8-OHDPAT’s suppressant
action (Ashby et al., 1994). Another example comes from
the observation that the 5-HT,s receptor agonist 1-(2,5-
dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane (DOI) increases
the plasma concentrations of ACTH and this effect is
enhanced by 8-OH-DPAT (Li et al. 1992). On the other
hand, head
twitching (Darmani et al. 1990; Egashira et al., 2008), an

5-methoxy-dimethyltryptamine-induced

effect mediated by central 5-HT,, receptor (Popova and
Kulikov, 1995; Fantegrossi et al., 2010; Dougherty and
Aloyo, 2011) is inhibited by 8-OH-DPAT (Darmani et al.
1990). Together, these data support the notion of interplay
between 5-HT15 and 5-HT,a receptors but the nature of
such interaction remains poorly described and may depend
on the brain(s) region(s) studied.

This study used electrophysiological and neurochemical
experiments to further examine the reciprocal interactions
between 5-HT.4 and 5-HT,a receptors by using deficient
mice for these receptors or wild-type mice treated either
with the selective agonist/antagonist of 5-HT;5 (8-OH-
DPAT/WAY100635) or 5-HT,», (DOI/MDL100907)

receptors.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male wild-type (WT) and 5-HTia(-/-)/5-HTa(-/-)
receptors deficient mice, 6-8 weeks old, weighing 24-32 g,
were used in this study. Mice maintained at Weill Medical
College of Cornell University were transferred to our
laboratory in order to grow a stable colony in the animal
facility of the Faculté de Pharmacie, University of Paris 11,
France. Experimental animals were housed in our animal
care facility in groups of 3-6 and kept under standard
conditions (room temperature of 22-23°C, 12:12 light—-dark
cycle, free access to food and water). Mice were tested
between 9.00 a.m. and 5.00 p.m. during the light phase.
Procedures were conducted in conformity with the
institutional guidelines in compliance with national policy
(Council directive #87-848, October 19, 1987, Ministere de
I’ Agriculture et de la Forét, Service Vétérinaire de la Santé
et de la Protection Animale, permissions #005037 to A.M.
Gardier).
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Drugs and administration

Escitalopram oxalate was provide by Lundbeck
(Denmark) NaCl 0.9% NaCl/
NaCl/dimethylsulfoxide (80/20). It was administered by the

and dissolved in

subcutaneous (s.c.) route at a dose of 4 mg-kg, which is
known to produce an increase in extracellular levels of 5-
HT, without affect dopaminergic and noradrenergic
neurotransmissions in the frontal cortex (Nguyen et al.,
2011, BJP). 1.2,5-Dimethoxy-4-iodoamphetamine (DOI);
alpha-(2,3-dimethoxyphenyl)-1-(2-(4-fluorophenylethyl))-
4-piperidine methanol (MDL 100907); 8-Hydroxy-2-(di-n-
propylamino) tetralin hydrobromide (8-OHDPAT) and (N-
{2-[4
pyridinyl)
(WAY100635) were obtained from Sigma-Aldrich (L’Isle
d’Abeau, France) and dissolved in distilled water or beta-

(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl}-N-(2-

cyclohexanecarboxamide  tri-hydrochloride

cyclodextrin.  These pharmacological compounds were
administered subcutaneously at the doses of 1-10 mg/kg
(DOI); 2 mg/kg (MDL100907); 0.1 mg/kg (8-OHDPAT)
and 0.5 mg/kg (WAY100635). N-(2-Chloroethyl)-N-ethyl-
2-bromobenzylamine) (DSP-4) was dissolved in NaCl
(0.9%) and injected intraperitoneally at the dose 25 and 50

ma/kg.

Body temperature

Body temperature was assessed intrarectally, using a
lubricated probe (BIO-BRET-3) inserted approximately 2
cm and monitored (BIO-TK9882, BIOSEB, Vitrolles,
France). Three baseline body temperature measurements
were taken to control that stress induces hyperthermia
(Supplemental table) according to Van der Heyden et al.,
(1997). Ten minutes after the third baseline measurement,
animals received 8-OHDPAT (100 ug/kg; s.c.) and body

temperature was measured 10 min after the injection.

In-vivo electrophysiological recordings

Mice were anaesthetized with chloral hydrate (400
mg/kg i.p) and placed in a stereotaxic frame (using the
David Kopf mouse adaptor) with the skull positioned
horizontally. The extracellular recordings were performed
using single glass micropipettes (R&D Scientific Glass,
UsSA) for the (DR).
Micropipettes were preloaded with fibre glass strands to

recordings in dorsal raphe
promote capillary filling with a 2 M NaCl solution. Single
glass micropipettes pulled on a pipette puller (Narishige,

Japan) with impedances ranging from 2.5 to 5 mV, were



positioned 0.2-0.5 mm posterior to the interaural line on the
midline and lowered into the DR, usually attained at a depth
of 2.5-3.5 mm from the brain surface. The DR 5-HT
neurons were then identified according to the following
criteria : a slow (0.5-2.5 Hz) and regular firing rate and a
long duration, positive action potential.

Microdialysis procedure

Mice anaesthetized with chloral hydrate (400 mg.kg™”
i.p.), were implanted with probes (CMA7 model, Carnergie
Medicin, Stockholm, Sweden) located in the hipocampus
(stereotaxic coordinates in mm from bregma (Hof et al.,
2000): A= +2.8, L= +3.0, V= -4.0; A, anterior; L, lateral;
and V, ventral) (Richardson-jones et al., 2010). Animals
were allowed to recover from the surgery overnight. The
next day, = 20h after surgery, the probes were continuously
perfused with aCSF (composition in mmol/L: NaCl 147,
KCI 3.5, CaCl2 1.26, MgCI2 1.2, NaH2PO4 1.0, pH 7.4 +
0.2) at a flow rate of 1.5 pl/min in cortex using CMA/100
pump (Carnegie Medicin, Stockholm, Sweden), while
animals were awake and freely moving in their cage. One
hour after the start of aCSF perfusion stabilization period,
four fractions were collected (one every 15 min) to measure
the basal values (mean + S.E.M. corresponding to By at tg)
calculated for each mouse before systemic administration or
local perfusion of vehicle, escitalopram or desipramine.
Subsequent dialysate samples were then collected for a 0-
120 min post-treatment period and analyzed for 5-HT by a
high-performance liquid chromatography (HPLC) system
(XL-ODS, 4.6 x 75 mm, particle size 3 um; Beckman)
coupled to an amperometric detector (1049 A, Hewlett-
Packard, Les Ulis, France). The mobile phase for 5-HT
contained 107 or 100 mM NaH,PO, 140 or 151 uM
disodium EDTA; 0.77 or 3 mM l-octanesulphonic acid;
respectively, and 20% (v/v) methanol (pH adjusted between
4.1 and 4.3 with phosphoric acid). Its flow rate through the
HPLC column was set at 0.7 mL/min using a 118 pump
(Beckman). The limit of sensitivity for 5-HT was = 0.5
fmol/sample (signal-to-noise ratio=2). At the end of the
experiments, localization of microdialysis probes was
verified histologically (Bert et al., 2004; Guilloux et al.,
2006).

ARN isolation and 5-HT;4 or 5-HT,, expression
Coronal brain slices were performed using a Brain
matrix, hippocampus and dorsal

raphe nuclei were
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separated under the microscope from the rest of the tissue
and directly put in TRIzol (Invitrogen®, USA). Total ARN
from hippocampus or raphe nuclei was extracted from brain
in TRIzol
(Agilent Bioanalyzer, Santa Clara, USA). Samples with an

sections and assessed by chromatography
expert scoring number (RIN) above 7.2 were considered of
good quality. 2 pg of RNA were then reverse-transcribed
with Anchored-Oligo(dT),s primers (Deltheil et al., 2008).
Small PCR products (80-200 base-pairs) PCR products
were amplified in triplicates using a LightCycler® Carousel-
Based System (Roche, Mannheim, Germany) and SYBR
Green PCR Master Mix Reagent (LightCycler® ARN
Amplification Kit SYBR Green, Roche). Primer-dimers
were assessed by amplifying primers without ADNC.
Primers were retained if they produced no primer-dimers or
non-specific signal after 35 cycles. Results were calculated
as relative intensity compared to B-actin, and the 24
method with the tested primers was used to calculate the
relative expression levels of the transcripts (Schmittgen and
Livak, 2008).

Data statistical analysis

Results from hypothermia analyses were expressed as
mean + SEM of decrease in body temperature (behavior).
Electrophysiological data obtained from recordings in the
DR were expressed as means + S.E.M. of the firing rate of
5-HT neurons. Neurochemical data obtained from dialysate
5-HT in the hippocampus were expressed as means +
S.E.M. of AUC for the extracellular levels of 5-HT. A one-
or two-way analysis of variance (ANOVA) with repeated
measures (when appropriate) on pre-treatment, treatment
and/or genotype (5-HT,a+/+ vs. 5-HTa-/-) factors was
performed to compare the experimental groups. When
ANOVA  were
comparisons were performed using Fisher Protected Least

statistically  significant,  pairwise
Significance Difference post hoc test with the computer
software StatView 4.02 when appropriate. The level of

statistical significance was set at P<0.05.

RESULTS

Effects of the genetic inactivation of the 5-HT,, receptor
on the spontaneous firing rate of 5-HT neurons in the
dorsal raphe.

One-way ANOVA on the basal firing rate of DR 5-HT
neurons revealed a significant effect of genotype factor



[F(1,92)=5.6, p<0.05]. Figure 1 shows that 5-HT,a-/-
displayed a higher spontaneous firing rate of DR 5-HT
neurons than their wild-type littermates, raising the
possibility that 5-HT,5 receptor exerts a tonic receptor

inhibitory influence on serotonergic neuronal activity.

Effects of DOI on the firing rate of 5-HT neurons in the
dorsal raphe of 5-HT,5+/+ and 5-HT,4-/- mice

5-HT,a and 5-HT,a-/- mice were then administered with
increasing doses of DOI (1-10 mg/kg s.c.). A two-way
ANOVA with repeated measures on the firing rate of DR 5-
HT neurons indicated a significant effect of treatment
[F(1,36)=11.6, p<0.01] and genotype factors [F(1,36)
=25.3, p<0.001). DOI induced a dose-dependent inhibition
of DR 5-HT neuronal activity in 5-HT,+/+ with a maximal
decreased observed at the highest dose tested (10 mg/kg;
s.c). In a marked contrast, this inhibitory effect was
completely blunted in 5-HT,a-/- mice thus confirming the
inhibitory role of 5-HT,s receptor on the serotonergic
system and demonstrating the selectivity of DOI towards 5-
HT,a receptor in this response (Figure 2A).
In order to identify the brain region involved in the
inhibitory effect of DOI, we then examined the effect of this
selective 5-HT, receptor agonist in 5-HT,a+/+ mice pre-
treated with the neurotoxin DSP-4 at the doses of 25 and 50
mg/kg i.p. One-way ANOVA with repeated measures on
the firing rate of DR 5-HT neurons indicated a significant
effect of pre-treatment factor [F(2, 48)=7.06, p<0.05). The
inhibitory effect of DOI on DR 5-HT neuronal activity was
significantly attenuated in DSP-4 (25 mg/kg; i.p.) pre-
treated mice whereas no greater electrophysiological effects
were observed by increasing the dose of DSP-4 at 50
mag/kg; i.p (Figure 2B). Since, it was previously reported
that DSP-4 (25 mg/kg; i.p.) results in a selective lesion of
the noradrenergic system whereas DSP-4 (50 mg/kg; i.p.)
produced the ablation of both the noradrenergic and
dopaminergic systems (Cassano et al., 2009), the present
data strongly suggest that the inhibitory effect of DOI on
DR 5-HT neuronal activity involved, at least in part, NE

neurons.

Effects of the SSRI escitalopram on the firing rate of 5-
HT neurons in the dorsal raphe of 5-HT;a+/+ and 5-
HT4-/- mice

Having established that 5-HT, receptor exerts an
inhibitory effect on DR 5-HT neuronal activity, we
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hypothesized that the inhibitory action of SSRIs might
persist in mice lacking the 5-HT;5 autoreceptor. In 5-
HTia+/+ and 5-HT;a-/- mice, separate one-way ANOVA
on the firing rate of DR 5-HT neurons indicated a
significant effect of treatment factor [F(2,15)=9.1, p<0.01],
[F(2,17)=14,6, p<0.01] and [F(3,21)=6,2, p<0.05]. All
dorsal raphe 5-HT neurons tested in 5-HTi5+/+ and 5-
HTa-/- mice were inhibited by escitalopram (4 mg/kg s.c.).
In 5-HT14+/+ mice, the inhibitory effect of escitalopram
was reversed by the subcutaneous administration of WAY
100635 (Figure 3A). In 5-HT14-/- mice, the inhibitory effect
of escitalopram was reversed by MDL100907 but not by
WAY100635 (Figures 3B-D).

Functional status of 5-HT,4 receptors in 5 5-HT;, -/- mice

As illustrated in figure 4A, 5-HTa+/+ and 5-HTia-/-
mice were treated with DOI (0.5-2 mg/kg s.c.) to assess the
functional status of 5-HT,s receptor. Two-way ANOVA
with repeated measures on the firing rate of DR 5-HT
neurons indicated a significant effect of treatment
[F(2,15)=14.3, p<0.01] and genotype [F(1,15)=5;3, p<0.01]
factors. DOI induced a decrease in DR 5-HT neuronal firing
in both -HTa+/+ and 5-HTia-/- mice. However, the
electrophysiological effects of DOI were more pronounced
in the latter group of mutants. Thus, hypersensitization of 5-
HT,a receptor may represent an adaptive response aimed at
counter-balancing the loss of 5-HT;s autoreceptors. To
explore the possibility that this hypersensitization in 5-
HT1a-/- resulted from an increase in the density of 5-HT,a
receptor, qPCR analysis was performed to determine the
expression of this receptor in the hippocampus. Our results
showed an increase in 5-HT,5, MRNA levels in 5-HTqa-/-
mice when compared to 5-HTia+/+ mice [F(1,14)=22;3,
p<0.001, Figure 4B].

Functional status of 5-HT, receptor in 5-HT,, -/- mice

In a last series of experiments, we determined the
functional status of 5-HT 4 in 5-HT,5-/- KO mice by using
three complementary approaches.

8-OHDPAT-induced hypothermia.

In mice, 8-OHDPAT-induced hypothermia is mediated
by 5-HT.n autoreceptor (Richardson-Jones et al., 2010).
We used this response to assess the functional status of this
receptor in 5-HT,a-/- mice. One-way ANOVA with

repeated measure on body temperature revealed a



significant effect of genotype factors [F(1,118)=34.5,
p<0.01]. 8-OHDPAT (50-300 ug/kg s.c.) significantly
decreased body temperature in both 5-HT,5+/+ and 5-HT 4
-/- mice but this decrease was greater in 5-HT,5 -/- mice
(Figure 5A).

8-OHDPAT-induced
activity.

In mice, 8-OHDPAT-induced inhibition of DR 5-HT
neuronal activity is mediated by 5-HT;5 autoreceptor
(Gobbi et al., 2001). A one-way ANOVA on the firing rate
of DR 5-HT neurons revealed a significant effect of
genotype factors [F(1,45)=11.6, p<0.05]. 8-OHDPAT (50-

inhibition of DR 5-HT neuronal

300 pg/kg s.c.) significantly decreased the firing rate of DR
5-HT neurons in both 5-HT,a+/+ and 5-HT,5 -/- mice but
this response was enhanced in 5-HT,4 -/- mice (Figure 5B).

Potentiation of SSRI-induced increased in extracellular
levels of 5-HT by WAY100635

In mice, WAY100635-induced potentiation of the effects
of SSRI on extracellular levels of 5-HT at nerve terminal is
mediated by 5-HT;s autoreceptor (Froger et al., 2001).
Two-way ANOVA on the extracellular levels of 5-HT in
the hippocampus indicated a significant effect of treatment
[F(2,13)=3.1, p<0.05] and genotype [F(1,13)=5.2, p<0.05]
factors. Figure 5C shows that escitalopram similarly
increase the hippocampal extracellular concentrations of 5-
HT in 5-HT,5+/+ and 5-HT,, -/- mice. However, although
WAY100635 (0.1 mg/kg s.c.) failed to enhance the effect of
escitalopram in 5-HT,5+/+ (sub-active dose), it potentiated
the effect of the SSRI in 5-HT-/- mice thus confirming the
hypersensitivity of 5-HT1Aautoreceptor in these mutants

(Figure 5C).

DISCUSSION

5-HT 14 autoreceptor is known to play a role in mood
disorders and their treatments. Indeed, an increase in
somatodendritic 5-HT 4 autoreceptor density in the dorsal
raphe (DR) attenuates the therapeutic activity of selective
inhibitors  (SSRIs),

functional desensitization promotes activation of brain

serotonin reuptake whereas their
serotonergic transmission, thereby representing an adaptive
change relevant to their therapeutic effect (Gardier et al.,
1996; Blier and Ward, 2003; Richardson-jones et al.,

2010). Nevertheless, multiple source of evidence suggest
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that other serotonegic receptors including 5-HT,a type may
also exert inhibitory effects on the DR 5-HT neurons raising
the possibility that the functional inactivation of 5-HTia
autoreceptor would be necessary, but not sufficient for
SSRIs to exert their optimal antidepressant activity. The
present study examined the role of 5-HT,4 receptor in the
regulation of the serotonergic system and more particularly
its functional interaction with 5-HT 5 autoreceptor.

Our electrophysiological data demonstrate that the
inactivation or the stimulation of 5-HT,4 receptor, increased
or reduced respectively the firing activity of DR 5-HT
neurons. This findings concur with previous studies in rats
showing that the administration of the 5-HT,s receptor
agonist DOI, produced an inhibitory impact upon the
serotonergic system (Marek and Aghajanian, 1996; Stark et
al., 2007; Ghanbari et al., 2009; Rhaman et al., 2011).
Nevertheless, since the selectivity of DOI for 5-HT,a
receptor remains somewhat equivocal (Banas et al., 2010),
the present study examined whether or not its
electrophysiological effects were altered in 5-HT,4-/- mice.
The observation that DOI-induced decrease in DR 5-HT
neuronal activity was completely blunted in 5-HT,4-/- mice
confirmed the involvement of 5-HT,4 in this response. The
possibility that DOl might have, however, acted through
another receptor such as 5-HT,c could not be ruled out.
However, we verfied that the electrophysiological effects of
DOI were not altered in 5-HT,c-/- mice (data not shown).
Immuno-histochemical data indicated that the frontal
corteX, but also the catecholaminergic nuclei including the
locus coeruleus (LC) and the ventral tegmental area (VTA)
are endowed with a high density of 5-HT,s receptor
(Cornea-Hebert et al., 2002). In order to identify the brain
region involved in the inhibitory effect of DOI, we tested
the effect of this selective 5-HT,4 receptor agonist in mice
displaying a lesion of the noradrenergic or the
Indeed, it

reported that, depending on the dose, the neurotoxin DSP-4

noradrenergic/dopaminergic  systems. was
could trigger one or both systems (Cassano et al., 2009).
Interestingly, we showed that the loss of noradrenergic
neurons attenuated the inhibitory effects of DOI on the
activity of DR 5-HT neurons while the combined lesion of
the noradrenergic and the dopaminergic systems failed to
produce additional attenuation. These results strongly
suggested that the control of serotonergic neurons by 5-
HT,a receptor specifically involved noradrenergic neurons,
which are anatomically and functionally connected to 5-HT



neurons in the DR (Guiard et al., 2009). This conclusion is
consistent with previous data from Dr Blier’s group
reporting that SSRI treatment enhances a tonic inhibitory
influence by 5-HT on LC neurons through postsynaptic 5-
HT(2A) receptors that are located on local GABAergic
interneurons  (Blier and Szabo, 2005). Despite these
findings, we cannot exclude the possibility that the
effects of DOI

pathways. The frontal cortex, whose pyramidal neurons

electrophysiological involved others
project within the rats and mice DR (Martin-Ruiz et al.,
2001; Bortolozzi et al., 2003; Amargos-Bosh et al., 2004),
represents a putative target for the action of DOI. However,
it has been previously reported that the local infusion of
DOl in the frontal cortex increases the firing rate of DR 5-
HT neurons (Martin-Ruiz et al., 2001). Having shown that
5-HT A receptor exerts a tonic inhibitory effect in the DR of
wild-type mice, we next asked whether this receptor could
maintain or enhance his negative influence in mice lacking
the 5-HT 4 receptor. Interestingly, we found that the ability
of DOI to decrease DR 5-HT neuronal activity was
potentiated in 5-HT4 -/- mice indicating 5-HT,a receptor
hypersensitivity in these mutants. This observation was
corroborated by data showing an increased expression of 5-
HT,a receptor in 5-HT 4 -/- mice. In this context, we tested
the effect of the SSRI escitalopram on the firing rate of DR
5-HT neurons in 5-HT;54 +/+ and 5-HT;o -/- mice. As
expected and previously shown, escitalopram decrease the
firing rate of serotonergic neurons in wild-type mice
(Guiard et al., 2011). More surprisingly, this response
persisted in 5-HTo -/- and was reversed by the 5-HT,a
receptor antagonist MDL100907. This stands in contrast
with a previous electrophysiological study showing that
fluoxetine failed to decrease to neuronal activity of 5-HT
neurons in 5-HT 4 -/- mice (Amargos-Bosh et al., 2004) but
this lack of response can result from the 5-HT,ac
antagonistic activity of the SSRI. Thus, one of the most
remarkable result obtained in this study is the observation
that 5-HT,s hetero-receptors maintain an inhibitory
influence on the serotonergic system, particularly in
response to increased levels of endogenous 5-HT induced
by SSRI.
compensated by an over-expression of 5-HT,, receptor

The genetic inactivation of 5-HT;n was
thereby maintaining an inhibitory effect on the serotonergic
system. Such functional interaction between both receptors
has been reported previously. In particular it has been
shown that sustained administration of SSRI produced a
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functional desensitization of 5-HT,5 receptor while
increasing that of 5-HT,4 receptor (Cadogan et al., 1993).

Finally, to address the possibility that the reciprocal
interaction was also true, we tested the sensitivity of 5-HT
receptor in mice lacking 5-HT,a receptor. Several lines of
evidence, including behavioral, electrophysiological and
the fact that 5-HTia

autoreceptor is up-regulated in 5-HT,5 -/- mice. In

neurochemical data support

conclusion the present study unveiled a functional
reciprocal interaction between inhibitory 5-HT 5 auto- and
5-HT,a hetero-receptors. The fact that both receptors exert a
negative feedback on the serotonergic system underlies the
importance to prevent their activation to improve the
therapeutic activity of SSRI. Several augmentation
strategies triggering on or the other of these receptors has
been successfully applied with the blockade of 5-HTia
receptor (pindolol: for review see Portella et al., 2011) or of
5-HT,a (antipsychotics: for review see Croxtall and Scott,
2010) the

management of SSRI resistant patients.

represents an interesting alternative in
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Figure 1: Effects of the genetic inactivation of the 5-HTa receptor on the spontaneous firing rate of
5-HT neurons in the dorsal raphe. *p<0.05: significantly different from 5-HT,4 +/+ wild-types (WT, n=5 mice
per group).
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Figure 2: Effects of DOI on the firing rate of 5-HT neurons in the dorsal raphe of 5-HT,5+/+ and 5-
HT,a-/- mice. A. Percent of inhibition of basal DR 5-HT firing rate in 5-HT,a+/+ and 5-HT,4-/- mice administrated
with DOI (1-10 mg/kg s.c.). B. Percent of inhibition of basal DR 5-HT firing rate in WT indiced by DOI in DSP-4
(25; 50 mg/kg i.p.) pre-treated mice. In these experiments, DSP-4 was injected 7 days before the electrophysiological
recordings. *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001: significantly different from baseline of the corresponding group.
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Figure 3: Effects of the SSRI escitalopram on the firing rate of 5-HT neurons in the dorsal raphe of
5-HTa+/+ and 5-HT4-/- mice. A. Firing rate of DR 5-HT neurons in 5-HT14+/+ mice injected with vehicle
(baseline), escitalopram (ESC 4 mg/kg s.c) or escitalopram + WAY 100635 (0.5 mg/kg; s.c.). B, C. Firing rate of DR
5-HT neurons in the DR 5-HT;4-/- mice injected with vehicle (baseline), 8-OHDPAT (0.2 mg/kg; s.c.), escitalopram
(ESC 4 mg/kg s.c), escitalopram + MDL100907 (2 mg/kg; s.c.) or escitalopram + WAY100635 (0.5 mg/kg; s.c.),
when administrated esc 4 mg/kg s.c. or esc + WAY 100635 or esc + MDL 100907. **p<0.01 and ***p<0.001:
significantly different from baseline. #p<0.05 and ##p<0.01: significantly different escitalpram injected mice. ns: not

significant. (n="5 mice per group).
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Figure 4: Functional status of 5-HT,a receptors in 5-HT ;4 -/- mice. A. Percent of inhibition of basal DR 5-
HT firing rate in 5-HT;a+/+ and 5-HT4-/- mice administrated with DOI (0.5-2 mg/kg s.c.). #p<0.05: significantly
from 5-HT5+/+ mice. (h=5 mice per group). B. Expression of 5-HT,4 receptor in the hippocampus in 5-HTa+/+
and 5-HTa-/- mice. Data are expressed as percentage of relative expression in 5-HT;a+/+ and 5-HTa-/- mice.

***n<0.001: significantly from 5-HT5+/+ mice. (n= 8 mice per group).

148



A HYPOTHERMIA B ELECTROPHYSIOLOGY
8-OHDPAT

(56-HT, R agonist)

8-OHDPAT
(100 pg/kg; sc)

04 -20

—>— 5-HT,,** mice
—@— 5-HT," mice

0,8 -40

1,2 4 -60

-1,6 1 -80

Percent of inhibition of
basal DR 5-HT firing rate

Decreased body T° (degree C)

N

*

'
-
(=1
o

C INTRACEREBRAL MICRODIALYSIS

Hippocampus

#
-

E 5'HT2A+1+ 5-HT2A *kk
:g 800 800 - 600 -
é 'g T E *kk
- Esoo 600 1 T t g *kk *kk
52 T § 400
25 LT L
3 0400 400 - 59
3] ] 3 8
W 200

I e
5 2200 200 - g
Qo v 2
EZ =
: i 1
S 0 0 0
g °P 38312888 °ce8%8R888 N > o Q&
H . ) - - ) ) - - % & Q\v R\% & “;?'

time (min.) time (min.) e o7
& &
-<%Vehicle 5-HT,,** mice  5-HT,,” mice

—Jj}— Escitalopram (4 mg/kg; sc)
—A— WAY100635 (0.1 mg/kg; sc) + Escitalopram (4 mg/kg; sc)

Figure 5: Functional status of 5-HT receptor in 5-HT,a -/- mice. A. Behavioral consequences of 8-
OHDPAT induced hypohermia in 5-HT 4+/+ and 5-HT14-/- mice. Results are expressed as means = SEM of rectal
temperature in 5-HT 4 +/+ (<) and 5-HT4-/- mice () measured at different times. *p<0.05; **p<0.01 significantly
different from 5-HT,4+/+ mice. (n= 10 mice per group). B. Percent of inhibition of basal DR 5-HT firing rate in 5-
HT,a+/+ and 5-HTa-/- mice administrated with 8-OH-DPAT (50-300 ug/kg s.c.). ***p<0.01 significantly different
from 5-HTa+/+ mice. (n=5 mice per group). C. Time course and AUC values. Data are means + S.E.M. values of
[5-HT]ex expressed as percentages of baseline (By) following exposure to vehicle or escitalopram or escitalopram +
WAY100635. Arrow indicates the time at which the injection of either vehicle in WT (<) or escitalopram 4 mg-kg™,
s.c. (M) or escitalopram + WAY 100635 (A) was performed. ***p<0.001: significantly different fom vehicle.
#p<0.05: significantly different from 5-HT,4+/+ mice. (n=5-7 mice per group).
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Résultats expérimentaux

ARTICLE 4: Etude du statut fonctionnel de I’autorécepteur 5-HT;4 dans un modele de
souris anxio/dépressive
Quentin Rainer*, Hai Thanh Nguyen*, Gaél Quesseveur, Alain M. Gardier, Denis J. David,
Bruno P. Guiard

Soumis

Résumé : Notre recherche consiste a évaluer le degré de désensibilisation des autorécepteurs 5-
HT1a du noyau du raphé dorsal (NRD) dans un modele de souris anxio-dépressives (basé sur
I’administration chronique de corticostérone dans I’eau de boisson) en réponse a un traitement
antidépresseur, la fluoxétine.
Principaux résultats

® A I’aide du test d’hypothermie induite par le 8-OHDPAT, nos résultats ont montré que
la sensibilité de I’autorécepteur 5-HT14 était réduite chez les animaux traités a la corticostérone
comparé au groupe controle. L’administration chronique de fluoxétine a également entrainé une
désensibilisation de I’autorécepteur 5-HT1a dans les deux groupes d’animaux mais qui s’est
avérée plus prononcée dans le groupe prétraité a la corticostérone.

® A I’aide des techniques d’électrophysiologie et de microdialyse in vivo, nous avons
reproduit ces résultats a savoir que la désensibilisation de I’autorécepteur 5-HT4 a été observé
dans le groupe prétraité a la corticostérone mais qu’elle a été renforcée dans le groupe de souris
ayant recu la combinaison corticostérone plus fluoxétine. En particulier, ces résultats se sont
traduits par une plus faible capacité du 8-OHDPAT a diminuer I’activité électrique des neurones
sérotoninergiques et la libération de 5-HT dans le NDR.

® En dépit de la désensibilisation de I’autorécepteur 5-HT14 dans le groupe ayant recu
uniquement la corticostérone, I’activité électrique et les concentrations extracellulaires basales de
5-HT dans le NRD n’ont pas été modifiées comparées aux animaux contrdles (1.8 + 0.4 vs 2.1 +
0.3 Hz; 13.4 + 4.1 vs 14.8 + 3.6 fmol). En revanche, ces parametres électrophysiologiques et
neurochimiques ont été significativement augmentés dans le groupe ayant recu la combinaison
corticostérone plus fluoxétine comparés au groupe véhicule plus fluoxétine (2.3+0.2vs 1.1 £0.1
Hz; 114.9 + 24.1 vs 75.9 + 3.1 fmol).
Conclusion

L’ensemble de ces résultats démontre une synergie d’effet entre la corticostérone et la
fluoxétine sur la désensibilisation de I’autorécepteur 5-HT;4 dans le NRD et pourrait expliquer le
fait que les ISRS exercent leurs effets spécifiquement en conditions pathologiques.
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ABSTRACT

Most of preclinical studies investigating the effects and
the mechanism of action of antidepressants have been
performed in naive rodents. This is inappropriate since
antidepressants act on the core symptoms of the pathology.
Recently, we have developed and characterized a mouse
model of anxiety/depression based on corticosterone
addition in the drinking water. This model is highly
reproducible and easy to set up compared to other animal
models such as the unpredictable chronic mild stress. 5-
HT1a autoreceptor is known to play a role in mood
disorders and their treatments. Indeed, an increase in
somatodendritic 5-HT 4 autoreceptor density in the dorsal
raphe (DR) attenuates the therapeutic activity of selective
inhibitors  (SSRIs),

functional desensitization promotes activation of brain

serotonin reuptake whereas their
serotonergic transmission, thereby representing an adaptive
change relevant to their therapeutic effect. Here we assessed
the effects of sustained administration of the SSRI
fluoxetine on 5-HT;n autoreceptor sensitivity in mice
administered with corticosterone. Fluoxetine attenuated the
5-HTa receptor agonist 8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)
tetralin (8-OHDPAT)-induced hypothermia in both vehicle-
and corticosterone-pre-treated mice. However, such
desensitization was more pronounced in corticosterone pre-
treated mice. This change had an overall effect on
serotonergic tone since we found a greater firing rate of 5-
HT neurons associated with an enhancement of 5-HT
outflow in the DR of corticosterone-pre-treated mice in
response to fluoxetine compared to the corresponding group
of vehicle-pre-treated mice. These results emphasize the
contribution of an animal model of anxiety/depression in
describing the cellular and molecular consequences of

chronic SSRI treatment.

Keywords: Serotonin, agonist, autoreceptor, depression,

anixolytic, corticosterone.
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INTRODUCTION

Alterations in multiple biological markers are implicated
in the neurobiology of depression, based primarily on the
characterization of antidepressant efficacy in naive rodents
(Gourley and Taylor, 2009). However it appears more
appropriate to perform pharmacological studies in animal
that  exhibit

anxiety/depression. Several animal

models hallmark  characteristics  of
models have been
developed, mainly based on stressful situations such as
chronic unpredictable chronic mild stress (UCMS).
Although UCMS has been efficiently used to assess
antidepressant activity (Surget et al., 2009; Farley et al.,
2010), it is notoriously difficult to reproduce consistently in
rodents. An intriguing alternative may be to supply mice
with exogenous corticosterone (David et al., 2009; Gourley
and Taylor, 2009), a hormone produced in the adrenal
glands in response to stress, and found to be elevated in
several animal models of depression and in depressed
humans (Sterner and Kalynchuk, 2010). We have recently
reported some behavioral abnormalities in  mice
administered with corticosterone indicative of anhedonia
and hopelessness (Gourley et al., 2008; David et al., 2009)
that mimic depressive symptoms observed in humans
(Holsboer, 2000; Nemeroff and Valle, 2005). Therefore
corticosterone-treated mice provide a good preclinical
model to investigate the interaction between hypothalamic-
pituitary-adrenocortical (HPA) axis dysfunction, deficit in
brain serotonergic system and antidepressant response.

The activity of the serotonergic system is regulated by
several extrinsic and intrinsic factors. In the dorsal raphe
(DR), there is a negative feedback control driven by
serotonin-1A (5-HT,) autoreceptor located in the soma and
dendrites of 5-HT neurons. Activation of this presynaptic
autoreceptor inhibits the firing rate of 5-HT neurons, the
amount of 5-HT released per action potential, and 5-HT
synthesis (Blier and de Montigny, 1987; Richardson-Jones
et al., 2010). Clinical and preclinical studies have clearly
established the role of this autoreceptor in mood disorders
and their treatments. For example, enhanced radioligand
binding of an agonist to the inhibitory 5-HT 4 autoreceptor
in the human DR provided pharmacological evidence of
diminished activity of serotonergic neurons in suicide
victims afflicted with major depression (Stockmeier et al.,
1998). In addition, a functional polymorphism in the

promoter region of the human Htrla gene was reported



(Lemonde et al., 2003) suggesting that an increase in the
density of 5-HT 4 autoreceptor in the DR may predispose to
depression (Lemonde et al., 2003; Le Francois et al., 2008).
The role of 5-HT 4 autoreceptor in the mechanism of action
of serotonin selective reuptake inhibitors (SSRIs) has also
been studied extensively. It is believed that an over-
activation and/or -expression of 5-HT;, autoreceptor would
delay the onset of antidepressant effect, whereas the
functional desensitization of this receptor after sustained
administration of SSRIs is an adaptive change relevant to
their therapeutic activity (Gardier et al., 1996). Using a new
strategy to manipulate somatodendritic 5-HT, 5 autoreceptor
in raphe nuclei without affecting 5-HT 15 heteroreceptor, it
has been shown that mice with a low expression of
autoreceptor display a greater behavioral response to
fluoxetine, thus establishing a causal relationship between
5-HT1a autoreceptor levels and the response to SSRIs
(Richardson-Jones et al., 2010).
Surprisingly, despite the importance of somatodendritic 5-
HT1a autoreceptor desensitization in the appearance of the
therapeutic effects of SSRIs, such functional inactivation
was also reported in several animal models of stress
including chronic sleep restriction (Evrard et al., 2006;
Novati et al., 2008) and maternal separation (van Riel,
2004), but also in animal models of anxiety/depression i.e.,
the chronic mild stress (Lanfumey et al., 1999; Froger et al.,
2004; Grippo et al., 2005; Bambico et al., 2009). These
results are consistent with findings showing an attenuation
of 5-HT 4 receptor functions in a dysregulated HPA axis in
both animals (Lanfumey et al., 1999; Fairchild et al., 2003;
Leitch et al., 2003; Hensler et al., 2007) and humans
(Young et al., 1994b; McAllister-Williams et al., 2007).
However, these results in animal models of stress have been
challenged by recent findings showing, on the contrary, that
the sensitivity and/or the density 5-HT 14 autoreceptor in the
DR was increased in rats or mice models of depression (El
Yacoubi et al., 2003; Greenwood, 2003; Pineda et al.,
2011). Thus modeling stress or depression status in animals
leads to distinct changes in 5-HT 4 autoreceptor sensitivity.
The present study was aimed at determining the nature
and intensity of changes in 5-HT;, autoreceptor function in
a mice model of anxiety/depression exposed to chronic
corticosterone given either alone or in combination with the
SSRI fluoxetine. Ultimately, such data obtained in an
animal model of anxiety/depression may help shed light on
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the fact that SSRIs are specifically effective in depressed
patients but not in healthy volunteers.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals.
Adult male C57BL/6J mice were purchased from
(Le Genest St. All

corticosterone-administered mice were 7-8 weeks old and

Elevage Janvier Isle, France).
weighed 20-24 g at the beginning of the treatment. They
were maintained on a 12L.:12D schedule (lights on at 06:00
a.m.) and housed in groups of five. Food and water were
provided ad libitum. Behavioral testing occurred during the
light phase between 08:00 a.m. and 05:00 p.m. Separated
groups were used to assess the behavioral,
electrophysiological and neurochemical studies. All testing
were conducted in compliance with protocols approved by
the Institutional Animal Care and Use Committee (Council
directive #87-848, October 19, 1987, Ministére de
I'Agriculture et de la Forét, Service Vétérinaire de la Santé
et de la Protection Animale, permissions #92-256B to D.J.

David).

Drugs.

In place of normal drinking water, grouped-housed mice
were presented during 7 weeks with vehicle (0.45%
hydroxypropyl-B-cyclodextrin) or corticosterone (35 ug/ml)
in the presence or absence of the SSRI fluoxetine (18
mg/kg/day) during the last three weeks of the corticosterone
(8-
OHDPAT) hydrobromide and (N-{2-[4 (2-methoxyphenyl)-
1-piperazinyl]ethyl}-N-(2-

regimen.  8-Hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin

pyridinyl)cyclohexanecarboxamide
(WAY100635) were obtained from Sigma-Aldrich (L’Isle
d’Abeau, France) and dissolved in saline solution (NaCl
,0.9%).  Both
administered subcutaneously (s.c.) at the doses of 100-300

tri-hydrochloride

pharmacological ~ compounds  were

ug/kg and 300 pg/kg; respectively.

Body temperature.

Body temperature was assessed intrarectally, using a
lubricated probe (BIO-BRET-3) inserted approximately 2
cm and monitored (BIO-TK9882, BIOSEB, Vitrolles,
France). Three baseline body temperature measurements
were taken to control that stress induces hyperthermia
(Supplemental table) according to Van der Heyden et al.,



(1997). Ten minutes after the third baseline measurement,
animals received 8-OHDPAT (100 ug/kg; s.c.) and body

temperature was measured 10 min after the injection.

In vivo electrophysiology.

Mice were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg;
i.p) and placed in a stereotaxic frame with the skull
positioned horizontally. To maintain a full anesthetic,
chloral hydrate intraperitoneal supplements of 100 mg/kg
were given as needed. The extracellular recordings were
carried out using single glass micropipettes (Stoelting
Dublin,
Micropipettes were preloaded with fiberglass strands to

Europe, Ireland) for recordings in the DR.
promote capillary filling with a 2 M NaCl solution.

DR 5-HT
micropipettes pulled on a pipette puller (Narishige, Tokyo,

Recording of neurons. Single glass
Japan) with impedances ranging from 2.5 to 5 mQ, were
positioned 0.2 to 0.5 mm posterior to the interaural line on
the midline and lowered into the DR, usually attained at a
depth between 2.5 and 3.5 mm from the brain surface
(Franklin and Paxinos, 2007). The DR 5-HT neurons were
identified using the following criteria: a slow (0.5-2.5 Hz)
and regular firing rate and a long duration, positive action
potential (Aghajanian and Vandermaelen, 1982). The total
number of spontaneously active 5-HT neurons and their
firing rates were determined by monitoring their average
discharge frequency. In each mouse, several tracts were
performed to measure the spontaneous firing rate of DR 5-
HT neurons. At the end of the experiment, only one neuron
was studied with 8-OHDPAT (100-300 pg/kg; s.c.) to
assess the functional activity of somatodendritic 5-HTa
WAY100635 was used to
suppressant effect of 8-OHDPAT on the firing activity of

autoreceptor. reverse the
DR 5-HT neurons. Changes in the firing activity were
expressed as percentage of baseline firing rate.

In vivo microdialysis.

Concentric dialysis probes (active length of 1 mm) were
made of cuprophan fibres and set up as described
1996).
anaesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg, i.p.) and

previously (Malagie et al., Animals  were
placed in a stereotaxic frame for probe implantation in the
dorsal raphe (DR) according to the ‘Mouse brains’ atlas
(Franklin and Paxinos, 2007): coordinates from Bregma (in
mm): anterior, — 4.5; lateral, 0; ventral; 3.0. Animals were

allowed to recover from surgery overnight. The next day,
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~20 h after the surgery, probes were continuously perfused
with artificial cerebrospinal fluid (composition in mmol/L:
NaCl 147, KCI 3.5, CaCl2 1.26, MgCI2 1.2, NaH2PO4 1.0,
pH 7.4 + 0.2) at a flow rate of 1 ul/min using CMA/100
pump (Carnegie Medicin, Stockholm, Sweden). Dialysates
were collected every 30 min in small Eppendorf tubes for
the measurements of their 5-HT contents ([5-HT]ey;) Using a
high performance liquid chromatography (HPLC) system.
Four fractions were collected to measure basal values
(means + SEM) and 4 subsequent fractions were collected
after administration of 8-OHDPAT (100 ug/kg; s.c.). The
limit of sensitivity for [5-HT]e: was 0.5 fmol per sample
(signal-to-noise ratio : 2). At the end of the experiments, the
placement of microdialysis verified

probes  was

histologically.

Data analysis and statistics.

Results from data analyses were expressed as mean +
SEM of body temperature (behavior), of DR 5-HT firing
rate (electrophysiology) and of [5-HT]e: in the DR
(neurochemistry). Two-way ANOVAs were applied for the
statistical analyses of the data with pre-treatment (vehicle vs
corticosterone) and treatment (vehicle vs fluoxetine) as
main factors. In all cases, when appropriate, pairwise
comparisons were performed using the Protected at Least
Significance (PLSD) post-hoc test using the computer
software Stat-View 5.0. Accepted level of significance was
set at p<0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Because 5-HT 4 autoreceptor is a key component in the
regulation of serotonergic neurotransmission, the present
study examined its functional status after chronic
administration of fluoxetine in naive or anxio/depressive
mice pre-treated with corticosterone.

In mice, 8-OHDPAT-induced hypothermia is mediated
by 5-HT 14 autoreceptor (Richardson-Jones et al., 2010). We
used this response to assess the functional status of this
receptor in our experimental groups. A two-way ANOVA
on body temperature revealed a significant effect of pre-
treatment [F(1,36)=15.0, p<0.001] and treatment factors
[F(1,36)=57.8, p<0.001]. 8-OHDPAT
the body temperature

corticosterone-pre-treated mice (Figure 1) but this response

significantly

decreased of wvehicle- and



was less pronounced in the latter group suggesting a
functional desensitization of 5-HT;, autoreceptor. These
findings are consistent with initial studies showing that
maternal separation or UCMS in rodents (Laaris et al.,
1995; Lanfumey et al., 1999; Gartside et al., 2003; Froger et
2004; Bambico et al., 2009), reduced 5-HTia
autoreceptor sensitivity. When fluoxetine was given for 28

al.,

days, the hypothermic response to 8-OHDPAT was also
significantly attenuated in both vehicle- and corticosterone-
pre-treated mice (Figure 1), but this blunted response was
greater in corticosterone-pre-treated mice.

To confirm the possibility that the effects of fluoxetine
on 5-HT;s autoreceptor sensitivity are potentiated in
corticosterone-pre-treated mice, we examined the potency
of 8-OHDPAT to inhibit the firing activity of DR 5-HT
neurons. A two-way ANOVA on the percentage of
inhibition of basal 5-HT firing rates induced by 8-
OHDPAT, revealed a significant effect of pre-treatment
[F(1,28)=13.3, p<0.01] and treatment factors [F(1,28)=34.2;
p<0.001].
behavioral data, 8-OHDPAT was less potent in suppressing

As expected from the above-mentioned
5-HT neuronal firing activity in corticosterone- compared to
vehicle-pre-treated mice (EDsy were 205 and 110 ug/kg,
respectively; Figure 2A). When fluoxetine was given for 28
days, the suppression of DR 5-HT neuronal activity induced
by 8-OHDPAT was significantly lower in corticosterone-
compared to vehicle-pre-treated mice (Figures 2A-2C).
Having established that the potency of fluoxetine to
5-HTa

corticosterone-pre-treated  mice,

desensitize autoreceptor is enhanced in

we then determined
whether this adaptive change influenced the basal firing rate
and the number of spontaneously active 5-HT neurons in
the DR. A two-way ANOVA on the basal firing rate of DR
5-HT neurons revealed a significant effect of pre-treatment
[F(1,186)=3.6,  p<0.05]
[F(1,186)=28.5, p<0.001]. Figures 2C and 2D show that the
mean firing activity of DR 5-HT neurons is similar between

and treatment factors

vehicle- and corticosterone-pre-treated mice (1.8 £ 0.1 Hz
and 2.1 + 0.1 Hz; p>0.05, respectively). This stands in
contrast with recent data reporting that the mean
spontaneous single-spike firing rate of 5-HT neurons in rats
submitted to UCMS was lower than that of the control
group (Bambico et al., 2009). Nevertheless, our results
concur with data reporting that the basal firing rate of DR 5-
HT neurons in rats is not affected by chronic corticosterone

treatment despite the desensitization of 5-HT, autoreceptor
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(Fairchild et al., 2003). It thus appears that the degree of
stress may play a major role in the regulation of DR 5-HT
neuronal activity. Consistent with this hypothesis, Bambico
et al. (2009) reported that chronic unpredictable stress
reduced the firing rate of DR 5-HT neurons while acute
restraint stress failed to do so. In the present study, the
observation that the basal DR 5-HT neurons firing rate was
not altered in corticosterone mice despite the desensitization
of 5-HT5 autoreceptor may be attributable to the lack of
tonic activation of this receptor in vivo (Bortolozzi et al.,
2004; Guilloux et al., 2006). It is also possible that
compensatory mechanisms such as a hypersensitization of
the terminal 5-HT g autoreceptor occured (Gur et al., 2001).
After 28 days of treatment with fluoxetine, a significant
decrease in the firing activity of 5-HT neurons was
observed in vehicle- (1.1 £ 0.1 Hz), but was no longer
present in corticosterone-pre-treated mice (2.3 £ 0.2 Hz)
when compared to corresponding groups of mice
administered with vehicle (Figures 2C-D). Thus, the
recovery in firing rate of DR 5-HT neurons returned here to
baseline after 28 days of fluoxetine treatment specifically in
corticosterone-pre-treated mice. Hence, one of the most
remarkable results obtained herein is the observation that
the combination of both agents produced additional effects
allowing 5-HT neurons to regain their baseline more rapidly
when it has been first sensitized (or activated) by the
elevated corticosterone levels. This result is in agreement
with a robust desensitization of 5-HTy5 autoreceptor and
suggests that pathological conditions are necessary for
fluoxetine to produce its optimal electrophysiological
effects. With respect to the number of spontaneous active
DR 5-HT neurons, a two-way ANOVA revealed no
significant effect of pre-treatment [F(1,13)=1.1, p>0.05] and
treatment [F(1,15)=0.7, p>.0.05] factors. The number of
neurons recorded per electrode descent is known as a valid,
indirect index of the percentage of neurons that are
spontaneously discharging (active) during in vivo
electrophysiological recordings. Nevertheless, in the present
study the number of spontaneously active DR 5-HT neurons
was not modified either by corticosterone and/or fluoxetine
treatments (Table 1).

observed differences

Having electrophysiological

between corticosterone- and vehicle-pre-treated mice
administered with fluoxetine on the sensitivity of 5-HT
autoreceptor, we next asked how these differences are

reflected at the neurochemical level by using in vivo



microdialysis at somatodendritic level (i.e., in the DR). A
two-way ANOVA on the percentage of inhibition of 5-HT
extracellular levels induced by 8-OHDPAT, revealed a
significant effect of pre-treatment [F(1,16)=12.1, p<0.01]
and treatment factors [F(1,16)=5,1 p<0.05]. Our results
show that the decrease in the extracellular levels of 5-HT in
the DR induced by 8-OHDAT was significantly lower in
corticosterone-  than in  vehicle-pre-treated  mice
administered with fluoxetine (Figures 3A-B). Once again,
our results emphasize the fact that the functional
desensitization of 5-HTy, autoreceptor in response to
fluoxetine is potentiated in corticosterone-pre-treated mice.
Regarding basal extracellular levels of 5-HT in the DR, a
two-way ANOVA revealed no significant effect of pre-
treatment [F(1,16)=1.7, p>0.05], but a significant effect of
treatment factors [F(1,16)=28,6 p<0.001]. The absence of
differences on the basal extracellular levels of 5-HT in the
DR between vehicle- and corticosterone-pre-treated mice is
consistent with electrophysiological data. As expected,
fluoxetine significantly increased basal extracellular levels
of 5-HT in the DR in both vehicle and corticosterone-pre-
treated mice (Table 2), with a trend of higher increase in the
corticosterone group of mice. These findings raise the
possibility that the degree of increase in 5-HT levels in the
vicinity of 5-HT cell bodies might account for the
5-HTa
autoreceptor. This neurochemical observation concurs with

differential degree of desensitization of
a higher firing rate of DR 5-HT neurons and a more
pronounced desensitization of 5-HT;5 autoreceptor in
corticosterone- compared to vehicle-pre-treated mice in
response to fluoxetine. However, previous microdialysis
data failed to detect differences in basal cortical
of 5-HT between

rats

extracellular levels sham and

corticosterone-treated after  chronic  fluoxetine
administration (Gartside et al., 2003). It is thus possible that
the nature of the neurochemical effects of corticosterone on
extracellular levels of 5-HT may depend on the brain region
studied (somatodendritic vs terminal areas), the mode of
corticosterone administration (drinking water vs pellet)
and/or the species studied (rats vs mice).

The present study performed in mice demonstrates that
chronic administration of corticosterone in the drinking
water i) produces a functional desensitization of 5-HT;a
autoreceptor without affecting the basal firing rate or
extracellular levels of 5-HT in the DR, ii) potentiates

fluoxetine-induced desensitization of 5-HTy5 autoreceptor.
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Such mechanism is in favor of a greater enhancement of
brain serotonergic neurotransmission and would thus
represents a plausible explanation of the antidepressant-like
effects of SSRI,
anxiety/depression. Several hypotheses may explain the fact

specifically in animal models of

that corticosterone desensitized 5-HT;, autoreceptor and

potentiated the behavioral, electrophysiological and

neurochemical effects of fluoxetine. It is possible that
corticosterone directly downregulated the expression of 5-

HTia  autoreceptor. In  situ  hybridization and
immunocytochemical studies have revealed the presence of
Glucocorticoid Receptor (GR) mRNA or protein

specifically within 5-HT cell bodies in the DR (Hérfstrand
et al., 1986) while the 5-HT5 receptor gene includes a
glucocorticoid responsive element (GRE) (Ou et al., 2001).
corticosterone have desensitized

Therefore, might

somatodendritic  autoreceptor through a mechanism
independently to an increase in extracellular 5-HT levels in
the DR. Interestingly, it was shown that corticosterone
significantly reduced the expression of mMRNA encoding G-
protein linked inwardly rectifying K+ (GIRK) channel
(Fairchild et al., 2003) suggesting that the desensitization of
5-HT 4 autoreceptor induced by corticosterone could result
from an alteration in their coupling property. Another
possibility would be that corticosterone increased the
activity of the tryptophan hydroxylase. The activation of
TpH would thus result in an increase in 5-HT release at
somatodendritic levels, thereby facilitating the functional
inactivation of 5-HT;, autoreceptor. Nevertheless, in the
present study although corticosterone enhanced the effect of
fluoxetine on basal extracellular levels of 5-HT, it had no
effect on this parameter when given alone. Finally we
cannot rule out the possibility that corticosterone, as
observed with SSRIs, decreased 5-HT reuptake. In line with
this hypothesis, a recent study has shown that corticosterone
blocks the reuptake of 5-HT
monoamine transporters (Baganz et al., 2010). This point

through low-affinity
should draw our attention for future investigations.
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TABLES

TABLE 1: Effect of sustained corticosterone £ fluoxetine on the number of spontaneously

active DR 5-HT neurons.

Pretreatment Treatment Number of
neuron/tract
Vehicle (B-CD 0.45%) Vehicle 3.170.6
Vehicle (B-CD 0.45%) Fluoxetine (18 mg/kg/d) 27702
Corticosterone (35 pg/mi/d) Vehicle 35%0.3
Corticosterone (35 pg/mi/d) Fluoxetine (18 mg/kg/d) 29%0.3

TABLE 2: Basal extracellular 5-HT levels in the DR in vehicle.vehicle; vehicle.fluoxetine,

corticosterone/vehicle and corticosterone.fuoxetine groups of mice. Data are the mean £ SEM

calculated from 4 baseline samples. **p<0.01 and ***p<0.001: significantly different from the

corresponding group of mice treated with vehicle (VEH). (n=4-6 mice per group).

Pretreatment

Treatment

Basal extracellular

5-HT in the DR (fmol)

Vehicle (B-CD 0.45%)
Vehicle (B-CD 0.45%)
Corticosterone (35 pg/mi/d)

Corticosterone (35 pg/mi/d)

Vehicle
Fluoxetine (18 mg/kg/d)
Vehicle

Fluoxetine (18 mg/kg/d)

13.4%4.1
75.9 * 3.1%**
14.873.6

114.9 * 24.1**
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FIGURES
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FIGURE 1: Effect of sustained administration of corticosterone + fluoxetine on 8-OHDPAT-induced
hypothermia. Data are means + SEM of decrease in body temperature (°C) measured 10 min after 8-OHDPAT
(100 pg/kg; s.c.) administration. *p<0.05 and ***p<0.001: significantly different from vehicle (VEH) / vehicle
(VEH) treated mice. $$$p<0.001: significantly different from vehicle (VEH) / corticosterone (CORT) treated mice.
##p<0.01: significantly different from vehicle (VEH) / fluoxetine (FLX) treated mice (n=10 mice per group).
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ELECTROPHYSIOLOGY IN THE DR
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FIGURE 2: Effect of sustained administration of corticosterone + fluoxetine on dorsal raphe 5-HT
neuronal activity. All dorsal raphe (DR) 5-HT neurons tested were inhibited, in a dose-dependent manner by 8-
OHDPAT (100-300 pg/kg, s.c.), this inhibition being reversed by the administration of the selective 5-HT 4 receptor
antagonist WAY 100635 (300 pg/kg; s.c.). (A) Data are means + SEM of inhibition in percentage of baseline. These
means were measured on the 60-s period preceding each 8-OHDPAT administration in vehicle (VEH)- (O, ®) or
corticosterone (CORT)- (CJ,m) pre-treated mice administered with vehicle (VEH: white symbols) or fluoxetine
(FLX, 18 mg/kg/28days; po: black symbols). (B) Data are expressed as area under the curve (AUC; mean + SEM).
AUC values were calculated for the inhibitory effect of 8-OHDPAT on DR 5-HT neuronal activity and expressed as
percentage of baseline. **p<0.01 and ***p<0.001: significantly different from vehicle (VEH) / vehicle (VEH)
treated mice. $$p<0.01: significantly different from vehicle (VEH) / corticosterone (CORT) treated mice. #p<0.05:
significantly different from vehicle (VEH) / fluoxetine (FLX) treated mice (n=4-6 mice per group). (n=5-9 mice per
group). (C) Data are means + SEM firing rate in Hertz (Hz) (n=3-7 mice per treatment group). ***p<0.001,
significantly different from the firing rate of DR 5-HT neurons in vehicle (VEH) / vehicle (VEH) treated mice.
###p<0.001, significantly different from vehicle (VEH) / fluoxetine (FLX) treated mice. (D) Distribution of 5-HT
single spike firing activity per treatment group.
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MICRODIALYSIS IN THE DR
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FIGURE 3: Effect of sustained corticosterone = fluoxetine on extracellular levels of 5-HT in the
dorsal raphe. (A): Effect of systemic administration of 8-OH-DPAT on extracellular levels of 5-HT ([5-HT])ext in
the dorsal raphe (DR) in vehicle (VEH)-(O, @) or corticosterone (CORT)-([], m) pre-treated mice administered with
vehicle (VEH: white symbols) or fluoxetine (FLX, 18 mg/kg/28days; po: black symbols). Results are expressed as
means = SEM of [5-HT]ext (percentages of basal values). Mice received (arrow) 8-OH-DPAT (100 ug/kg; s.c.). (B)
Data are expressed as area under the curve (AUC; mean + SEM). AUC values were calculated for the amount of 5-
HT outflow measured in the DR during the 0-120 min post-treatment period with the 5-HT;, receptor agonist 8-OH-
DPAT and expressed as percentages of baseline. *p<0.05: significantly different from vehicle (VEH) /vehicle (VEH)
treated mice. ##p<0.01: significantly different from vehicle (VEH) / fluoxetine (FLX) treated mice (n=4-6 mice per
group).
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Résultats expérimentaux

ARTICLE 5: Blocage du transporteur de la noradrénaline par le escitalopram: étude de
microdialyse in vivo chez la souris

Hai Thanh Nguyen, Bruno P. Guiard, Alexandre Bacg, Denis J. David, Indira David, Gaél

Quesseveur, Sophie Gautron, Connie Sanchez, Alain M. Gardier

Soumis

Résumé: Le but de cette étude visait a déterminer les effets de l'administration aigué de
escitalopram, sur les concentrations extracellulaires corticales de 5-HT ([5-HT]ex: et de NA
(INAJex)) chez des souris contrdles et/ou mutantes, privées du transporter SERT de la 5-HT
(SERT-/-). Plus particulierement, ce travail avait pour objectif de préciser si les effets
neurochimiques du escitalopram sur les [NA]ex résultait d’un mécanisme impliquant l'inhibition
directe du transporteur NAT de la NA, ou d’un mécanisme indirect mettant en jeu une élévation
initiale des [5-HT]ex:.
Principaux résultats

® Chez les souris contrdles, I’administration d’une dose unique, systémique ou locale de
escitalopram (dans le cortex frontal : FCx) a produit une augmentation significative des [5-HT]ext
mais également de [NA]ex.. Dans le test de la nage forcée (FST), le escitalopram a augmenté le
parametre de nage (un indice d'activation du systeme serotoninergique), sans affecter le

comportement d’escalade (un indice d’activation du systéme noradrénergigue).

® De maniére intéressante, dans le FCXx, le escitalopram n'a pas augmenté les [5-HT]ext
des souris SERT-/- tandis que ses effets neurochimiques sur les [NA]e: ont persisté chez ces
mutants. En accord avec I’hypothése d’un blocage du NAT par le escitalopram, nous avons
montré que les effets du escitalopram sur les [NA]ex: corticales ont été prévenu par le blocage
pharmacologique du NAT a I’aide de la desipramine chez les souris controles.

® Enfin, lors d’expériences réalisées ex vivo sur des homogénats de cortex de souris, le
escitalopram n’a eu aucun effet sur la recapture de la NA via le transporteur de faible affinité
OCT2,
Conclusion

L’ensemble de ces résultats suggére qu’a fortes doses, le escitalopram augmente
modérément les [NA]ex: in vivo, par un mécanisme non sélectif impliquant, tres probablement,
I'inhibition du transporteur NAT de la NA.
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ABSTRACT

Background and Purpose: Escitalopram, the S(+)-
enantiomer of citalopram is the most selective serotonin (5-
HT) reuptake inhibitor approved. Although all serotonin
selective reupake inhibitors (SSRIs) increase extracellular
levels of serotonin ([5-HT]ex), Some of them also enhance,
to a lower extent, the extracellular levels of norepinephrine
(INElexy). However, the mechanisms by which SSRIs
activate noradrenergic transmission in the brain remain to
be determined. Experimental approach: This study aimed
at examining the effects of escitalopram, on both [5-HT]ex:
and [NE]e in the frontal cortex (FCx) of freely moving
wild-type (WT) and mutant mice lacking the 5-HT
transporter (SERT™) by using intracerebral microdialysis.
In particular, the possibilities that escitalopram enhances
[NE]ex: either by a direct mechanism involving the
inhibition of the low- or high-affinity NE transporters, or by
an indirect mechanism promoted by [5-HT]e: elevation
were explored. The forced swim test (FST) was used to
investigate whether enhancing cortical [5-HT]ex and/or
[NE]ex: affected

escitalopram. Key results: In WT mice, a single systemic

the antidepressant-like activity of

administration of escitalopram produced a significant
increase in cortical [5-HT]ex and [NE]ex:. AS expected,
escitalopram failed to increase cortical [5-HT]ex in SERT”
mice whereas its neurochemical effects on [NE]ey; persisted
in these mutants. In WT mice submitted to the FST,
without

escitalopram increased swimming parameter

affecting climbing behavior. Finally, escitalopram, at
relevant concentrations, failed to inhibit cortical NE and 5-
HT

transporters.

uptake mediated by low-affinity monoamine
These

experiments suggest that escitalopram enhances, although

Conclusions and implications:
moderately, cortical [NE]e: in vivo by a direct mechanism
involving the inhibition of the high-affinity NE transporter

(NET).

Keywords: antidepressant;  behavior;  escitalopram;
intracerebral  microdialysis;  frontal  cortex; serotonin
selective reuptake inhibitor; serotonin  transporter,

norepinephrine.
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INTRODUCTION

Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) have
been proven effective in the treatment of depression. This
class of antidepressant drugs exerts their therapeutic effects
by inhibiting the reuptake of serotonin (5-HT), thereby
prolonging its duration of action at postsynaptic levels
(Frazer, 2001). Although many patients benefit from SSRIs,
approximately 50% of depressive individuals do not
respond adequately to these agents (Berton and Nestler,
2006). The SSRI escitalopram is the active S(+)-enantiomer
of the racemic citalopram responsible for its inhibitory
action on 5-HT reuptake (Sanchez et al., 2003a; Jacquot et
al., 2007). In vitro studies on embryonic Kidney cells
heterologously expressing the human monoaminergic
transporters have demonstrated that the affinity of
escitalopram for the 5-HT transporter (SERT) is much
greater than for the norepinephrine transporter (NET) or the
dopamine transporter (DAT) (Ki values: 1.1; 7841 and
27410 nM, respectively) (Owens et al., 2001). These data
were confirmed in functional studies from rat brain
synaptosomes showing that escitalopram blocks the NET
and DAT with marginal potency (Sanchez et al., 2003a).
Consistent with its potent inhibitory action on the SERT, in
vivo studies have reported that an acute administration of
escitalopram suppressed the firing rate of dorsal raphe (DR)
5-HT neurons in rats with an EDs, of 60 pg-kg® (El
Mansari et al., 2005). Escitalopram was also shown to
enhance extracellular 5-HT levels in the rat frontal cortex
(FCx)  (Mark et 2003)
antidepressant/anxiolytic-like effects in various animal

al., and  produce
paradigms (Sanchez et al., 2003a,b). Interestingly, these

electrophysiological,  neurochemical and behavioral
responses are partially inhibited by R(-)-citalopram (Mark
et al.,, 2003; Sanchez et al., 2003a,b; EI Mansari et al.,
2005). After

produced a faster desensitization of somatodendritic 5-HT 14

sustained administration, escitalopram
autoreceptors in the DR than citalopram (El Mansari et al.,
2005), an effect that probably accounts for the robust
increase in cortical extracellular 5-HT levels ([5-HT]ex)
observed after only 2 weeks of treatment (Ceglia et al.,
2004). In human, escitalopram demonstrates a rapid onset
of antidepressant action and recent data suggest that it may
be more effective than other SSRIs and at least as effective
as dual 5-HT/NE reuptake inhibitors in major depression

(Kennedy et al., 2009; Kornstein et al., 2009; Garnock-



Jones et al., 2010). Interestingly, it has been demonstrated
that SSRIs such as paroxetine, fluoxetine and citalopram
can also inhibit uptake of [°H]NE in rat cortical
synaptosomes in vitro (Hughes and Stanford, 1996) and
consequently enhance extracellular NE levels ([NE]e) in
the FCx and hippocampus after acute administration in
rodents (Jordan et al., 1994; Shachar et al., 1997; Millan et
al., 2001; Beyer et al., 2002; Bymaster et al., 2002; Koch et
al., 2002; David et al., 2003; Kobayashi et al., 2008).
Although this property seems to be a common feature of
SSRIs in vivo in rodents, it is still unknown whether SSRIs
and more particularly escitalopram enhance the level of
[NE]ex: by a direct mechanism involving the inhibition of
the high-affinity NE transporter, or by an indirect
mechanism in response to increases in [5-HT]ex:.
Anatomical and functional studies have demonstrated
that 5-HT and NE have reciprocal interactions at both
somatodendritic and nerve terminal levels. Locus coeruleus
(LC), the major NE brainstem nucleus, sends projections
into the DR, while the DR projects into the LC, creating
ample opportunity for cross-modulation (Pudovkina et al.,
2002; Guiard et al., 2008a). The physiological importance
of such connections is evidenced, for example, by the
that SSRIs the
noradrenergic neurons. Escitalopram, but also the other

observation modulate activity of
SSRIs can decrease the spontaneous neuronal activity of LC
NE neurons through the local activation of postsynaptic 5-
HT,ac receptors (Szabo and Blier 2001a,b; Dremencov et
al., 2007; Miguelez et al., 2009). Since it is difficult to
reconcile these electrophysiological data with the fact that
SSRIs increase [NE]e: at nerve terminals, the present study
was aimed to evaluate the effects of an acute administration
of escitalopram on cortical extracellular levels of both 5-HT
and NE by using intracerebral microdialysis in awake freely
moving wild-type (WT) and knockout mice lacking the 5-
HT transporter (SERT™).

The main results presented herein show that the acute
systemic administration or local injection of escitalopram in
the FCx significantly increased both the extracellular levels
of 5-HT and NE in the FCx of WT mice. Unexpectedly, the
ability of escitalopram to increase cortical NE levels
remained effective in SERT” mice but not in SERT"*
administered with desipramine suggesting that this SSRI,
previously considered highly selective for SERT, may also
unselectively block the norepinephrine transporter (NET) at
high doses.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Male wild-type (WT) and serotonin transporter knockout
(SERT"') mice, 4-6 months old, weighing 25-35 g, were
used in this study. Mutant mice originally produced by
homologous recombination (Bengel et al., 1998) were
housed in our animal care facility in groups of 3-6 and kept
under standard conditions (room temperature of 22-23°C,
12:12 light—dark cycle, free access to food and water). Mice
were tested between 9.00 am. and 5.00 p.m. during the
light phase. Procedures were conducted in conformity with
the institutional guidelines in compliance with national
policy (Council directive #87-848, October 19, 1987,
Ministére de I’Agriculture et de la Forét, Service
Vétérinaire de la Santé et de la Protection Animale,

permissions #005037 to A.M. Gardier).

Drugs and administration

Escitalopram oxalate (H. Lundbeck A/S, Denmark) was
administered by the intraperitoneal (i.p.) route at a dose of
4, 8 or 16 mg-kg™. In reverse microdialysis experiments,
escitalopram (0.5 uM) or desipramine (50 or 100 uM) were
dissolved in artificial cerebrospinal fluid (aCSF) and then
perfused locally into the FCx. The concentration of
escitalopram was chosen on the basis of previous
microdialysis experiments showing that the perfusion of 1
uM of the racemic compound (i.e. citalopram) into the FCx
produced a significant increase in local extracellular 5-HT
levels in mice (Guilloux et al., 2006). The concentration of
desipramine was selected on the basis of its previously
reported enhancing effect on extracellular NE levels in mice
(Fischer et al., 2007).

Microdialysis procedure

Mice anaesthetized with chloral hydrate (400 mg-kg™;
i.p.), were implanted with probes (CMA7 model, Carnegie
Medicin, in the FCx
(stereotaxic coordinates in mm from bregma (Hof et al.,
2000): A= +1.6, L= +1.3, V= -1.6; A, anterior; L, lateral;
and V, ventral) (Guilloux et al., 2006). Animals were

Stockholm, Sweden) located

allowed to recover from the surgery overnight. The next
day, = 20h after surgery, the probes were continuously
perfused with aCSF (composition in mmol/L: NaCl 147,
KCI 3.5, CaCl2 1.26, MgCI2 1.2, NaH2PO4 1.0, pH 7.4 +
0.2) at a flow rate of 1.0 pl/min in cortex using CMA/100



pump (Carnegie Medicin, Stockholm, Sweden), while
animals were awake and freely moving in their cage. One
hour after the start of aCSF perfusion stabilization period,
four fractions were collected (one every 20 min) to measure
the basal values (mean + S.E.M. corresponding to By at tg)
calculated for each mouse before systemic administration or
local perfusion of vehicle, escitalopram or desipramine.
Subsequent dialysate samples were then collected for a 0-
120 or 0-240 min post-treatment period and analyzed for 5-
HT and NE by a high-performance liquid chromatography
(HPLC) system (XL-ODS, 4.6 x 75 mm, particle size 3 um;
Beckman) coupled to an amperometric detector (1049 A,
Hewlett-Packard, Les Ulis, France). The mobile phase for
5-HT and NE contained 107 or 100 mM NaH,PO,, 140 or
151 pM disodium EDTA, 0.77 or 3 mM I-octanesulphonic
acid; respectively, and 20% (v/v) methanol (pH adjusted
between 4.1 and 4.3 with phosphoric acid). Its flow rate
through the HPLC column was set at 0.7 mL/min using a
118 pump (Beckman). The limit of sensitivity for 5-HT or
NE was ~ 0.5 fmol/sample (signal-to-noise ratio=2). At the
end of the experiments, localization of microdialysis probes
was verified histologically (Bert et al., 2004; Guilloux et
al., 2006).

Forced Swimming Test procedure

The Forced Swimming Test (FST) was performed in
independent groups of mice from microdialysis
experiments. FST procedure was modified to enhance the
sensitivity for detecting the putative antidepressant-like
activity of drugs (Porsolt et al., 1977; Holick et al., 2008).
Mice were briefly placed into clear plastic buckets, 20 cm
in diameter and 23 cm deep filled 2/3 with water at 23-
25°C. Automated scoring was performed using the
automated X’PERT FST (Bioseb, Vitrolles, France). Each
bucket was instrumented with a sensor recording the
vibrations due to movements of the mice and a video was
recorded from above. The system synchronizes mice
position, data calculated from the video recording, and the
vibration data. This information allows the system to
compute characteristic values (based on speed of the
animal, as well as different frequencies and powers of the
vibrations through Fast Fourier Transform calculation)
describing the animal behavior every second. Dependent
variables were mobility, swimming and climbing duration.
This test was performed 30-min after drug administration.

The mobility duration is an index of antidepressant-like
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activity. Swimming behavior relies on the serotonergic
system, and climbing behavior on the noradrenergic system
in mice (Dulawa et al., 2004, Holick et al., 2008).

Monoamine uptake.

Male WT mice (Janvier, St Berthevin, France) were
euthanized by decapitation and the FCx was dissected,
minced on ice and resuspended in 10 volumes (wt/vol) of
ice-cold sucrose (0.32 M). The cells were dissociated by
filtering through nylon mesh of decreasing pore size (180 to
60 um, Small Parts, Miramar, FL, USA) and resuspended in
ice-cold sucrose. The cellular suspension was preincubated
10 min at 37 °C in 3 vol of Krebs Ringer HEPES (KRH)
LiCl buffer (25 mM HEPES-KOH, pH 7.4, 125 mM LiCl,
4.8 mM KCI, 5.6 mM D(+)-glucose, 1.2 mM CacCl,, 1.2
mM KH,PO, and 1.2 mM MgSO,). To specifically
determine the potential role played by low-affinity
monoamine transporters in the effects of escitalopram on 5-
HT and NE, we examined the uptake of radiolabeled 5-HT
and NE in cellular suspensions treated with inhibitors of the
high-affinity monoamine transporters such as 10 pM of
venlafaxine (Tocris Bioscience, Bristol, UK), SuM of
desipramine, 100 uM of GBR12935 or 10 pM of pargyline
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Reserpine (10 pM
was used to block the wvesicular transporter VMAT2
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). These cellular
suspensions were incubated for 15 min at 37 °C in the same
buffer supplemented with 10 pM [*HINE, [PH]5-HT (Perkin
Elmer, Boston, MA, USA). The effect of escitalopram on
endogenous low-affinity transporter activity was evaluated
in the presence of increasing concentrations of this
antidepressant (0.1-10 mM) during pre-incubation and
uptake. The reaction was terminated by rapid filtration
through Unifilter-96 GF/C filters (Perkin Elmer), the cells
were washed four times with 3 vol of uptake buffer and the
radioactivity retained on the filters was assessed by liquid
scintillation. The protein concentration in tissue extracts
was measured by the method of Bradford standardized with
bovine serum albumin. Low-affinity transporter-mediated
uptake was quantified by inhibition with the specific
inhibitor decynium 22 (D22: 1,1’-diethyl-2,2’-cyanine
iodide) (500 uM; Sigma-Aldrich). Data are expressed as
mean = S.E.M. of low-affinity uptake from one experiment
performed in triplicate. D22-sensitive uptake rates were
defined by subtracting uptake in the presence of D22 from
the uptake observed in its absence (D22 uptake fraction +



escitalopram was subtracted from the control fraction +
escitalopram) and were expressed as mean + S.E.M. of
D22-sensitive uptake from 3—4 independent experiments.

Data statistical analysis

Statistical analyses were performed using the computer
software StatView 5.0. (Abacus Concepts, Inc., Berkley,
CA, U.S.A). Statistical comparisons between basal [5-
HT]ext and [NEJex: in WT and SERT” mice were made
using the non parametric Newman-Keuls test. All others
values for microdialysis studies were calculated as
percentage change at each time point relative to the average
of four baseline values. Significant differences were
determined on AUC values using a student-t test or a one-
or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Fisher Protected Least Significance Difference post hoc test
when appropriate. For behavioral studies, values were
calculated on swimming or climbing duration and
significant differences were determined on this parameter
using a one-way ANOVA followed by Fisher Protected
Least Significance Difference post hoc test when
appropriate. With respect to the uptake experiments, one-
way ANOVA followed by Fisher

Significance Difference post hoc was applied. The level of

Protected Least

statistical significance was set at P<0.05.

RESULTS

Basal extracellular levels of 5-HT and NE in the frontal
cortex of wild-type (WT) and SERT™ mice.

The effects of systemic administration of escitalopram
on [5-HT]ex: and [NE]e in the FCx were evaluated by
conventional microdialysis. Table 1 shows the means +
S.E.M. of basal cortical [5-HT]ex: and [NE]ex: levels (in
fmol/20pl) in WT and SERT™ mice. 5-HT levels were 6-
fold higher in SERT” than in WT mice (p<0.001), while
NE levels were 2-fold lower (p<0.001).

Effects of systemic administration of escitalopram on
cortical dialysate 5-HT and swimming time in the FST in
WT mice.

A dose-response experiment was undertaken to
determine the effects of systemic administration of
escitalopram on [5-HT]ex: and [NE]ey in the FCx (Fig. 1 and
2). One-way ANOVA on 5-HT outflow in the FCx

measured from AUC values calculated during the 120 min
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post-treatment period,
treatment factor (F[3,31]=12.19; p<0.001). Escitalopram

revealed significant effects of

increased cortical [5-HT]. at the doses of 8 and 16 mg-kg™,
i.p. compared to vehicle-treated mice (p<0.001 and
p<0.001, respectively) (Time course Fig. 1A). The maximal
increase in AUC values was of 378+80% of baseline for the
dose of 16 mg-kg™ (Fig. 1B).

FST was carried out in an independent group of mice
during the peak of escitalopram effect (30 min after the
drug, see grey area in Fig. 1A). The mobility and swimming
times were measured during the last 4 min of the 6 min test
in mice. One-way ANOVA revealed a significant main
effect of escitalopram on mobility (F[3,35]=6.26; p=0.01)
and swimming times (F[3,35]=6.26; p=0.01; Fig. 1C), thus
suggesting an antidepressant-like activity of escitalopram in
this
significant increase in the mobility duration at the doses of
8 and 16 mg-kg?, i.p. (52.9+11.2 sec. and 49.4+10.5 sec.;
respectively) when compared to vehicle treated group
(24.0+4.0 sec.).

paradigm. Escitalopram induced a statistically

Effects of systemic administration of escitalopram on
cortical dialysate NE levels and climbing time in the FST in
WT mice.

One way ANOVA on NE outflow in the FCx revealed
significant effects of treatment factor (F[2,34]=11.87;
p<0.001). Escitalopram increased cortical [NE]e at the
doses of 4 and 8 mg-kg?, i.p. compared to vehicle treated
mice (p<0.01 and p<0.001, respectively) (Time course Fig.
2A). The maximal increase in AUC values was 148+14% of
baseline at an escitalopram dose of 8 mg-kg?, i.p. (Fig. 2B).

In contrast, one way ANOVA revealed no effect of
escitalopram on climbing behavior in the FST (F[2,27]=3.1;
p=0.06) (Fig. 2C).

Effects of systemic administration of escitalopram on
cortical dialysate 5-HT and NE in SERT” mice and WT
littermates.

To test the hypothesis that the enhancement of NE
transmission induced by escitalopram resulted from the
blockade of the NET at nerve terminals, the neurochemical
effects of escitalopram were studied by using intracerebral
microdialysis in mice lacking the SERT (SERT™ mice).

Fig. 3 compares the effects of an acute administration of

escitalopram (8 mg-kg?, i.p.) on cortical [5-HT]e and



[NElew in WT and SERT” mice. A two-way ANOVA
(treatment x genotype) on 5-HT outflow, measured from
AUC calculated during a 120 min post-treatment period
revealed a significant effect of treatment (F[1,29]=76.26;
p=0.001) and genotype factors (F[1,29]=55,19; p=0.001)
but also a significant treatment X genotype interaction
(F[1,29]=61.97; p=0.001). As expected, when the main
target of the SSRIs, the SERT, was genetically inactivated,
escitalopram failed to increase cortical [5-HT]ex in SERT”
mice (Fig. 3A and 3C).

Similarly, a two-way ANOVA (treatment x genotype) on
NE outflow indicated a significant effect of treatment
(F[1,40]=30.25; p=0.001), but genotype
(F[1,40]=0.13; p>0.05) (Fig. 3B and 3C). Escitalopram
increased [NE]ey in both WT and SERT” mice (p<0.001
and p<0.001, respectively).

not of

Since escitalopram was administered systemically in
these experiments, it was not possible to determine the brain
region where it exerted its neurochemical effect. To test the
hypothesis that escitalopram acted preferentially at
noradrenergic nerve terminals, without involving an action
in the LC, its effects were studied after local perfusion of
escitalopram in the FCx via reverse dialysis.

Effects of continuous local perfusion of escitalopram on
cortical dialysate 5-HT and NE levels in SERT” mice and
WT littermates.

Fig. 4 compares the effects of local perfusion of
escitalopram (0.5 uM) in both WT and SERT  mice.
Under basal conditions, i.e., before treatment, 5-HT outflow
in FCx of WT mice was stable. Local perfusion of
escitalopram significantly increased cortical 5-HT levels in
WT mice (AUC values = 569% of baseline; p<0.001), but
had no significant effect on 5-HT outflow in SERT”" mice
(p>0.05; Fig. 4A).

With respect to NE, local perfusion of escitalopram (0.5
uM) significantly increased cortical NE levels in both WT
and SERT” mice (p<0.001 and p<0.001, respectively),
these increases reached a maximum of approximately 163%
of baseline in both genotypes (Fig. 4B). No differences
were detected in [NE]e between WT and SERT” mice
after local perfusion of escitalopram (p>0.05).

168

the
escitalopram-induced

Effects of inactivation  of

norepinephrine

pharmacological
transporter  on
changes in cortical dialysate NE in WT mice.

Fig. 5 shows the effects of an acute administration of
escitalopram (8 mgkg™, i.p.) on cortical [NE]e in the
presence of locally applied desipramine (50 puM) in the
perfusion medium in WT mice. A student-t test on AUCy.159
values for NE outflow in the FCx, revealed no differences
in the effects of desipramine between groups (p=0.9).
Similarly analysis on AUCi,0.4 Values indicated no
significant effect of escitalopram compared to vehicle
treated mice (p=0.16), demonstrating that the blockade of
the NET by desipramine prevented escitalopram-induced
increase in cortical [NE]e in WT mice.

Effects of escitalopram on NE and 5-HT uptake mediated by
low-affinity monoamine transporters in ex vivo cell extracts
from WT mice.

Other categories of transporters have been shown to
transport with low

affinity monoaminergic

neurotransmitters in  vitro, including organic cation
transporters (OCTs: Breidert et al., 1998; Amphoux et al.,
2006; Koepsell, 2007) and Plasma Membrane monoAmine
Transporter (PMAT: Engel et al., 2004; Engel and Wang,
2005). Several of these transporters have been detected in
various brain areas including the cortex (Vialou et al., 2004;
Engel et al., 2004; Dahlin, 2007; Vialou et al., 2008), where
they could potentially contribute to escitalopram-induced
increase in NE extracellular levels. One of them, OCT2, has
been recently shown to participate in NE and 5-HT
clearance in vivo in the mice brain (Bacq et al., 2011). To
investigate whether escitalopram could inhibit NE or 5-HT
transport mediated by these low-affinity transporters, the
effects of this SSRI on [°H]NE and [*H]5-HT uptake in cell
suspensions from WT mice cortex were evaluated in the
presence or absence of an inhibitor of low-affinity
transporters, decynium 22 (D22). At the concentration used
in the present study (500 uM), D22 is a potent inhibitor of
OCTs (Hayer-Zillgen et al., 2002) and PMAT (Engel and
Wang, 2005) with affinities within the submicromolar
range. In these ex vivo experiments, D22 alone decreased
the uptake of 5-HT (Fig. 6A) in agreement with previous in
vivo microdialysis studies (Feng et al., 2005; Feng et al.,
2010), but also that of NE (Fig. 6C). One way ANOVA
revealed a significant effect of escitalopram upon D22-

sensitive 5-HT uptake (F[3,10]=7.04; p<0.01; Fig. 6A and



6B), but no significant effect upon D22-sensitive NE uptake
(F[3,12]=1.08, p>0.05) with an inhibition of at 1 mM and
above (Fig. 6C and 6D).

DISCUSSION

Antidepressants, such as paroxetine, fluoxetine,
citalopram and escitalopram used for the treatment of major
depressive disorder, exert their therapeutic effects mainly
by inhibiting 5-HT

terminals,

reuptake into presynaptic nerve
thereby enhancing 5-HT neurotransmission
which might be diminished in depressed patients (Invernizzi
et al., 1995; Sanchez et al., 2003a). Although SSRIs share a
common target, i.e., the SERT, the affinity, selectivity and
potency to block monoaminergic transporters vary
substantially. In vitro, the six SSRIs approved in Europe are
all potent 5-HT
Pfenning, 1984; Sanchez and Hyttel, 1999). In agreement

with  this

reuptake inhibitors (Richelson and

inhibitory action, intracerebral in vivo
microdialysis studies in mice revealed that an acute
systemic administration of an SSRI significantly increases
cortical extracellular 5-HT levels ([5-HT]ex) (David et al.,
2003; Guiard et al., 2004; Guilloux et al., 2006;
Richardson-Jones et al., 2010) in a strain-dependent manner
(Calcagno et al., 2007). The present study extends these
neurochemical observations to escitalopram by showing
that in WT mice, this SSRI induced a dose-dependent
increase in cortical [5-HT]ex. In addition, consistent with a
previous study (Zomkowski et al., 2010), similar doses of
escitalopram produced a robust antidepressant-like effect as
shown here by a significant increase in swimming duration
(Fig 1C). This parameter is believed to reflect the activation
of the brain serotonergic system in rodents (Detke et al.,
1995; Reneric and Lucki, 1998; Cryan and Lucki, 2000)
since pretreatment with the

inhibitor

tryptophan hydroxylase
parachlorophenylalanine, prevented SSRIs-
induced increase in swimming behavior (Page et al., 1999).
Considerable variations in the 5-HT/NE selectivity ratios
of SSRIs have been reported in vitro. Based on their
inhibition constants, citalopram and escitalopram emerge as
the most selective compounds among the SSRIs, while
fluoxetine is the least selective (Sanchez and Hyttel, 1999;
Owens et al., 2001). Despite this apparent selectivity for
SERT, the present data indicate that the systemic or local
injection of escitalopram also significantly increases [NE]ex:
in the FCx of WT mice. These results are consistent with
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previous in vivo microdialysis experiments which reveal
that the acute administration of fluoxetine, paroxetine or
citalopram enhances NE levels in the FCx and/or
hippocampus of rodents (Jordan et al., 1994; Hughes and
Stanford, 1996; Shachar et al., 1997; Hughes and Stanford,
1998; Millan et al., 2001; Beyer et al., 2002; Bymaster et
al., 2002; Koch et al., 2002; David et al., 2003; Kobayashi
et al.,, 2008). In the present study, escitalopram failed
however to increase climbing behavior (Fig 2C), a
parameter reflecting the activation of noradrenergic neurons
arising from cells located in the lateral tegmentum as shown
in rats (Cryan et al., 2002) or mice (Dulawa et al., 2004), as
would be expected on the basis of neurochemical data. This
suggests that the 50% increase in cortical [NE]ey; induced
by escitalopram was not sufficient to affect this behavioral
response. When comparing the relative ability of SSRIs in
microdialysis studies performed in our laboratory under
identical conditions, escitalopram (8 mg-kg?, i.p.) appears,
as expected, more potent to increase extracellular cortical 5-
HT than citalopram and paroxetine, but surprisingly less
than the SNRI venlafaxine (8 mg-kg™, i.p.) (Table 2). The
fact that the most selective serotonin reuptake inhibitor
escitalopram also presented neurochemical noradrenergic
enhancing property was particularly intriguing. Several
possibilities may explain these neurochemical effects on
cortical [NE]e in WT mice, involving direct or indirect
actions at the SERT, the NET or other transporters.

Potential heterologous reuptake of NE through the SERT
or the DAT

The cloning and sequencing of monoamine transporters
revealed that this family shows a high degree of structural
homology (Gether et al., 2006). This may explain, at least
in part, the fact that SSRIs, despite their selectivity, can
enhance not only serotonergic but also noradrenergic
neurotransmission. Vizi et al., (2004) showed previously
that the NE uptake was substantially reduced, but not
completely abolished in the hippocampus and FCx of NET"
" mice. Interestingly, the neuronal component of this
residual uptake was massively decreased in the presence of
citalopram suggesting that NE can be taken up by
the SERT. This
heterologous uptake could explain the increase in NE

serotonergic  varicosities  through
outflow induced by escitalopram in the present study.
However, the fact that basal cortical levels of [NE]e are
markedly attenuated in SERT” mice suggests that the



SERT does not contribute significantly to NE uptake in this
region.

In addition since the NET and DAT cooperate, to a
certain degree, in the clearance of catecholamines (i.e., DA
and NE) in the prefrontal cortex (Carboni et al., 1990;
Moron et al., 2002; Guiard et al., 2008b; Borgkvist et al.,
2011), the possibility that escitalopram blocked the DAT
thereby enhancing [NE]e cannot be excluded. However,
the lack of effect of escitalopram on cortical [DA]ex: (see

supplemental data 1) strongly argues against this
hypothesis.
Potential action of escitalopram at low-affinity

monoamine transporters

Beside the high-affinity 5-HT and NE transporters, other
categories of transporters have been proposed to participate
as well in the control of monoaminergic neurotransmission
in the brain, such as the polyspecific organic cation
(OCT) 1998;
Grundemann et al., 1998a,b; Amphoux et al., 2006; Bacq et

transporter family (Breidert et al.,
al., 2011) and Plasma Membrane monoAmine Transporter
(PMAT) (Engel et al. 2004, Engel and Wang 2005). The
affinities of these transporters in vitro for various
monoamines, in the millimolar range, have been shown to
vary depending on transporter type and species (Amphoux
et al., 2006). PMAT, specifically, was shown to transport 5-
HT with a better efficacy than OCT3 in heterologous
systems (Duan and Wang, 2010), suggesting that it could
participate in 5-HT clearance. Both OCTs and PMAT have
been shown to interact in vitro, albeit with low-affinity with
antidepressants (Kekuda et al., 1998; Wu et al., 2000,
Haenisch and Bonisch, 2010).

escitalopram mediated increase in cortical NE levels could

To explore whether the

result from an action at low-affinity monoamine
transporters, we evaluated the action of this SSRI on NE
and 5-HT uptake in brain cortex cell suspensions in the
presence or absence of a selective inhibitor of OCTs and
PMAT, D22 (Hayer-Zillgen et al., 2002; Engel and Wang,
2005). In these experiments, escitalopram, even at high
concentrations, had no significant action upon D22-
sensitive cortical NE uptake in mice, while concentrations
as high as 1 mM were needed to inhibit D22-sensitive
cortical 5-HT uptake. These inhibitory concentrations are
far higher than the therapeutically active concentrations of
brain of rodents after

escitalopram  found in

acute administration. Recent acute dosing studies in mice
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have shown that a 30 min escitalopram pretreatment (0.3
mg-kg?, s.c.), produces a SERT occupancy of 77% and
mean plasma and brain levels of approximately 15.9 and
10.6 ng-ml™ (38 and 26 nM), respectively. At the dose of 5
mg-kg? of escitalopram, SERT occupancy reaches 99%
whereas plasma and brain levels were of 247 and 401
ng-ml® (600 and 970 nM), respectively (unpublished
observations). Importantly, in rodents, steady state plasma
levels have been evaluated in the range of 6-21 ng-ml™ for
escitalopram (Kreilgaard et al., 2008). Similarly, for
citalopram, concentrations found in rodent brain after
chronic treatment are 1000 fold above the inhibitory
concentrations of citalopram on uptake in this ex vivo model
(Uhr and Grauer, 2003; Cervo et al., 2005; Bacq et al,
2011).
therapeutically relevant concentrations, this SSRI does not

Taken together these data suggest that at

interact  directly

present in the brain, OCT2, OCT3 or PMAT.

low-affinity monoamine transporters

Potenti
system through 5-HT or blockade of the NET
The present study explored the possibility that the effects

al effect of escitalopram on the noradrenergic

of escitalopram on NE outflow could be attributable to an
excitatory effect of 5-HT on noradrenergic neurons. Close
anatomical and functional interactions exist between the
serotonergic and noradrenergic systems in the brain
(Mongeau et al., 1997; Nutt et al., 2002). In particular, it is
well established that the increase in 5-HT transmission
induced by SSRIs inhibits NE
(Dremencov et al., 2007), an effect believed to be mediated

neuronal  activity
through activation of 5-HT,5 and/or 5-HT,c receptors
expressed on y-aminobutyric acid (GABA) neurons (Szabo
and Blier 2001b; Bymaster et al., 2002; Miguelez et al.,
2011). Accordingly, in the present study, basal cortical [5-
HT]ex: Were increased in knock-out SERT (SERT"') mice,
while [NE]ex: were significantly attenuated compared to WT
littermates. Thus, a putative excitatory effect of 5-HT on
NE neurons would most likely involve a local action at
nerve terminals. Consistent with this hypothesis, initial
microdialysis studies reported that the local perfusion of the
SSRIs fluoxetine or citalopram can enhance cortical [NE]ex:
(Hughes and Stanford, 1996; Hughes and Stanford, 1998).
Interestingly, increases in the synaptic availability of 5-HT
in the hippocampus have also been shown to activate the
noradrenergic transmission through 5-HT ;4 (Hajos-Korcsok
et al., 1999) and/or 5-HTj; receptors (Mongeau et al., 1994).



To clarify this point, we hypothesized that if the
escitalopram-induced increase in cortical [NE]ey Was due to
its local action at 5-HT terminals, it should be blunted in
mice lacking the SERT, which display no detectable 5-HT
reuptake in the FCx (Perez et al., 2006). As expected,
escitalopram did not increase cortical [5-HT]e: in our
experiments with SERT™ mice. However, the ability of the
systemic administration or local perfusion of escitalopram
to increase cortical [NE]ex remained unchanged in SERT”
as compared to WT mice (164% vs 148% and 162% vs
163%, respectively) indicating that elevation of 5-HT was
not required to stimulate cortical NE release. These data
strongly suggest that escitalopram can increase cortical
[NE]ex: by a SERT-independent mechanism, involving a
potentially direct inhibition of NET.

To further explore this possibility, we anticipated that if
the escitalopram-induced an increase in cortical [NE]ex:
resulted from the blockade of NET, it would be blunted if
this transporter have been previously inactivated. We thus
evaluated the effect of escitalopram on cortical [NE]ey: in
the presence of locally applied desipramine, at a
concentration (50 pM) that inhibits only NE reuptake in the
frontal cortex (supplemental data 2A and 2B). Importantly,
with respect to the occupancy of the NET, we can
legitimately consider that 50 uM of desipramine optimally
inactivated this transporter, since higher concentrations
(100 uM) failed to enhance further [NE]e (Supplemental
data 2B). As previously described in anaesthetized mice
(Fisher et al., 2007), our results show that desipramine
alone increased cortical [NE]ey: in awake WT mice. In these
conditions, escitalopram, when administered i.p. 2 hours
after the beginning of the intra-cortical desipramine
perfusion, failed to enhance further cortical [NE]e:. These
findings further strengthen the possibility that escitalopram
can inhibit the NET.

In conclusion, the present study suggests that in vivo,
escitalopram is not as selective for transporters as it was
reported in vitro, and is likely to interact with the NET
locally in the FCx. The increased NE efflux in the FCx
appears to play a minor role in the antidepressant-like
activity of escitalopram administered acutely, since
climbing activity in the FST did not change in WT mice. On
the other hand, it is possible that escitalopram increases
dialysate NE levels also in other brain regions more directly
involved in its behavioral activity (the hippocampus,
amygdala), than the one studied here. These effects of

escitalopram on cortical [NE]e are probably dependent on
the doses administered in mice. It is likely that the
exposures produced by the doses used in the present study
exceed those that will be achieved in clinical use. It will
thus be interesting in future investigations to complete the
present study by evaluating the antidepressant-like activity
of escitalopram in rodents, and explore the neurochemical
and behavioral consequences of a repeated administration.
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TABLES

TABLE 1: Basal extracellular 5-HT and NE levels in the frontal cortex of wild-type

(WT) and SERT" mice.***: significantly different from WT mice.

Basal/Mice WT SERT-/-
5-HT 2.16 +0.19 (n = 32) 13.29 + 3.02*** (n = 16)
NE 6.77 + 0.57 (n = 35) 3.08 + 0.78*** (n = 16)

TABLE 2: In vivo selectivity of antidepressant drugs in mice measured by intracerebral

microdialysis.
Escitalopram Citalopram Paroxetine Venlafaxine
Ratio of AUC | g mg.kgtip. | 8 mg-kgtip. | 8mgkg'ip. | 8mgkg?ip.
values
in WT mi .
n mice Present study David et al. 2003
5-HT/NE 2.03 1.68 0.91 291

176



FIGURES

=<= Vehicle
A 800 = ——ESC 4 mg/kg i.p.
700 duration —e—ESC 8 mg/kg i.p.
600 ——ESC 16 mg/kgi.p.

500

[5-HT].x: (% of baseline)

400 Iniection
300
200
100
0
0 20 a0 60 80 100 120
Time (min)
B 600
‘a" &&&
£ 1
E 500 L * kK
w
E &
2 400 1
°
*kk
5-2; 300 1
8
£ 200
h
o 100 4
=
<
0
Vehicle ESC4.0 ESC8.0 ESC16.0 mg/kgip.
&&
.. 1
&8&
C 1

70 ~
60 1
50 1

30 -+

20 1

10 -

Swimming duration (s)

Vehicle ESC4.0 ESC8.0 ESC16.0 mg/kgi.p.

FIGURE 1: Effects of acute escitalopram administration on extracellular 5-HT levels in the
frontal cortex and on swimming behavior in the forced swimming test (FST) in wild-type mice.
Mice received either vehicle or escitalopram (4, 8, 16 mg-kg™; i.p.). A. Time course. Data are means = S.E.M.
Values of [5-HT]ex in the frontal cortex (FCx) are expressed as percentages of baseline (By) following exposure
to vehicle or escitalopram (n=7-8 mice per group). Baseline 5-HT in vehicle, escitalopam 4, 8 and 16 mg-kg™;
i.p. were 2.65 £ 0.21, 2.21 + 0.18, 2.11 = 0.09 and 1,6 + 0.29 fmol/20 nl; respectively. The grey area indicates
the duration time of the FST (i.e., 6 min). Microdialysis and behavioral experiments were carried out with the
same administration protocol and the swimming parameter in the FST was measured, in a separated group of
mice, at the maximum effect of escitalopram 8 mg-kg™. B. AUC values (means + S.E.M.) were calculated for the
amount of 5-HT outflow collected during 0-120 min post-treatment for escitalopram. C. Antidepressant-like
effect of the escitalopram on the swimming time in the FST in wild-type mice (n=9-10 mice per group).
*P<0.05; ***P<0.001: significantly different from vehicle-injected mice. & P<0.05; % P<0.01; ** P<0.001
compared to the escitalopram (8; 16 mg-kg™ i.p.) group and escitalopram 4 mg-kg™ i.p. (one-way ANOVA,
Fisher’s PLSD post-hoc test).
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FIGURE 2: Effects of acute escitalopram administration on extracellular NE levels in the frontal
cortex and on the climbing time in wild-type mice in the forced swimming test (FST) in wild-type
mice. Mice received either the vehicle or escitalopram (4 and 8 mg-kg™ i.p.). A. Time course. Data are means +
S.E.M. values of [NE]ex in the frontal cortex (FCx) expressed as percentages of baseline (B,) following exposure
to vehicle or escitalopram (n=7-8 mice per group). Baseline NE in vehicle, escitalopam 4 and 8 mg-kg™; i.p.
were 6.23 £ 0.29, 8.01 £ 0.91 and 6.01 + 0.76 fmol/20 ul; respectively. The grey area indicates the duration time
of the FST (i.e., 6 min). Microdialysis and behavioral experiments were carried out with the same protocol and
the climbing parameter in the FST was measured, in a separated group of mice, at the maximum effect of
escitalopram 8 mg-kg™. B. AUC values (means = S.E.M.) were calculated for the amount of NE outflow
collected during 0-120 min post-treatment for escitalopram. C. Antidepressant-like effect of escitalopram on
climbing time in the FST in wild-type mice (n=9-10 mice per group). ** P<0.01; *** P<0.001: significantly
different from vehicle-injected mice (one-way ANOVA, Fisher’s PLSD post-hoc test).
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FIGURE 3: Effect of systemic administration of escitalopram on extracellular levels of 5-HT and
NE in the frontal cortex in wild-type and SERT™ mice. AB. Time course. Data are means + S.E.M.
values of [5-HT]ex and [NE]ex expressed as percentages of baseline (By) following exposure to vehicle or
escitalopram (n=5-7 mice per group). Arrow indicates the time at which the injection of either vehicle in WT
(<) or SERT™ mice (A), or escitalopram 8 mg-kg™, i.p. in WT (@) or SERT” mice (®) was performed.
Baseline 5-HT were 2.65 + 0.21 and 2.11 + 0.09 fmol/20 pl in WT mice administered vehicle and escitalopam 8
mg-kg?; i.p.; respectively and 13.01 + 3.28 and 13.69 + 2.04 fmol/20 pl in SERT” mice. Baseline NE were 6.35
+0.81 and 6.62 + 1.13 fmol/20 ul in WT mice administered vehicle and escitalopam 8 mg-kg™; i.p.; respectively
and 2.93 + 0.87 and 3.15 + 0.97 fmol/20 pl in SERT”" mice. C. AUC values (means + S.E.M.) were calculated
for the amount of 5-HT and NE outflow collected during 0-120 min post-treatment for ESC. ***p<0.001:

&&&

significantly different between controls and escitalopram- treated mice. p<0.001: significantly different from

SERT” mice.
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FIGURE 4: Effect of local perfusion of escitalopram on extracellular levels of 5-HT and NE in

the frontal cortex in wild-type and SERT™ mice. A. AUC values (mean + S.E.M.) were calculated for
the amount of 5-HT outflow collected during the cortical 120 min perfusion of escitalopram 0.5 uM (n=4-6

+/+

mice per group). ***P<0.001: significantly different from SERT™" mice in the same drug condition. B. AUC
values (mean + S.E.M.) were calculated for the amount of NE outflow collected during the cortical 120 min
perfusion of escitalopram 0.5 uM (n=4-6 mice per group). NS: not statistically significant. SERT: serotonin

transporter.
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FIGURE 5: Effects of pharmacological inactivation of the norepinephrine transporter on
escitalopram-induced changes in cortical dialysate NE levels in WT mice. A. Time course. Data are
means = S.E.M. values of [NE]e: expressed as percentages of baseline (B,) following exposure to vehicle or
escitalopram (n=5-7 mice per group). Arrow indicates the time at which the injection of vehicle (O) or
escitalopram 8 mg-kg™, i.p. (O) was performed. Grey bar represent the local perfusion of desipramine (DMI, 50
uM) into the frontal cortex (FCX) B. AUC values (means = S.E.M.) were calculated for the amount of NE

outflow collected during 120-240 min post-injection. NS: not statistically significant.
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FIGURE 6: Effects of escitalopram on ex vivo NE and 5-HT uptake by low-affinity transporter
in the frontal cortex in WT mice. A-C. Representative [°H] NE and 5-HT uptake in cortex extracts in the
presence of increasing concentrations of escitalopram (1 uM to 10 mM) with or without the inhibitor D22 is
expressed as means fmol + S.E.M. normalised by protein concentration (n= 3-5 experiments). B-D. D22-
sensitive [°H] NE and 5-HT uptake in the presence of increasing concentrations of escitalopram (100 pM to 10
mM) is expressed as percentage of D22-sensitive uptake in absence of citalopram (Control; n = 3-5). D22-
sensitive uptake rates were defined by subtracting uptake in the presence of D22 from the uptake observed in its
absence * P<0.05; ** P<0.01: significantly different from control (one-way ANOVA one-way followed by

Fischer post-hoc test).
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SUPPLEMENTARY DATA

Materials and methods

Microdialysis procedure

Supplemental microdialysis experiments were conducted according to the procedure

detailed in the main manuscript.

To determine the effect of systemic administration of escitalopram (8 mg.kg-1; i.p.) on
cortical extracellular levels of dopamine, one hour after the start of aCSF perfusion
(stabilization period), four fractions were collected (one every 20 min) to measure the basal
values (mean = S.E.M. corresponding to B0 at t0) calculated for each mouse before
administration of escitalopram. Dialysate samples were then collected for a 0-120
posttreatment period and analyzed for DA by a high-performance liquid chromatography
(HPLC) system (XL-ODS, 4.6 x 75 mm, particle size 3 pum; Beckman) coupled to an
amperometric detector (1049 A, Hewlett-Packard, Les Ulis, France). The mobile phase was
the same than that described for 5-HT. The limit of sensitivity for DA was = 0.5 fmol/sample

(signal-tonoise ratio=2).

To determine the effect of local perfusion of desipramine (50 and 100 uM) on cortical
extracellular levels of norepinephrine, one hour after the start of aCSF perfusion (stabilization
period), four fractions were collected (one every 20 min) to measure the basal values (mean *
S.E.M. corresponding to BO at t0) calculated for each mouse before local perfusion of vehicle
or desipramine. Dialysate samples were then collected for a 0-120 post-treatment period and

analyzed for NE by a high-performance liquid chromatography (HPLC) as described.
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Supplemental data 1: Effects of acute escitalopram administration on extracellular DA levels in

the frontal cortex in wild-type mice. Mice received either vehicle or escitalopram (8 mg.kg-1; i.p.). A.
Time course. Data are means + S.E.M. Values of [DA]ext in the frontal cortex (FCx) are expressed as
percentages of baseline (BO) following exposure to vehicle or escitalopram (n=7-8 mice per group). Baseline
DA in vehicle and escitalopam 8 mg.kg-1; i.p. were 0.46 = 0.11 and 0.68 + 0.21 fmol/20 pl; respectively. B.
AUC values (means £ S.E.M.) were calculated for the amount of DA outflow collected during 0-120 min post-

treatment for escitalopram. C. Basal extracellular DA level in the frontal cortex of wild-type mice.
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Supplemental data 2: Effects of intra-cortical perfusion of desipramine on extracellular 5-HT

and NE levels in wild-type mice. Mice received an intra-cortical perfusion of desipramine (50 and 100 uM)
A, B. Time course. Data are means = S.E.M. Values of [5-HT]ext (A) or of [NE]ext (B) in the frontal cortex
(FCx) are expressed as percentages of baseline (B0) perfusion of desipramine (n=4-5 mice per group). The grey

area indicates the duration of desipramine perfusion by reverse dialysis
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DISCUSSION

Il est clairement établi que le systéme seérotoninergique central est soumis a un fort
rétrocontrdle inhibiteur exercé par les autorécepteurs somatodendritiques 5-HT 1 et terminaux
5-HTg (Gardier et al., 1996). Ces freins biologiques sont principalement mobilisés lors d’une
augmentation des concentrations extracellulaires de sérotonine (5-HT) endogene. Ainsi, le
blocage de la recapture de la 5-HT par les antidépresseurs appartenant a la classe des
Inhibiteurs Sélectifs de Recapture de la Sérotonine (ISRS), entraine des effets neurochimiques
modérés en raison de la présence de ces autorécepteurs (Gardier et al., 1996). Différentes
études pharmacologiques et genétiques sont venus étayer cette hypothese. Par exemple, le
blocage des récepteurs 5-HT;5 par un antagoniste comme le WAY100635 ou le pindolol,
prévient ou inverse 1’effet inhibiteur de I’administration aigu des ISRS sur I’activité électrique
des neurones sérotoninergiques (Romero et al., 1996 ; Blier et al., 1998 ; EI Mansari et al.,
2005 ; Castro et al., 2008). Ces antagonistes sont également capables de potentialiser
I’augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT dans les régions terminales, telles
que le cortex frontal ou 1’hippocampe, induite par un ISRS (Gobert et al., 1997 ; Hjorth et al.,
1997 ; Gartside et al., 1999 ; Gobert et Millan, 1999 ; Dawson et Nguyen, 2000 ; Guilloux et
al., 2006). Les souris mutantes ont permis de confirmer le réle majeur du récepteur 5-HT1a
dans le mécanisme d’action des ISRS puisque les effets neurochimiques de ces
antidépresseurs sont renforcés chez des souris Knock-Out, priveées de maniére constitutive du
récepteur 5-HT14 (Bortolozzi et al., 2004 ; Guilloux et al., 2006). Concernant 1’autorécepteur
5-HTg, des résultats similaires ont été rapportés a la fois a I’aide d’approches
pharmacologique (avec un antagoniste sélectif, le GR127935 ; Gobert et al., 1997 ; Gobert et
Millan, 1999) ou génétique (avec les souris KO pour le récepteur 5-HTyg ; Trillat et al., 1997 ;
Malagié et al., 2001 ; Malagie et al., 2002 ; Gardier et al., 2003) (Figure 25).
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Figure 25: Controle de ’activité des neurones sérotoninergiques par les auto-récepteurs
inhibiteurs 5-HT1a et 5-HT1g

Au cours de ce travail de these, nous avons étudié les réponses électrophysiologiques
et neurochimiques des ISRS chez des souris mutantes privées de maniére constitutive des
récepteurs 5-HT;a et 5-HTi1s (ARTICLE 1). Nos résultats indiquent un doublement de
I’activité électrique des neurones sérotoninergiques chez ces souris mutantes comparées aux
souris sauvages, accompagné d’une potentialisation des effets de la paroxétine a la dose de 4
mg/kg (i.p.) sur I’augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT dans les noyaux
du raphé (600%) et le cortex frontal (360%). De maniere intéressante, les changements de
I’activité électrique des neurones sérotoninergiques chez les souris doubles mutantes KO
1A/1B sont similaires a ceux observés chez les simples mutantes KO 1A (Richer et al., 2002)
suggérant que I’autorécepteur 5-HT14, mais pas 1’autorécepteur 5-HT;g, contrble la décharge
électrique de cette population neuronale. En revanche, les élévations des concentrations
extracellulaires de 5-HT détectées dans les noyaux du raphé et le cortex frontal des souris
doubles mutantes KO 1A/1B sont supérieures a celles observées au laboratoire, dans les
mémes conditions, chez les souris KO 1A (320% et 280% respectivement dans les noyaux du
raphé et le cortex frontal) (Guilloux et al., 2006). Ces résultats semblent donc indiquer que les
deux types de récepteurs 5-HT4 et 5-HT1g sont impliqués dans la libération de 5-HT dans ces

régions cérébrales. Si le réle des récepteurs 5-HT;g dans le contrble de la libération de 5-HT
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dans les régions terminales est largement décrit, son implication dans le contr6le de la
libération de 5-HT au niveau somatodendritique est plus controversé, probablement en raison
de sa faible densité dans les noyaux du raphé chez la souris contrairement a ce qui a été
observé chez le rat ou le cobaye (Pifieyro et al., 1995a ; Pifieyro et al., 1995b ; EI Mansari et
Blier, 1996). Il est donc envisageable que les récepteurs 5-HT;g terminaux contrdlent de
maniére indirecte la libération de 5-HT dans les noyaux du raphé via de longues boucles de
rétrocontroles. On sait par exemple qu’une augmentation de 5-HT dans le cortex frontal peut
réguler I’activité des neurones pyramidaux qui se projettent directement dans le noyau dorsal
du raphé (Martin-Ruiz et al., 2001 ; Vazquez-Borsetti et al., 2009 ; Vazquez-Borsetti et al.,
2011). Ainsi une forte augmentation de 5-HT corticale résultant de I’inactivation des
autorécepteurs 5-HTjg terminaux pourrait renforcer I’activité des cellules pyramidales
excitatrices sur les noyaux du raphé et favoriser ainsi une libération locale de 5-HT. Cette
hypothése est toutefois a considérer avec certaines précautions car la technique de
microdialyse présente certaines limites et notamment le fait que I’intensité d’augmentation
des concentrations extracellulaires de 5-HT est fortement dépendante des taux de base de 5-
HT le jour de I’expérience. Il est ainsi difficile de comparer des études réalisées a des périodes
trop éloignées, sur des animaux différents, ici entre les souris KO1A1B (2011) et les souris
KO1A (2006).

L’utilisation de souris mutantes constitutives présente certaines limites dont il faut
également tenir compte lorsqu’on étudie les récepteurs 5-HT;a et 5-HT1g qui existent a la fois
sous forme d’auto- et d’hétéro-récepteurs. Ainsi ces souris KO 5-HT;p et/ou KO 5-HT35 ne
permettent pas de dissocier le role de I’auto- et de 1’hétéro-récepteur. Afin de pallier a ce
probléme, I’équipe du Dr René Hen a I’université de Columbia (New-York, USA), a créé des
souris transgéniques dont 1’expression du récepteur 5-HT;a présent spécifiquement sur les
neurones sérotoninergiques (auto-récepteur) ou spécifiquement sur les neurones non-
sérotoninergique (hétéro-récepteur) peut-étre contrélée. Des souris Auto-KO et leurs contrdles
Auto-WT ont été mis a notre disposition afin de déterminer I’impact d’une telle mutation
sélective sur le tonus sérotoninergique mesuré en microdialyse (ARTICLE 2). Le premier
résultat marquant que nous avons obtenu dans cette étude réside dans 1’augmentation des
concentrations extracellulaires basales de 5-HT dans le cortex des souris Auto-KO comparée
aux souris Auto-WT. Ces résultats sont surprenants car un travail récent mene au laboratoire a
montré que I’inactivation sélective de I’autorécepteur 5-HT;4 dans le noyau du raphé dorsal a

I’age adulte ne modifiait pas les concentrations corticales basales de 5-HT (Richardson-Jones
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et al., 2010). Or comme chez les souris Auto-KO, la mutation a été initiée au début de la vie
de I’animal, il est donc possible qu’une mutation tardive de 1’autorécepteur 5-HT14 ne soit pas
suffisante pour affecter le tonus basal sérotoninergique. 1l est de plus intéressant de noter que
la différence des concentrations extracellulaires basales de 5-HT entre les souris Auto-KO et
Auto-WT a été observée dans le cortex, mais pas I’hippocampe. Ces résultats pourraient
refléter une différence de densité de site de recapture de la 5-HT selon la région d’intérét. Des
données d’autoradiographie montrent par exemple une densité plus faible de transporteurs
sérotoninergiques (SERT) dans le cortex frontal comparé a I’hippocampe chez des souris KO
constitutives 5-HT;a (Ase et al, 2001). Ainsi, l’augmentation des concentrations
extracellulaires de 5-HT observée dans le cortex frontal (mais pas dans 1’hippocampe) des
souris Auto-KO pourrait étre attribuée a une réduction spécifique du SERT dans le cortex.
Une deuxiéme hypothése repose sur 1’organisation anatomique du systéme sérotoninergique.
Le cortex frontal est principalement innervé par le noyau du raphé dorsal tandis que
I’hippocampe regoit majoritairement des afférences provenant du noyau du raphé médian
(Azmitia et Segal, 1978). I est donc possible que I’augmentation des concentrations
extracellulaires corticales observée chez les souris Auto-KO témoigne d’un plus fort effet de
la délétion de I’autorécepteur 5-HT14 sur la libération de 5-HT par les neurones provenant du

noyau dorsal du raphé.

Concernant la réponse aux ISRS, nous avons montré que 1’augmentation des
concentrations extracellulaires de 5-HT induite par une dose challenge de fluoxetine (18
mg/kg i.p.), était potentialisée chez les souris Auto-KO en accord avec la perte du
rétrocontréle inhibiteur. Toutefois, cette potentialisation des effets de la fluoxétine a été
observée dans I’hippocampe mais pas dans le cortex frontal. Ces résultats contrastent
fortement avec ceux obtenus en conditions basales. Différentes hypothéses peuvent étre
soulevées pour tenter d’expliquer une telle réponse dépendante de la région cérébrale. Le fait
que les concentrations extracellulaires de 5-HT soient élevées en conditions basales chez les
souris Auto-KO pourrait, selon le principe d’homéostasie, limiter la capacité des ISRS a
renforcer la neurotransmission sérotoninergique (effet plateau). Ceci, sous entend la mise en
place de mécanismes compensatoires dont le but serait de pallier a une trop forte
augmentation de 5-HT endogene. Ces mécanismes pourraient correspondre a des
changements de sensibilité des autorécepteurs 5-HT;g terminaux comme cela a déja été decrit
chez des souris KO constitutives 5-HT;a (Boutrel et al., 2002). Mais d’autres récepteurs

impliqués dans la modulation indirecte de I’activité des neurones sérotoninergiques pourraient
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également voir leur expression et/ou leur fonction modifiée lors de la délétion du récepteur 5-
HT1a. Parmi les cibles potentielles, les récepteurs 5-HT,a et 5-HT,c ont attiré notre attention
puisque différentes études ont permis de montrer que leur stimulation participait a I’inhibition

des neurones sérotoninergiques (ARTICLE 3).

Si les autorécepteurs 5-HTa et 5-HT;g sont connus pour leur réle inhibiteur sur le
systéme sérotoninergique, différentes évidences suggérent que d’autres sous-types de
récepteurs de la 5-HT jouent un réle majeur dans la régulation de 1’activité électrique et de la
libération de la 5-HT. En effet, des travaux d’électrophysilogic montrent par exemple que
I’activation des récepteurs 5-HT,a par le DOI ou 5-HT,c par le WAY161503, réduit la
décharge électrique des neurones sérotoninergiques, tandis que ces effets peuvent étre
prévenus par des antagonistes sélectifs ou non sélectifs des récepteurs 5-HT, (la kétanserine,
le MDL100907 ou le SB242084 (Martin-Ruiz et al., 2001 ; Boothman et al., 2003 ; Boothman
et al., 2006 ; Quérée et al., 2009 ; Sotty et al., 2009). Nous avons reproduit, au cours de ce
travail de thése, ces résultats en essayant d’identifier la (les) région(s) cérébrale(s) impliquées
dans les effets des agonistes des récepteurs 5-HT,a et 5-HT,c. Puisque différents travaux
suggerent la présence de ces récepteurs dans le locus coeruleus (Szabo et Blier, 2001 ; Szabo
et Blier 2002) et I’aire tegmentale ventrale (Di Matteo et al., 2002 ; Pierucci et al., 2004),
deux régions étroitement liées aux neurones sérotoninergiques (Di Giovanni et al., 2008 ;
Guiard et al., 2009), nous avons testé les effets du DOI (un agoniste des récepteurs 5-HT,,) et
du WAY161503 (un agoniste des récepteurs 5-HT,c) chez des animaux prétraités avec une
neurotoxine, la DSP-4 (N-[2-chloroethyl]-N-ethyl-2-bromobenzylamine), capable de
provoquer une ablation du systeme noradrénergique a la dose de 25 mg/kg (i.p.) ou des
systemes noradrénergique et dopaminergique a la dose de 50 mg/kg (i.p.) (Cassano et al.,
2009) (Figure 26).
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Figure 26: Controle de ’activité des neurones sérotoninergiques par les hétéro-
récepteurs inhibiteurs 5-HT,a et 5-HT ¢

De maniére intéressante, l’effet inhibiteur du DOI sur Dactivité électrique des
neurones serotoninergiques a été atténue, avec la méme intensité, par la DSP-4 aux doses de
25 et 50 mg/kg (dans le LC et I’ATV). Au contraire, I’effet inhibiteur du WAY 161503 a été
atténué uniquement a la plus forte dose de DSP-4. L’ensemble de ces résultats suggere donc
que les hétéro-récepteurs 5-HT,a et 5-HT,c exercent un rétrocontrdle inhibiteur sur le systeme
sérotoninergique qui passe respectivement par le locus coeruleus et 1’aire tegmentale ventrale.
Nos résultats sont en accord avec les études de microdialyse montrant que le blocage des
récepteurs 5-HT,a et/ou 5-HT,c potentialise les effets d’une dose challenge d’ISRS sur les
concentrations extracellulaires de 5-HT dans I"hippocampe (Cremers et al., 2004 ; Cremers et
al., 2007 ; Sotty et al., 2009) ou le cortex frontal (Huang et al., 2006 ; Calcagno et al., 2009).
A partir de ce travail confirmant 1’existence d’hétérorécepteurs impliqués dans I’inhibition du
systéme sérotoninergique, nous avons €mis I’hypothése que les ISRS devaient maintenir un
controle négatif sur ’activité électrique des neurones sérotoninergiques chez des souris KO
constitutives 5-HT;a (ARTICLE 3). En effet, nous avons montré que le escitalopram
diminue la décharge des neurones 5-HT chez des souris KO 5-HT 4, tandis que cette réponse
inhibitrice a pu étre inversée par le MDL100907 ou le SB242084, des antagonistes des
récepteurs 5-HT,a et 5-HT,c. Ces résultats sont en contradiction avec ceux décrits par
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I’équipe du Dr Artigas en 2004 montrant qu’une dose unique de fluoxétine diminue I’activité
électrique des neurones 5-HT chez des souris sauvages, mais pas chez des souris mutantes,
privées du récepteur 5-HT1a (Amargos-Bosch et al., 2004). Probablement que le choix de
I’ISRS dans cette étude a joué un role déterminant dans 1’absence de réponse puisque,
contrairement au escitalopram, la fluoxétine est capable d’antagoniser les récepteurs 5-
HT,ac (Ni et Miledi, 1997). Ainsi, cette propriété pharmacologique a probablement prévenu
I’effet inhibiteur de I’ISRS chez les souris KO 1A. Afin de déterminer la sensibilité des
récepteurs 5-HT,a et 5-HT,c chez ces souris mutantes KO 1A, nous avons examiné la
capacit¢ du DOI et du WAY161503 a inhiber [Dactivité ¢lectrique des neurones
sérotoninergiques. La réponse électrophysiologique du DOI (mais pas celle du WAY161503)
s’est avérée renforcée chez les souris mutantes KOZLA suggérant que la délétion de ce
récepteur pourrait étre compensé par une hypersensibilité du récepteur 5-HT,a. Nous
envisageons de confirmer ces résultats par une approche comportementale qui consistera a
comparer la capacité du DOI a induire des « mouvements stéréotypés de la téte » (ou « head-
twitching ») chez les souris KO;a et WT. Une telle hypersensibilité pourrait expliquer le fait
que les ISRS n’ont pas permis de potentialiser les concentrations extracellulaires de 5-HT
dans le cortex frontal des souris Auto-KO (ARTICLE 2). Fort de ces observations, nous
avons réalisé 1’étude « opposée » consistant a déterminer la sensibilité des autorécepteurs 5-
HT1a chez des souris KO constitutives pour le récepteur 5-HT,a. NOs résultats ont révélé une
hypersensibilité des autorécepteurs 5-HT1a a I’aide de deux tests différents: I’hypothermie ou
la réduction de la décharge électrique des neurones 5-HT induite par le 8-OHDPAT. Il
apparait donc clairement qu’il existe un co-régulation a distance entre les récepteurs 5-HT;a
et 5-HT;a, la délétion de ’un entrainant une augmentation d’activité de 1’autre. Une telle
« interaction fonctionnelle » entre ces deux types de récepteurs a déja été décrite dans le
systeme nerveux central. Par exemple, I’induction d’un syndrome sérotoninergique induit par
un agoniste des récepteur 5-HT 14 est potentialisé par un antagoniste des récepteurs 5-HTa/c
(Backus et al., 1990 ; Sharp et al., 1990). Au contraire 1’induction de « head-twitching » par le
DOI est réduite par I’administration d’un agoniste des récepteurs 5-HT;a (Berendsen et al.,
1990 ; Darmani et al.,, 1990 ; Dursun et Handley, 1993). Autre preuve de I’interaction
fonctionnelle entre les récepteurs 5-HT1a et 5-HT,a: un traitement chronique avec un ISRS
produit une désensibilisation fonctionnelle de I’autorécepteur 5-HT;s, accompagnée d’une
augmentation de la sensibilité du récepteur 5-HT,a (Cadogan et al., 1993 ; Li et al., 1997). Il
est donc possible que les effets des ISRS passent par une diminution de la sensibilité du

récepteur 5-HT1a et une augmentation de celle du récepteur 5-HT,a. Cette hypothése est en
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accord avec différentes études cliniques montrant que les patients depressifs en rémission
sous ISRS présentent une augmentation de la densité des récepteurs 5-HT,a dans le cortex
frontal (Hrdina et al., 1993 ; Massou et al., 1997 ; Yamauchi et al., 2006).

Les autorécepteurs 5-HT1a/15 et les hétéro-récepteurs 5-HT,a2c sont donc au ceeur de
la régulation du systéme sérotoninergique et de la réponse aux ISRS. Il est important de
souligner que les résultats décrits ci-dessous ont été obtenus chez des animaux naifs, en
conditions non pathologiques. Or il apparait plus approprié de mener des études chez des
modeles animaux présentant des troubles anxio-dépressifs. A ce jour, différents modeles ont
été décrits et utilisés pour tester les effets des antidépresseurs et déterminer leur mécanisme
d’action. Il existe des lignées de souris ou des rats, sélectionnés sur plusieurs générations, qui
présentent un phénotype dit « résigné » (Overstreet, 1993 ; El Yacoubi et al., 2003). Il existe
également des modeles de stress comme le stress modéré chronique imprévisible (de Paul
Willner) ou le stress de séparation maternelle (Papp et al., 1996), qui perturbent 1’axe
hypothalamo-hypophysaire, et induisent des comportements de type anxio-dépressif (Nestler
et Hyman, 2010). Malgré tout, ces modéles sont difficiles a mettre en place de part la lourdeur
des protocoles de stress et/ou leur faible reproductibilité chez la Souris. Pour pallier a ce
probléme, nous avons participé a la mise au point d’un modele de souris (d’abord chez le Dr
René Hen, Columbia University, NY, puis a son installation ici a Chatenay) présentant
plusieurs traits caractéristiques d’un état anxio/dépressif (anhédonie, désespoir), basé sur
I’administration de corticostérone dans 1’eau de boisson (David et al., 2009). Sur ce modele,
nous avons cherché a déterminer le statut fonctionnel de 1’autorécepteur 5-HT14 en présence
(ou pas) d’un ISRS, la fluoxétine administrée pendant 4 semaines (ARTICLE 4). De maniére
surprenante, nous avons observé une désensibilisation de 1’autorécepteur 5-HT;a chez les
animaux traités a la corticostérone tout comme chez animaux contrbles ayant recu la
fluoxétine. Ainsi le statut fonctionnel des autorécepteurs 5-HTya est similaire en conditions
pathologiques ou thérapeutiques. Il n’est donc pas surprenant que la combinaison
(corticostérone + fluoxétine) ait renforcé la désensibilisation de 1’autorécepteur 5-HTia.
L’effet additif de ces deux agents sur le statut fonctionnel de I’autorécepteur 5-HT1a résulte
probablement de mécanismes indépendants. Si le mécanisme a [Dorigine de la
désensibilisation induite par la fluoxétine est a ce jour bien décrit, résultant d’une
accumulation de 5-HT endogéne consécutive au blocage du SERT dans le noyau dorsal (Blier
et al., 1998), celui de la corticostérone reste mal connu. Plusieurs hypothéses peuvent étre

soulevées et la plus probable réside dans une down-régulation directe du récepteur 5-HT4 par
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les récepteurs aux glucocorticoides présent sur les neurones sérotoninergiques (Harfstrand et
al., 1986), ces derniers ayant la capacité de limiter le couplage du récepteur a sa protéine G
(Fairchild et al., 2003). Une autre possibilité serait que la corticostérone stimule la synthése de
5-HT dans le noyau dorsal du raphé via une activation de la tryptophane hydroxylase (Clark et
al., 2008). L’exces de 5-HT pourrait alors étre liberé localement dans le noyau dorsal du raphé
et participerait ainsi a la désensibilisation de 1’autorécepteur 5-HT;a. Enfin, des données
récentes suggerent que la corticostérone pourrait favoriser 1’accumulation de 5-HT endogéne
via le blocage de récepteur a faible affinité de la sérotonine tels que les OCT ou les PMAT
(Baganz et al., 2010). Des travaux complémentaires sont actuellement en cours afin d’évaluer
la sensibilité des hétéro-récepteurs 5-HT,» dans ce modéle de souris traitées a la
corticostérone. Des travaux antérieurs laissent penser que [’activation des récepteurs aux
glucocrticoides par la corticostérone exogéne augmente la densité de récepteur 5-HT,a dans
des cultures organitypiques d’hippocampe (Trajkovska et al., 2009). Ces résultats montrent
une augmentation de la densité et/ou du statut fonctionnel des récepteurs 5-HT,a chez des
souris traitées a la corticostérone. L’interaction réciproque entre les récepteurs 5-HT;a et 5-
HT,a décrite ci-dessus chez les animaux contrdles, pourrait également avoir son importance

dans la manifestation de la pathologie anxio-dépressive (Kuroda et al., 1992).

Dans une derniére partie de ce travail de these, nous nous sommes intéressés au
mécanisme d’action du escitalopram et & sa capacité a moduler directement I’activité du
systeme noradrénergique central (ARTICLE 5). Comme nous ’avons indiqué plus haut, il
existe des liens anatomiques et fonctionnels étroits entre les neurones 5-HT du noyau du
raphé dorsal et les neurones NA du locus coeruleus (Guiard et al., 2009). Or, différentes
études de microdialyse réalisée chez le rat ou la souris ont montré que, en dépit de leur
sélectivité démontrée in vitro, les ISRS sont capables in vivo d’augmenter les concentrations
extracellulaires de NA dans différentes régions cérébrales (Jordan et al., 1994; Shachar et al.,
1997; Millan et al., 2001; Beyer et al., 2002; Bymaster et al., 2002; Koch et al., 2002; David
et al., 2003; Kobayashi et al., 2008). Nous avons étendu dans ce travail de these ces
observations avec D’inhibiteur de recapture le plus sélectif actuellement disponible, le
escitalopram. Les raisons d’un tel impact du escitalopram sur la neurotransmission
noradrénergique restent toutefois mal connues. Plusieurs hypotheses peuvent étre envisagées
et notamment le fait que 1’augmentation de 5-HT endogéne induite par les ISRS stimule les
neurones NA (hypothése indirecte). Au niveau somatodendritique, cela s’avere peu probable

puisqu’au contraire, différentes études rapportent que les ISRS, dont le escitalopram,
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diminuent I’activité électrique des neurones NA via I’activation des récepteurs 5-HT,a Situés
dans le locus coeruleus sur des interneurones a GABA (Szabo et Blier, 2002). Au niveau
terminal, les récepteurs 5-HT;a et 5-HT3 sont exprimes sur les synapses noradrénergiques et
leur stimulation permet d’activer la libération de NA (Mongeau et al., 1994 ; Hajos-Korcsok
et al., 1999). Au cours de notre travail, nous avons exploré une autre hypothese : les ISRS, et
plus particulierement le escitalopram, augmenteraient-ils les concentrations extracellulaires
corticales de NA en bloguant de maniere non sélective le transporteur de la NA (NAT). Cette
hypothése est envisageable dans la mesure ou différents travaux réalisés chez ’homme ont
montré un tel effet (Gilmor et al., 2002). L’observation que le escitalopram (administré de
maniére systémique ou locale dans le cortex frontal), a augmenté les concentrations
extracellulaires a la fois chez des souris sauvages et des souris mutantes privées du
transporteur SERT (KO SERT) de la 5-HT suggere que les effets neurochimiques de
I’antidépresseur sur le systéme noradrénergique mobilise une autre cible que le SERT. Afin
de préciser si cette cible était le NAT, nous avons dans un second temps évalué les effets du
escitalopram sur les concentrations extracellulaires corticales de NA chez des souris sauvages
prétraitées avec de la desipramine, de maniéere a saturer le site de recapture de haute affinité
de la noradrénaline. De maniére attendue, la desipramine utilisée seule a la dose de 10 mg/kg
a provoqué une augmentation significative des concentrations extracellulaires corticales de
NA, tandis que le escitalopram n’a plus été capable de modifier ces concentrations en
présence de désipramine confortant ainsi I’hypothése d’une action de I’'ISRS sur le NAT. Bien
slr, ces résultats ne sont pas parfaits dans la mesure ou I’absence d’effet du escitalopram
pourrait étre du a un phénomene de plateau. En effet, comme nous I’avons déja envisagé dans
cette discussion, lors d’expériences de microdialyse, nous sommes souvent confronté au fait
qu’il est difficile d’augmenter des concentrations extracellulaires de monoamines lorsque ces
dernieéres sont déja élevées. S’agit-il des limites de la technique et/ou des systémes
biologiques qui s’organisent pour prévenir touteS augmentations incontrdlées du
neurotransmetteur mettant en jeu des mécanismes compensatoires ? Ces points restent
aujourd’hui en suspens et méritent d’étre abordés a 1’aide de techniques complémentaires. La
technique d’iontophorése, par exemple, devrait permettre de conforter ou d’invalider nos
résultats. En effet, a ’aide de cette technique, il est possible d’appliquer certains agents
pharmacologiques sur les cellules en cours d’enregistrement, comme par exemple, les
neurones pyramidaux qui constituent de bons modeéles d’étude car elles sont sensibles a une
application de NA, ce qui inhibe I’activité électrique de ces neurones. La durée de cette

inhibition est d’autant plus importante que la NA reste présente au contact des cellules
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(Kasamo et al., 1996). Ainsi, I’inhibition des neurones pyramidaux de 1’hippocampe induite
par la NA est prolongée en présence d’un inhibiteur sélectif/ou non sélectif de recapture de la
NA tels que la désipramine, la réboxétine ou la duloxetine (Kasamo et al., 1996). Si le
escitalopram bloque effectivement le NAT, il devrait mimer les effets des IRNs dans ce test.
Ces données sont actuellement en cours d’acquisition au laboratoire et devraient permettre de
conclure définitivement quant a la sélectivité in vivo des ISRS vis a vis des transporteurs

monoaminergiques (Figure 27).
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Figure 27: Les cibles sérotoninergiques/non sérotoninergiques impliqués dans les effets

des ISRS dont le escitalopram
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CONCLUSIONS

L’ensemble de ces travaux mets en lumicre la complexité des mécanismes cellulaires
et moléculaires régulant DI’activité du systéme sérotoninergique central que ce soit en
conditions basales ou en réponse a un traitement par un ISRS administré de maniére aigue ou
chronique chez la Souris. Différents acteurs entrent en jeu dans cette régulation, chacun ayant
un réle et une localisation cellulaire et tissulaire cérébrale bien définies. La principale cible de
ces antidépresseurs est le transporteur de la 5-HT et certains d’entre eux ont une plus grande
sélectivité vis a vis du SERT. C’est le cas du escitalopram dont les études in vitro démontrent
qu’il présente une affinité pour le SERT, 7000 & 25000 fois plus élevee que pour le NAT et le
DAT. Toutefois, ces grandes différences ne se reflétent pas sur son activité in vivo car le
escitalopram augmente les concentrations de 5-HT et de NA (par exemple ici dans le cortex
frontal) avec un ratio d’environ 2/1, ce qui nous permet de proposer que I’inhibiteur le plus
sélectif de la recapture de la 5-HT actuellement disponible est également capable de bloquer
le transporteur de la NA in vivo chez la Souris.

Les autorécepteurs somatodendritiques 5-HT1a et terminaux 5-HTig situés sur les
neurones serotoninergiques sont des cibles indirectes des ISRS qui contribuent a maintenir
une concentration stable de 5-HT intra-synaptique. Lorsque ces freins biologiques sont
désensibilisés (par exemple lors d’un traitement ISRS chronique), ils ne peuvent plus exercer
leur role de rétrocontrole négatif sur Iactivité électrique des neurones, la synthese et la
libération de 5-HT. Les autorécepteurs seraient alors suppléés par d’autres récepteurs
sérotoninergiques situés a distance. C’est le cas des hétéro-récepteurs 5-HT,a et 5-HTyc Situés
sur les neurones catecholaminergiques dans le locus coeruleus et 1’aire tegmentale ventrale,
qui continuent de maintenir une fonction inhibitrice indirecte sur les neurones
sérotoninergiques lors de I’inactivation des autorécepteurs. D’un point de vue thérapeutique,
ces données sont importantes car elles suggérent que le blocage pharmacologique des
autorécepteurs par des antagonistes sélectifs n’est pas la seule solution pour améliorer
’activité des ISRS. Méme si certaines stratégies de potentialisation visant a co-administrer un
ISRS avec un antagoniste des récepteurs 5-HT;a (pindolol) ont permis d’obtenir des résultats
cliniques encourageants (Plenge et Mellerup, 2003 ; Portella et al., 2011), il n’en demeure pas
moins que certains patients dépressifs sont encore résistants a cette co-administration ou
observent une amélioration trop tardive de leur humeur. Le blocage simultané des récepteurs

5-HT,a et 5-HT,c apporterai un bénéfice supplémentaire pour stimuler la libération de 5-HT
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dans les régions terminales. En accord avec cette hypothése, les antipsychotiques atypiques
tels que I’olanzapine, la risperidone ou ’aripiprazole, qui antagonisent les récepteurs 5-HTa
avec une bonne puissance, s’avérent utiles chez certains patients resistants aux ISRS
(Tremblay et Blier, 2006). Nous avons montré a 1’aide d’antagonistes, que les récepteurs 5-
HT,a localisés dans des régions cérébrales comme le cortex frontal ou I’hippocampe, jouent
un réle important, cependant leur activation est nécessaire pour obtenir une réponse
antidépressive. C’est 1a tout le challenge de la recherche qui devra probablement développer
dans les années a venir des stratégies permettant par exemple de cibler certains sous-types de

récepteurs dans certaines régions cérébrales et pas dans d’autres.

PERSPECTIVES

Les derniers résultats, tout a fait innovants, décryptent 1’activité des neurones
sérotoninergiques ou non sérotoninergiques et leurs fortes interactions suite a 1’administration
d’ISRS chez des souris mutantes KO SERT, ou bien KO 5-HT;a (lors de manipulations
séparées des populations d’auto- et d’hétéro-récepteurs : Richardson-Jones et al., 2011), KO
5-HT,a et 5-HTyc.

Enfin, grace a une collaboration avec 1’équipe de Sophie Gautron (UPMC Université
Paris VI), nous avons montré que le escitalopram, a des concentrations comparables a celle
utilisées in vivo, n’inhibe pas in vitro la recapture de NA et de 5-HT médiée par les
transporteurs des monoamines de faible affinité (OCT) dans le cortex de souris.

Tous ces résultats ouvrent de nouveaux horizons pour comprendre les mécanismes
d’actions des antidépresseurs de type ISRS dans le traitement de la dépression chez ’Homme.
Pour cela, ces modeles animaux constituent des outils de choix pour développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques et améliorer les compréhension des mécanismes centraux mis en jeu
dans les pathologies dépressives. Par ailleurs, il sera important de poursuivre 1’exploration du
réle de rétrocontrble inhibiteur des récepteurs 5-HT,a et 5-HT,c sur les neurones

sérotoninergiques.
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Cibles sérotoninergiques et non sérotoninergiques des ISRS: Approche Pharmacologique et
Génétique in vivo chez la souris

Les inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine (5-HT) (ISRS) blogquent directement
le transporteur de la 5-HT (SERT) et stimulent indirectement de multiples auto- et hétéro-
récepteurs 5-HT par 1’augmentation de la concentration extracellulaire de 5-HT dans la fente
synaptique. Cependant, le role des différents récepteurs ainsi que leur interaction dans les effets
thérapeutiques des ISRS restent mal connus. Nous avons tenté de les identifier a lI'aide de tests
neurochimiques (microdialyse intracérébrale in vivo) et électrophysiologiques en utilisant une
approche pharmacologique (utilisation de escitalopram, de ligands des récepteurs 5-HTiaa) €t
génétique (utilisation de souris knock-out [KO] SERT, 5-HT;a ou 5-HT,a). Les études
neurochimiques et électrophysiologiques révélent que les auto-(1A) et hétéro-(2A) récepteurs
agissent de concert pour maintenir une influence inhibitrice sur le systeme sérotoninergique, en
particulier, en réponse au escitalopram : l'absence d'un récepteur est compensée par une
régulation de l'autre. Enfin, les souris KO SERT constituent un nouveau modele pour tester le
mécanisme du escitalopram dans I’augmentation des concentrations de noradrénaline (NA).

Mots Clés : Escitalopram, Autorécepteurs 5-HT1a, Hétérorécepteur 5-HT,a, Transporteur de la
sérotonine, Cortex frontal, Microdialyse intracérébrale, Electrophysiologie, Dépression.

Serotonergic and non-serotonergic targets of SSRIs: In vivo Pharmacological and Genetic
approaches in mice

Selective serotonin (5-HT) reuptake inhibitors (SSRIs) directly block the 5-HT transporter
(SERT) and indirectly stimulate multiple 5-HT (auto- and hetero-) receptors by enhancing its
extracellular levels in the synaptic cleft, although the role of particular receptors as well as
interaction(s) among different receptors in the therapeutic effects of SSRIs is not fully
understood. We tried to highlight it using neurochemical (in vivo intracerebral microdialysis) and
electrophysiological tests with a pharmacological (using escitalopram, 5-HTiana receptors
agonists and antagonists) and genetic (using SERT, 5-HT1a ou 5-HT2a receptor knock-out [KO]
mice) approaches. Neurochemical and electrophysiological experiments indicated that 5-HT;a
auto- and 5-HT,a hetero-receptors act in concert to maintain an inhibitory influence on the
serotonergic system, particularly in response of escitalopram to increased levels of endogenous 5-
HT: the absence of one receptor being compensated by an up-regulation of the other. Finally,
SERT knockout mice might be a new model to test the mechanism of escitalopram for an
increase of norephedrine (NE) level.



