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Résumeé

Le récepteur 5-HT 6 et la dynamique de son réceptosome :
Role dans la différenciation neuronale et potentiel thérapeutique

pour le traitement des troubles de spectre autistiq ue
Mots clefs : récepteur 5-HT GPRIN1 ;: neurodéveloppement ; troubles du specte I'autisme

Les symptdbmes cognitifs retrouvés dans différentes hplaigies neurodéveloppementales comme la
schizophrénie ou l'autisme sont trés handicapants et |prise en charge est toujours trés insuffisante. En
conséquence, il y a un besoin urgent de nouvelles approcheapbsatiques. Ces déficits cognitifs pourraient
résulter d'anomalies des processus neurodéveloppementauxd€egres années, le récepteur 54+arémergé
comme une cible thérapeutiques prometteuse pour ces pathiel® du fait de son expression précoce au cours
du développement, son impact sur différents processusirodéveloppementaux clé comme la migration
neuronale et la pousse neuritique, et des effets prguutifs des antagonistes du récepteur dans différents
paradigmes expérimentaux de cognition. Afin de carastéries substrats moléculaires de l'impact du récapte
sur la cognition et le développement neuronal, notreugme a identifié grace a des stratégies de protéomique
l'interactome du récepteur. Ces études fonctionnelles jpaut la suite montré que le récepteur 5-4{due un rble
crucial dans la migration et le positionnement des ne@snainsi que dans linitiation de la croissance des
neurites,via son interaction avec Cdk5. Parmi ces partenairess awons également identifié la protéine GPRINL,
un substrat de Cdk5 connu pour favoriser la pousseritique. Mon travail de thése a permis de caractérise
I'effet de linteraction entre le récepteur 5-KHTet GPRIN1 sur l'activité constitutive du récepteur et la
différenciation neuronale dans une lignée cellulaie meuroblastome (NG108-15) utilisée comme modéle de
différenciation neuronal. J'ai montré que GPRIN1 ingitravec les 22 acides aminés N-terminaux du domaine C-
terminal du récepteurnia un mécanisme dépendant de la protéine Gs et contp#é la phosphorylation de la
Sef® du récepteur par Cdk5 et ai ainsi mis en évidenas dynamique d’interaction entre le récepteur et Cdk5
d’'une part, et la GPRIN1 d’autre part. J'ai par la suitatré que I'association de la GPRINL1 au récepteurlistabi

le récepteur dans une conformation capable d'activer consti&ument la voie Gs et présentant une affinité
réduite pour les agonistes inverses. Cette interactionnaeigte €également la longueur et la ramification des
neurites aussi bien dans les cellules NG108-15 gue des cultures primaires de neurones issus d’emisyie
souris. Les effets de GPRINL1 sur la différenciateronale induite par le récepteur dépendent d’une aation
agoniste-indépendante de la voie Gs/AMPc/PKA. L'ensed®imes résultats montrent que la différenciation
neuronale sous le contrdle du récepteur 5¢Hi€pend d’'une séquence complexe d’événements deadigation
dépendant de son association successive a la Cdkb @PRIN1 : l'interaction 5-HTdk5 est impliquée dans
l'initiation de la pousse neuritique alors que lindetion 5-HFGPRIN1 favorise la croissance et la
complexification des dendrites. J'ai enfin mis en émnae dans un modéle préclinigue d'autisme, la souris
invalidée pour le récepteur Mu des opioid€pfm1") le potentiel thérapeutique d'un antagoniste du récepteu
5-HE pour améliorer les troubles du comportement liés atisme. Globalement, ma thése souligne I'importance
du récepteur 5-Hdet de la dynamique de son interactome dans la diffiération et connectivité neuronale et
ouvre de nouvelles perspectives thérapeutiques poupriae en charge des troubles psychiatriques d’'o&gin
neurodéveloppementale comme l'autisme.



Abstract

The 5-HT6 receptor and the dynamics of its recepto some:
Role in Neuronal Differentiation and Therapeutic Po tential for the

Treatment of Autistic Spectrum Disorders
Key words: 5-Hdreceptor; GPRIN1; neurodevelopment; Autism Spectribisorders

Cognitive symptoms observed in neurodevelopmental phitgies such as schizophrenia or autism spectrum
disorders are highly debilitating and poorly controllegcurrently available treatments. Accordingly, thesestill

an urgent need for new therapeutic approaches. It has becolear in the last few years that these cognitive
deficits are caused by neurodevelopmental alteratior®e -HTF receptor has emerged as one promising targets
for the treatment of these deficits in light of its eamykpression during brain development, its role in key
neurodevelopmental processes such as neuronal mignaéid neurite growth and the pro-cognitive effects of
antagonists in various cognitive tasks in rodents. In otdeédentify novel molecular substrates of the contadl
cognition and neural development by 5-Hfeceptors, our team has recently characterized the receptor
interactome thanks to complementary proteomic strategiesirtiier functional studies revealed that the Cdk5
pathway under the control of 5-HTeceptor plays a crucial role in in the migration gmukitioning of cortical
pyramidal neurons as well as in the initiation of neuwoutgrowth. The new protein partners of the receptor
identified also include G protein-regulated inducemnetrite outgrowth 1 (GPRIN1), a Cdk5 substrate, known to
promote neurite outgrowth. This thesis aims at charaizieg the impact of the 5-HTreceptor/GPRIN1
interaction upon receptor activity and neuronal diffeteation in a neuroblastoma cell line (NG108-15 cells)
commonly used as a cellular model for studying moleculaclmanisms underlying neuronal differentiation. |
showed that GPRINL interacts with a receptor sequemeerising the 22 N-terminal residues of its C-ternhina
domain via a mechanism depending on its association adtivated G!s protein and regulated by receptor
phosphorylation at Ser350 by Cdk5, thus demonstrating thatreceptor recruits either Cdk5 or GPRIN1 in a
dynamic manner. | then showed that the physical interattietween GPRIN1 and the 5¢H@&ceptor stabilizes
an active receptor conformation able to activate Gs and pheduction of cAMP in an agonist-independent
manner and exhibiting a low apparent affinity for inveragonists. This interaction also promotes neurite
extension and branching both in NG108-15 cells antgmy cultured neurons originating from different iegs

of the mouse brain. These effects upon neurondedéntiation are mediated by agonist-independent activation
of the Gs/adenylyl cyclase/PKA pathway. Collectivalyresults indicate that neuronal differentiation undeeth
control of 5-H¥ receptors requires a complex sequence of signatieghanisms that depends on the sequential
association of the receptor with Cdk5 and GPRINL1: while th&/&#k5 interaction is required for the initiation
of neurite growth, neurite extension and branching degds on receptor association with GPRIN1. Finally, |
demonstrated that sub-chronic administration to mice dstpld of Mu opioid receptor (Oprm1mice, preclinical
model of autism spectrum disorders - ASDs -) improvas@e of primary symptoms, including alteration ofisb
cognition and stereotypic behaviors, suggesting that s+iddeptor blockade might be a relevant strategy for the
treatment of some behavioral symptoms in ASDs. Cilely, this thesis highlights the role of the 5sHdceptor
interactome and of its dynamics in neuronal differentiatiand the establishment of neuronal connectivity and
opens new perspectives for the treatment of psychiattisorders of neuro-developmental origin, such &98.
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A. La sérotonine

La sérotonine est un des plus anciens messagers amsicpnnus, son apparition daterait de plus
de 700 millions d’années chez la paramécie (TuilejS9®6). Elle est présente aussi bien chez les
vertébrés que chez les invertébrés. On la retrouve @@mple dans les antennes du sphinx du tabac
(Manduca sextaune espéce de Iépidoptéres) ou encore chitisoma trivolisun gastéropode. De
méme, ses récepteurs sont présents tout au long deid&aphylogénétique du vivant, depuis I'organisme
unicellulaire jusqu’'a I'humain (Turlejski 1996). €atbnservation remarquable au cours de I'évolution
et son ubiquité dans les différentes especes du regmenal démontrent un réle crucial de la sérotonine

dans une large variété de processus physiologiques.

Les toutes premiéres évidences de I'existence deétatonine remontent a la fin du X% siécle. En
1868, Carl Friedrich Wilhelm Ludwig et son étudidlexander Schmidt travaillent sur une méthode de
perfusion utilisant du sang filtré, défibriné et oxygeig.découvrent alors que la perfusion d’'un muscle
avec ce sang induit une augmentation du tonus vasil Cette observation fortuite a I'époque fut
consignée sans étre 'objet de plus d’investigationstti&® 2013; Anrep, Blalock, et Samaan 1934). I
s’agissait pourtant de la premiére mention dans la littératdeece qui se révélera étre la sérotonine.

Ce n'est qu’en 1912 que O’Connor redécouvre les npgts vasoconstrictrices du « sérum »,
(liguide sanguin dépourvu de cellules et de protéinesgulantes), qu'il attribue tout d’'abord a
I'adrénaline. Cependant, O’Connor remarque que le iéeti 'adrénaline induisent des effets opposés
lorsgu’ils sont appliqués sur les intestins : le séq@roduit toujours une action vasoconstrictrice tandis

gue I'adrénaline a un effet vasodilatateur. O’connoggere la présence d’autres molécules actives dans
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le sérum dont les effets sont proches de ceux de €adline, il les dénommeraadrenalin mimicking
substances (Gothert 2013). A la suite de cette premiere déatw, différentes équipes vont se
pencher sur le sérum et ses propriétés constrictrices.

En 1937, Vittorio Erspamer et ses collégues isoleet substance inconnue de la muqueuse
gastrique du lapin qui induit une constriction dessules lisses. lls I'appellent entéramine en relation
avec sa provenance (les cellules enterochromaffinestrdctus gastro intestinal), et sa structure
chimique (indolalkylamine) (Zucker 1944).

A la méme époque, Irvin Page a Cleveland mene ddwerehes sur I'hypertension dans le but
d’identifier des composés affectant la pression sanguEn 1948, il isole avec I'aide de Maurice Rapport
une substance vasoconstrictrice a partir du sérum. dlsxdmment sérotonine, contraction de sa
provenance et de ses effets sur le tonus musculamel 9, Rapporgt al. cristallisent et caractérisent
la structure de la sérotonine a partir de grandes quastide sang : il s’agit de la découverte de la 5-
hydroxytryptamine (5-HT) (Page et Carlsson 1970; GH20d:3). Le lien avec I'entéramine n’est fait que
trois ans plus tard lorsqu’Erspamer et Asero résaiea structure et se rendent compte qu’elle est
identique a celle de la sérotonine (Erspamer et AS€952). Le nom de sérotonine demeurera comme
seule alternative a celui de 5-hydroxytryptamine.

Si son action périphérique a permis sa découverte réande neurotransmetteur ne tardera pas
a étre démontré d’abord chez le mollusqu&/enus mercenaria par John H. Welsh et Betty M. Twarog
puis chez les vertébrés, notamment le chien, le rat éagpen (Twarog et Page 1953). C'est le début de

I'essor de la recherche sur la sérotonine et ses fonsticentrales.

La sérotonine est une amine biogéne synthétisée a pdutiryptophane, acide aminé essentiel que
I'on retrouve dans de nombreux aliments. Le tryptophasetout d’abord hydroxylé par la tryptophane
hydroxylase en 5-hydroxytryptophane (5-HTP). LelB-dst ensuite décarboxylé par la L-amino acide
décarboxylase pour donner la sérotonine ou 5-Hju(é 1).

Cette décarboxylase n’'est pas spécifigue du métab@isia la sérotonine puisqu’elle assure
également la décarboxylation de la L-dopa. Seulig/fdophane hydroxylase est sélective de la synthese

de la sérotonine, son marquage permet de localisécgmuement les neurones sérotoninergiques.
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Il existe deux tryptophane hydroxylase (tphl et tpH2).Tph2 est exprimée dans les neurones
du raphé alors que la tphl assure la synthése deHd ®n périphérie et dans la glande pinéale (Sugden
2003). En plus de leur localisation, ces deux enzydiffesent par leur séquence et par leurs propriétés
enzymatiques (McKinney, Knappskog, et Haavik 200%)s Naus concentrerons dans cette thése sur la
sérotonine centrale. Une fois synthétisée, la sérmb@ est stockée dans des vésicules par
l'intermédiaire de transporteurs, les VMATs (Vesiculaonbmine Transporteurs), qui assurent
également le transport de diverses monoamines (coma@opamine, la noradrénaline, 'adrénaline et
I'histamine). La sérotonine, aprés avoir été libéréee dandehte synaptique, est recaptée par son
transporteur SERT (SERotonin Transporter) et catabghliaéles monoamines oxydases A ou B (MAOA
ou MAOB). Il en résulte la formation d'un aldéhydei pera ensuite oxydé par l'aldéhyde
déshydrogénase en acide 5-hydroxyindolacétique (5-HiAdfabolite que I'on retrouve dans le sang et

les urines (figure 1).
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FIGURI1- METABOLISME DE SEROTONINE ET SICISATION SEROTONINIQUE

Le tryptophane Trp), est le précurseur de la sérotoning-KT), il provient de l'alimentation et parvient au
systeme nerveux central par la vascularisation bgake. Les neurones sérotoninergiques du raphé eaipte
Trp et le transforment en 5-hydroxytryptophan&-KTP grace a une enzyme spécifique, la tryptophane
hydroxylase 2Tph2. L'activité de la Tph2 et donc la quantité de B-ptoduite dépend directement de la
disponibilité en Trp Le 5-HTP est ensuite converti en 5-HT par unertiégylase non sélective, la 5-
hydroxytryptophane décarboxylase (L-amino acide démaylase AADQ. La 5-HT est ensuite stockée dans les
vésicules pré synaptiques par l'intermédiaire dangporteurs vésiculairesVKAT). L'arrivée d'un potentiel
d'action a la terminaison synaptique provoque laéfiation de la sérotonine par exocytose, dans |atde
synaptique, ou elle pourra : activer des récepte(sHTRS) pré ou post synaptiques ; étre recaptée p
I'intermédiaire de son transporteulSERY; étre dégradée par la monoamine oxydaBRAQ). Le processus de
dégradation de la 5-HT donne un métabolite, I'acieleyBroxy-indolylacétiquestHIAA qui peut étre dosé dans
le sang ou les urines. La liaison de la 5-HT Bésepteurs mene a I'activation de différentes vailessignalisation
qui dépendamment du type de récepteur, de sa lszdlon, du complexe membranaire dont il fait parte de ;5
sonréceptosome vont moduler la transmission pré et post synaptq



En périphérie la sérotonine est sécrétée majoritairement par lebutes enterochromaffines de la paroi
intestinale. Elle pourra ensuite étre captée et stockee les plaquettes sanguines. (Spohn et Mawe
2017).

Au niveau central elle est synthétisée par les neurones sérotoninarggdu raphé dont les noyaux,
organisés en 9 groupes (B1 a B9), sont situés ledartgonc cérébral, dans le bulbe rachidien, le pont
et le mésencéphale (Dahlstroem et al. 1964; Hornung8R0d0es neurones des noyaux caudaux B1 a B3
projettent vers la moelle épiniére et le tronc cérébrbes neurones du noyaux B4 projettent vers le
cervelet. L'innervation provenant des noyaux Bl a Bdstitment les projections sérotoninergiques
descendantes. Les noyaux rostraux (B5 a B9) formasnirbjections dites ascendantes qui innervent la
majorité des structures corticales et sous corticales ddmtpothalamus, I'amygdale et le septum, le
striatum dorsal et ventral, I'hippocampe et la quasi-tdtalides différentes aires corticales
(Pollak Dorocic et al. 2014; Charnay et Léger 20y ¢fi2-C).

Au cours du développementes enzymes de synthegghl et tph2 sont exprimées trés précocement,
on retrouve ainsi de la sérotonine dés le jour embmyaire 10,5 chez la souris (E10,5), E12 chez l¢ rat e
durant le troisieme trimestre chez I'humain (figureAZB) (Bonnin et al. 2011). Les neurones
sérotoninergiques commencent leur différentiation a s&de, ils innerveront progressivement leurs
structures cibles jusqu’aprés la naissance. Ainsiéfdatenine d’origine embryonnaire ne contribuera
aux niveaux de 5-HT du cerveau antérieur que tardiven(@prés E16,5 chez le rat) (Deneris et Gaspar
2017). Il est donc important de noter que la protian embryonnaire ne constitue pas la seule source
de sérotonine a ce stade. En effet, avant la fermette la barriere hémato-encéphalique (aux environs
de E15,5), la sérotonine d’origine maternelle et plaaire joue un rdle important dans les processus
neurodéveloppementaux (Velasquez, Goeden, et BoA@iB; Bonnin et al. 2011).

La sérotonine possede donc un profil d’expressies traste, prédisant un role de neuromodulateur clef

dans un large panel de fonctions du développement &lddulte.
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A. E11 B. E14

C. Systéme sérotoninergique mature

FIGURE 2- DEVELOPPEMENT ET LOCALISATION DE®RBCGHIZITONINERGIQUES.

Schémas de sections sagittales de cerveau muririffarehts ages, montrant la localisation des noyaux
sérotoninergiques et leurs principales projectioAs.Les premiéres cellules sérotoninergiques apparaisae
E11, rostralement a I'isthmés], I'innervation du cortex débute un jour apres lewissanceB- Leur projections
atteignent la jonction cortico-striatale des El4slmyaux sérotoninergiques se ségrégent progressive en
neuf groupes (B1-B9). Les ( ; points jaunes) sont principalement constituésrdphé
magnus qui projette sur la moelle épiniére, et Exiphérie (points jaunes et fleche). taphé dorsal(B6, B} et
le raphé médian(B5, B§ émettent des projections ascendantes destinéegé&ancéphale et au diencéphale
(violet). Les afférences sérotoninergiques destingegerveau antérieur convergent vers le faisceadian du
cerveau antérieurrifb). Les fléches indiquent les régions ou les axonegedéde la voie ascendante majeure :
le long du fascicule rétroflexuf) vers I'habenula, puis vers I'hypothalambgp), le striatum, le septunsf) et
le cortex €X). C- A I'dge adulte, de nombreuses régions recoivent umervation sérotoninergique dense
(fleches) dont, I'hypothalamudyp), 'amygdale dmg), le thalamusth), I'accumbensacg, le striatum $t), le
bulbe olfactif 6b), le cortex €X) et I'hippocampeK{ip). Dans le cortex cérébral, les couches V et \diveqt
préférentiellement des afférences issues du rapbésdl (violet clair) tandis que la couche | regas afférences
provenant principalement du raphé médian (violenég&). MIf = fasiculus longitudinal médiandt = dorsal
thalamus vt = ventral thalamusModifié d’aprés Vitalis et al, 2013, Front Cell Near.
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A I'opposé du glutamate et du GABA, principaux neurnaetteurs excitateurs et inhibiteurs du
systéme nerveux central, la sérotonine agit comme unlatateur ajustant I'excitabilité neuronale selon
le type de récepteur stimulé. L’implication de lasénine centrale a été démontrée dans la régulation
d’'une multitude de fonctions allant de processus hométigues de base (comme la thermorégulation
ou la respiration), a des fonctions plus élaborées cemencontréle de I'humeur, la cognition ou le
comportement. Notons que la sérotonine est synthétiséa8&b6 en périphérie ou elle a différents roles
(par exemple dans I'agrégation plaquettaire et la digestisnj lesquels nous ne nous attarderons pas.
Nous aborderons dans cette partie uniquement les foniocantrales de la sérotonine a I'age adulte,
ses fonctions durant le développement seront détadléalans le chapitre 1l dédié au
neurodéveloppement.

Plusieurs méthodes permettent d’étudier les fonctiogngrales de la sérotonine. Tout d’abord,
la disponibilité en tryptophane, son précurseur, igilice directement la synthése de la sérotonine. En
modulant son apport, on peut donc créer une déprivatitansitoire ou au contraire augmenter le taux
de sérotonine. Par ailleurs, I'administration d’intéirs spécifiques des acteurs de son métabolisme
ainsi que I'étude des polymorphismes des genes dtegye sérotoninergiques ont suscité des avancées
majeures. Enfin, des modéles murins génétiquementlidea pour Tphl, Tph2 ou SERT ont également
permis de progresser dans la compréhension des fonstde la sérotonine (Charnay et Léger 2010;
Vitalis, Ansorge, et Dayer 2013; Gothert 2013).

La fonction la plus connue de la sérotonine est cedlerégulateur de I’hnumeur, initialement
découvertevia l'effet antidépresseur des inhibiteurs de sa recapt(véong et Licinio 2004). Ce role
majeur de la sérotonine a été largement exploré. Tdabdrd, nombre de publications démontrent que
la déplétion en sérotonine chez des sujets présentamt vulnérabilité génétique ou des antécédents
de troubles de 'humeur provoque des symptomes dégifs, alors qu’une supplémentation en
tryptophane induit une amélioration des symptémes ches dajets dépressifs ou bipolaires (Young
2013; Ruhé, Mason, et Schene 2007; Lindseth, Hellr@aspers 2015; Sylvia et al. 2013; Jenkins et al.
2016). Dans ce sens, de nombreuses études démontraet corrélation entre des polymorphismes
affectant divers genes du systeme sérotoninergiquecavee vulnérabilité au stress, un comportement

impulsif et des passages a I'acte suicidaire violévitdderrama et Miranda 2017; Jiménez-Trevifio et al.
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2017; Valderrama et Miranda 2017; Antypa, Serretti, gefwu 2013; Rahikainen et al. 2017). Au-dela
de ses effets sur 'humeur, la déplétion en sérotmna également été associée a une augmentation de
I'agressivité et de l'impulsivité ainsi qu'a des changats du comportement social aussi bien chez
’'Homme que chez le rongeur (Tsutsui-Kimura et al. 20dan¢ 2013).

Par ailleurs, des études de stimulation du raptié (implantation d’électrodes) ont démontré
un rdle des neurones sérotoninergiques dans la répemnse. En effet, les auteurs observent un
comportement d’autostimulation équivalent que I'électrodeitsimplantée dans le raphé ou dans I'aire
tegmentale ventrale (Van Der Kooy, Fibiger, et Phill p&3).

En outre, la sérotonine apparait comme un acteur impottde la régulation des processus cognitifs.
La déplétion en tryptophane induit des troubles cognitgarmi lesquels une altération de la
consolidation de la mémoire épisodique chez I'Hommédesla mémoire de travail chez le rongeur. De
nombreuses autres fonctions clefs ont été démontréetamment dans la régulation de I'appétit, du
comportement alimentaire, des rythmes veille sommeilemcore la nociception.

Ces études mettent en évidence un role majeur dedeotonine dans la régulation des fonctions
cérebrales. De fagon cohérente avec son large pdadibnctions neurophysiologiques, de nombreux
polymorphismes touchant au systéme sérotoninergiqum éé associés a diverses pathologies telles
que les troubles de I’humeur, 'anxiété, la schizaptie ou encore les troubles du spectre de I'autisme.
Ainsi, le systeme sérotoninergique est ciblé par de nombreuteimgnts comme les antipsychotiques
ou les antidépresseurs (« Psychopharmacologie Esderti&lme Edition » s. d.).

L'étude des fonctions globales de la sérotonine présempendant certaines limites. D’'une part,
une certains des effets observés proviennent probatdat de I'interaction de la sérotonine avec
d’autres systémes de neurotransmission tels que legeryss dopaminergiques ou glutamatergiques
(Fischer et Ullsperger 2017). D’autre part, si ces travauxigttent d’établir les fonctions globales de la
sérotonine, I'étude de ses récepteurs est indispemsgiour comprendre ses fonctions plus spécifiques

et développer des stratégies thérapeutiques ciblées.

B. Les récepteurs de la sérotonine
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Des les années 50, Gaddum et Picarelli supposergtéexce de différents types de récepteurs
(Gaddum et Picarelli 1957). lls constatent que la réponsgractile a la sérotonine de l'intestin du
cochon d’Inde peut étre totalement supprimée pardaj de dibenzyline mais seulement partiellement
par la morphine. lls y voient I'évidence de I'exigte de deux types de récepteur de la sérotonine (5-
HTRs), ceux de type M qui ont une affinité pour la rhore et ceux de type D qui ont une affinité pour
la dibenzyline. Dans les années 1970, les étudéimiden par ligands radiomarqué3HJ5HT et{H]LSD)
permettent d’abord a Fillion et ses collégues, puBeroutka et Snyder de décrire dans le cerveau deux
5-HTRs distincts possédant différents sites de liagemfaible et forte affinité, qu’ils dénomment 5-H
et 5-HER. Si le 5-HR correspond au récepteur D de Gaddum, le;BHTe semble pas étre identique
au récepteur de type M (Peroutka et Snyder 1979). @86 Bradley et ses collaborateurs proposent
une classification unifiée, en trois groupes : 5-Hke R (classe D), 5-HR et 5-HF R, ce dernier
correspondant aux récepteurs M précédemment décritadBry et al., 1986). Par la suite, I'essor de la
biologie moléculaire dans les années 1980 permit mer plus de 15 types de récepteurs de la
sérotonine, donnant naissance a l'une des famillesrétepteurs de neurotransmetteurs les plus
complexes (Hannon et Hoyer 2008). Le récepteur §-¢il nous intéresse dans cette these, est I'un des
derniers a avoir été cloné en 1993 simultanément dansma et Ruat (Monsma et al. 1993; Ruat et al.

1993).

Une nomenclature définissant 7 classes de récepteuta dérotonine (5-Hila 5-H7) selon leur
ordre de découverte, leur pharmacologie, leur hooge de séquence et de structure sera finalement
adoptée par le « Serotonin Club Receptor Nomencla@ommittee » (Géthert 2013). On peut les diviser
en 4 grands groupes en fonction de leur signalisatid I'exception du récepteur 5-HTous les
récepteurs de la sérotonine sont des récepteurspés aux protéines G (RCPG) (figure 3). Les raaespte
5-HE (5-HEa et 5-HBg) sont des récepteurs canaux cationiques. Les réceptbt T (5-HTa, 5-HTg,
5-HTp, 5-HTE 5- HTH et 5-HEsont couplés aux protéines/Go, ils inhibent I'adénylate cyclase et la
formation d’AMPc. Les récepteurs 54H5-HBa, 5-HBset 5-HBo sont couplés a la protéineqGls
stimulent la phospholipase bC augmentant I'hydrolyse de l'inositolphosphate (PIR@gnant a

I'élévation du calcium intracellulaire. Enfin, les réceptelrdd, 5-HF, 5-HF et 5-HT sont
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canoniguement couplés a la protéine. @s induisent la stimulation de I'adénylate cggdamenant a
'augmentation du niveau d’AMPc intracellulaire (lHan et Hoyer 2008; Gerhardt et van Heerikhuizen

1997). Notons que les récepteurs 5sHT 5-HT peuvent également étre couplés aux protéinas/{a

FIGURE 3- LES RECEPTEURS DE LA SEROTONINEGUREABRESS CANONIQUES.

Les récepteurs de la sérotonine sont classés enfsepiles (5-Hira 5-H¥) selon leurs propriétés pharmacologiques, leséysts
de transduction auxquels ils sont couplés et leagie d’homologie de séquence. On distingue 4 grarsbess familles associées a
des couplages canoniques différents. Les récept&ukk sont des récepteurs-canaux a perméabilité catioeiqles autres
récepteurs de la sérotonine sont des récepteurs giés aux protéines G (RCPG), regroupés sous l'apipelirécepteurs
métabotropiques de la sérotonine (m5-HTRS). Lesptaurs 5-HT sont couplés aux protéines Gi/o, ils inhibent Bagllate cyclase
et de fait la production d’AMPc. Les réceptebifsl T, 5-HT et 5-HT sont couplés a la protéine Gs et stimulent I'adébg cyclase,
menant a une élévation de la production d’AMPc. Watiédn de la concentration en AMPc va activer denboeuses enzymes dont
la principale est la Protéine Kinase A (PKA). leeptéurs 5-HI sont couplés a la protéine Gg/11, qui stimule kegpholipase C,
responsable de la production d'inositol triphospbaliP3) et de diacylglycérol (DAG). A noter quer pes récepteurs 5-HTle
couplage a la protéine Gi n’a pu étre démontré gueitro, son couplagén vivoreste encore incertain
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Il est devenu évident depuis plusieurs années que ceslagep canoniques ne peuvent
expliquer a eux seuls la totalité des effets physialaoes des récepteurs métabotropiques de la
sérotonine (M5HTR).

L’émergence des techniques de protéomique a permisedtifier des réseaux de protéines
associés aux récepteurs et formant des complexes cotdéres spécifiques appelés « réceptosomes »
(figure 1). Ces partenaires protéiques, appelés GHPCR Interacting Proteins), interagissent le plus
souvent au niveau de motifs speécifiques situés dassbloucles intracellulaires ou sur I'extrémité C-
Terminale du récepteur (Bockaert, Fagni, et al. 2004)eut s’agir aussi bien de protéines solubles
(kinases, petites protéines G, protéines du cytosqueletfeque transmembranaires, comme des canaux
ioniques ou méme d’autres RCPGs (homodimérisatiét&rodimérisation).

L’activation d’'un m5HTR peut mener au recrutement de difflsenGIPs et mettre en jeu de
nombreuses voies de signalisations indépendantespdeteines Gomme la voie ERK1/2 qui peut étre
activée par les récepteurs 5-FAT5-Hltg, 5-HBa, 5-HBc 5-HE, 5-HF, et 5-HF (Marin et al. 2012).
L’activité fonctionnelle des m5-HTR fait I'objet d’'unguiation fine et peut étre modulée par de
multiples facteurs dont le contenu du « réceptosoméu»méme. (Bockaert, Dumuis, et al. 2004;
Bockaert, Fagni, et al. 2004; Marin et al. 2012; Mauricd.€011).

0 Localisation subcellulaire

En premier lieules partenaires protéiquegpeuvent influencer la localisation subcellulairesde
récepteurs. Les plus connus sont les protéines aaines PDZ. Il s’agit de protéines présentant un motif
spécifiqgue de 80 a 90 acides aminés qui leur permigtedagir au niveau de séquences consensus
conservées « POandingmotifs » situées a I'extrémité C-terminale des récepse Parmi elles, figure
la protéine PSD-95 qui est, par exemple, requiser pexpression dendritique du récepteur 5T
Outre les protéines a domaine PDZ, d’autres GIPs peuveduler I'expression des m5HTR (Marin et al.
2012). On peut citer le cas du récepteur 5:44dont le partenaire YiflB est requis pour son adressag
dans la partie distale des dendrites (Carrel et al.9200

o Endocytose et recyclage

Par ailleurs, les GIPs gouvernent également I'endseytet le recyclage des m5HTR, des
processus d’'une importance majeure pour la régulaiie leur activité. Les "-arrestines sont I'exemple

le plus connu, elles sont responsables de lintesadion de hombreux RCPGs suite a leur activation,
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jouant ainsi un role clef dans le processus de débdisation. On peut citer 'exemple de la forme
humaine du récepteur 5-HAdont I'internalisation est dépendante de son interactiavec la "-arrestine
2 (Marin et al. 2012). A I'opposé, certaines GIPvpptiprévenir le phénoméne d’endocytose suite a la
stimulation du récepteur et ainsi augmenter la transductionsignal comme c’est le cas de PSD-95 avec
le récepteur 5-Hax précédemment décrit.
o Signalisation et Modifications post-traductionnelles

Les GIPs peuvent également moduler directementdaadisation en amplifiant ou inhibant un
couplage, souvent par le biais de modifications pgostiuctionnelles. Celles-ci peuvent affecter le
couplage des m5HTRs, ajoutant un niveau de complesupplémentaire a leur signalisation. Les
exemples les mieux connus concernent les phosphtioyls. Elles ont souvent lieu au nivedas
boucles intracellulaires ou de I'extrémité C-termindies RCPGs. Ces modifications peuvent moduler
l'activité du récepteur, sa désensibilisation et son lintisation ou mener au recrutement d’autres
partenaires. La kinase RSK2, par exemple, phosphtegylécepteur 5-Hh sur la sérine 314, un
processus a l'origine d’une inhibition tonique deviasie de signalisation &Marin et al. 2012; G. M.
Thomas et al. 2005). On peut également citer 'exengpl complexe mGhb-HT,a (Gonzalez-Maeso et
al. 2008), pour lequel une potentialisation de laopphorylation de la Serine 843 du récepteur mGlu
est observée uniquement lorsque le récepteur SA€Et présent, provoquant une augmentation de
I'activité Go du récepteur mGlpien réponse a sa stimulation (Murat et al. 2018). D’autreodifications
comme la palmitoylation ou la myristoylation peuventeater la localisation du récepteur dans les
radeaux lipidiques, connus pour jouer un role crudans la signalisation de nombreux RCPGs (Marin et
al. 2012; Ge et al. 2009).

La compréhension de la complexité de la signalisafies m5-HTR a eu un impact direct sur le
développement des ligands. En effet, en fonction dediiactome du récepteur a un instant donné, la
conséquence de I'activation d’un récepteur par uratid peut mener au déclenchement de voies de
signalisations différentes. Ce phénomene pourrait expligleétérogénéité des réponses cliniques a
certaines drogues. Par exemple on peut citer les amges du récepteur 5-HTdont les effet sur la
cognition varient en fonction des études et de la p@piain (Fullerton et al. 2018; Upton et al. 2008). Ce
constat a mené au développement de ligands biaisés, dobtt est d’activer spécifiquement une voie

de signalisation. La modulation fine de la signalisatiesiRRCPQGaa |'utilisation de ligands biaisés ou le
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ciblage de GIPs spécifiques permettra dans I'aveabtdhir des effets thérapeutiques plus spécifiques
et de minimiser les effets secondaires. Ce domaiééude est en plein essor, et de nombreux ligands
biaisés des m5-HTR sont en développement notamment datre équipe. Du fait de 'émergence de
ce domaine, aucun ligand biaisé des m5-HTR n’est epemse en phase clinique a ce jour. Pour illustrer
le potentiel thérapeutique de cette stratégie, on peut citeaxemple d’un ligand biaisé des récepteurs
Mu des opioides, le TRV130, sélectif de la voieq@igest actuellement évalué en clinique. Celui-ci
démontre une meilleure capacité analgésique, assoaiéme réduction de la détresse respiratoire et
des nausées (Soergel et al. 2014, 130).

Pour conclure, les mécanismes de régulation de lafigation des récepteurs sérotoninergiques
sont extraordinairement complexes. Leur étude resteispdnsable afin de mieux comprendre leurs
réles et développer des traitements pharmacologiqplss spécifiques et aux effets secondaires mieux
maitrisés. Lors de ma thése, je me suis intéresséepauiculierement au récepteur 5-Hfue nous

allons maintenant décrire plus en détail.

C.Le récepteur 5-Hsglde la sérotonine et son réceptosome

Le récepteur 5-HTde la sérotonine a été découvert en 1993, simultaeét par Frederick
Monsma et Martial Ruat a partir d'une banque de cDNA prawémnlu striatum de rat. Ces études ont
mis en évidence une protéine de 437 acides amingsrg 4), dont le géne posséde deux introns. Les
deux variants d’épissage qui en résultent donneatixitranscrits, un de 3,2 kb et un de 4,1 kb exempt

de différences pharmacologiques notoires (Monsmaletl993; Ruat et al. 1993).
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FIGURE 4- STRUCTURE DU RECEPTHHRIMAIN ET RESUME DES RESIDUS IMPORTANTS POURWADHE A
FONCTIONNELLE.

Le récepteur 5-HTde la sérotonine, appartient a la classe A des ptmas couplés aux protéines G. Plusieurs résidus
importants pour la conservation de I'intégrité stturale et/ou fonctionnelle du récepteur 5-Kont été identifiés. Certains
sont des résidus trés conservés de la classe ARGRGs, comme de « DRY » (D126, R127, Y128), npatifaint pour la
modulation de I'activation de la protéine G par ézepteur. Les résidus F69, T70 et D72 du domaimsin@mbranaire 2, sont
impliqués dans la liaison du récepteur a la pro&&@, leur mutation (F69L, T70I, D72A) rend le récepteapable d’'activer les
protéines G, ce mutant est dit « Gsdead ». Le éEifl06 a été identifié comme important pour ladian de la sérotonine au
récepteur, sa mutation (D106A) rend le réceptelwaativable par un agoniste. Le motif BBXXB (ou Besgmite un acide aminé
basique et X un résidu non basique, ici RK-AL-K) ujouéle important dans l'activité constitutive de mbreux RCPGs une
mutation a méme ce motif ou a proximité augmente diminue l'activité constitutive selon les cas. lésidu W281, est
I’équivalent du W272 chez le récepteur SHhez lequel sa mutation en alanine supprime l'atdiconstitutive. La sérine 350
située a I'extrémité C-terminale du récepteur a édéntifiée par notre équipe comme étant un site geosphorylation par la
kinase Cdk5. Son implication a été démontrée dass grocessus neurodéveloppementaux contrdlés paréeepteur.
Visualisation du récepteur issue de Protter. Otaadial., Bioinformatics. 2013.
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o Distribution générale a I'age adulte

La cartographie de I'expression du récepteur B-HTcommencé grace a des techniques de
Nothern Blot et d’hybridationn situchez le rat (figure 5). Ces études montrent une exgpoesdes ARN
messagers (ARNm) trés forte dans les bulbes olfactifdrisgum ventral en particulier dans le Noyau
Accumbens (Nac), ainsi que dans I'hippocampe, I'hypathaga les tubercules olfactifs et le cortex
cérébral. Au niveau périphérique, I'expression tl@sscrits du récepteur 5-HEst tres faible, on le
retrouve néanmoins modérément dans I'estomac (Monsmale1993; Ruat et al. 1993; Kinsey et al.
2001). En 1996, Ward et Dorsa précisent I'expressiorecepteur dans le striatum par double marquage
des transcrits du récepteur et : des neurones épindaxaille moyenne exprimant les récepteurs D1
(voie striato-nigrale, marquage de la dynorphine) o aeurones exprimant le recepteur D2 (voie
striato-pallidale, marquage de la substance P). Cettdetpermet de conclure que le récepteur 5eHT
est exprimé dans les deux types neuronaux (Ward es®®096). La gRT-PCR vient affiner les résultats
d’hybridationin sity, mettant en évidence la présence du récepteur dansubstance noire, la moelle
épiniére et plus modérément dans l'aire tegmenta@ntrale, le raphé antérieur et le cervelet (Gérard
et al. 1996). Ces auteurs sont allés plus loin en déraat que la Iésion des neurones sérotoninergiques
par micro infusion de 5-HT dans le raphé ne modifielexpression des transcrits du récepteur S5HT
prouvant qu’il ne s’agit pas d’'un autorécepteur (Gératdl. 1996). Cette méme équipe a par la suite
généré un anticorps ciblant I'extrémité C-terminale dicapteur afin de détecter la protéine par
immunomarquage. lIs ont ainsi pu préciser sa localisatiorsein de I'hippocampe, dans le stratum
oriens et le stratum radiatum de I'aire CA1 ainsi tpueouche moléculaire du gyrus denté (Gérard et al.
1997). Dans le striatum dorsal, Hamon et al. ont monire@ immunoréactivité confinée dans le
neuropile, sans aucun marquage au niveau des somasdiiatal. 1999). La microscopie électronique
a permis de confirmer dans I’hippocampe une expaspiutot post-synaptique, dans les dendrites avec
un marquage dense dans les épines dendritiques, Btqaepas de signal dans I'axone et le soma (Gérard
et al. 1997; Hamon et al. 1999). Cette équipe a pagwaidl décrit pour la premiere fois son expression
dans le cil primaire, ce qui sera confirmée ensudedusieurs études (Brailov et al. 2000; Brodskal.et
2017). Ces études d'immunomarquage confirment glai&let les publications précédentes sur la
localisation des transcrits. Quelques divergences sependant observées. En effet, Gerardaéne

trouvent pas de marquage dans I'hypothalamus, I'habdami le raphé antérieur, contrairement a ce qui
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a pu étre démontré par les études d’ARNm. De ples,auteurs ont observé un fort marquage dans le

cervelet ou '’ARNm est absent, ce qui questionne quaatspécificité de I'anticorps utilisé.

L’expression du récepteur 5-kidhez la souris est sujette a controverse. Une étude2603
démontre par gRT-PCR une expression tres faible daneVeau de souris, sans enrichissement dans le
striatum, remettant ainsi en cause la pertinence de ldgwdu récepteur dans cette espéce (Warren D.
Hirst et al. 2003). Cependant, les qRT-PCR obtenues daaspoétication pourraient ne pas refléter
totalement la réalité chez la souris du fait que les awseutilisent pour leur PCR les mémes amorces
pour le rat et la souris. Or, si ces amorces reconaatssne forme du récepteur commune aux deux
especes, il existe un variant chez la souris qui rpastreconnu par I'une des deux amorces (« Gene:
Htr6 - Mus musculus - Ensembl#). Ce biais pourrgiigerer I'absence de détection de TARNm du
récepteur dans cette étude. L’expression du récepteiHs chez la souris a récemment été confirmée
par le projet GENSAT qui génére des souris BAC-@#@iSFe but de créer un atlas de I'expression
génique dans le systeme nerveux central. L'expressda GFP sous le contréle du promoteur du géne
du récepteur 5-Hd'a été étudiée par hybridatiomm situce qui a permis de confirmer que son expression
chez la souris suit un schéma trés similaire a celsgie chez le rat avec une expression tres forte dans
le striatum, I'hippocampe et le cortex. En outresdexpériences de gRT-PCR menées par notre équipe
(données non publiées), et celle de collaborateurs (Bedkeffer, et Le Merrer 2017) confirment la
présence de transcrits du récepteur dans le striatunrsderis adultes et dans les cultures primaires de
striatum de souris. Par ailleurs, notre équipe a récennhyénéré une souriknock-In (KIp-HECFP/CFP
exprimant le récepteur 5-HTusionné a la GFP a son I'extrémité C-terminale domnées préliminaires
obtenues confirment I'expression du récepteur Ssld@ns le striatum et I'hippocampe, au niveau du cil
primaire en particulier ainsi que dans les somas dasranes corticaux. L’ensemble de ces données
permettent de valider la souris en tant que modéleuptétude des fonctions du récepteur 54T

Enfin, des études de ligands radio-marqués ont permimdtre en évidence une distribution
du récepteur 5-Hdchez 'Homme trés similaire a celle observée cheatléBoess et al. 1998; W. D. Hirst

et al. 2000; East et al. 2002; Marazziti et al. 2012, 2013)
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FIGURE 5- EXPRESSION DE LA GFP SOUS LE CONTRMETBURBU RECEPTEURsS5-HT

COUPES SAGITTALES DE CERVEAUX DE SOURIS BAZ BHIRANIGLE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE (B 8) I(AGE ADULTE (B).
L’'EXPRESSION DES TRANSCRITS DE LA GFP SOUSEBDUERREDTEUR DU RECEPTEUR 5-HT6 EST MIENER FARDHYBRIDATION IN SITU.
ON OBSERVE QUE LE RECEPTEUR EST TRES FORTEMENIUEARR LE DEVELOPPEMENT, DANS LA QUASI-DETXENEEPHALE, A
L’EXCEPTION DU CAUDE-PUTAMEN. A L'AGE ADULTRESSN(BXBE RESTREINT A DES ZONES SPECIFIQMES | EERTRBRTUM VENTRAL, LES

BULBES OLFACTIFS, L'HIPPOCAMPE, LAMYGDALE EB GESIANS CORTICALES
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o Expression du récepteur durant le développement emgbnnaire :

L’expression du récepteur 5-KHau cours du développement a essentiellement été é&adcchez le
rat, par Grimaldi et ses collaborateurs, par ampltfma des transcrits (QRT-PCR) provenant de
différentes régions cérébrales et a différents ages L0 jusqu'a P36). L'ARNmM du récepteur est
détectable des E12, son expression décroit légérereante E14 et E15 puis remonte a E17.5 pour se
stabiliser jusqu’a I'age adulte (Grimaldi et al. 1998)st intéressant de noter que le récepteur semble
étre exprimé avant méme linnervation du cortex par le®jections sérotoninergiques, laissant
supposer I'existence d’une activité indépendante alsérotonine d’origine embryonnaire.

L’'atlas de GENSAT donne également des informations éuwmlution de I'expression du
récepteur au cours du développement chez la souris Bi&eGFP. A E15, son expression est trés forte
dans pratiguement toutes les régions cérébrales, abgxion du striatum dorsal (caudé putamen), puis

elle décroit pour se stabiliser a I'age adulte (fig 5

i. Couplage canonique a la protéine Gs

Lors de sa découverte en 1993, Monsma et Ruat ont puodéer que le récepteur 5-HTest
canoniquement couplé a la protéines.Gtn effet, sa stimulation par la sérotonine ou desrisfes
spécifiques active la production d’AMPc, aussi biensddes lignées cellulaires ou le récepteur est
surexprimé (COS-7 ou NG 108-15) que dans des systaaties comme les neurones de striatum (Ruat
et al. 1993; Monsma et al. 1993; Sebben et al. 1994; Kehah 2001; Boess et al. 1997; Purohit et al.
2005; Codony et al. 2010). Cet effet peut étre bloqué Ipa antipsychotiques atypiques et certains
antidépresseurs incluant la clozapine, I'amoxipine, amitriptyline qui se comportent comme des

antagonistes (Codony et al. 2010; Monsma et al. 1993).

ii. Découverte de nouvelles voies de signalisation engagéasle récepteur 5-Hg
o Nouveaux partenaires identifiés par double hybride
Couplage a la kinase de la famille de Src Rygquipe de Yun Hyung-Mun fut 'une des premieres a
identifier des partenaires du récepteur autres quetatpine Gs, grace a la technique de double hybride.
Le criblage d’'une banque de cDNA humain, utilisartrémité C-terminale du récepteur comme appat,

a d’abord identifié Fyn, une tyrosine kinase membeeld famille Src, fortement exprimée dans les
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neurones et la glie. Les auteurs ont démontré qu&titaulation du récepteur par la sérotonine provoque
'autophosphorylation de Fyn sur la tyrosine 420, et actimenodulateur intracellulaire majeur, Erk1/2
(Extracellular regulated kinase 1/2), via la cascadetidation classique Ras-Raf1-MEK (Yun, Kim et al.).
Réciproquement, I'interaction de Fyn avec le réceptefiuence I'activité de ce dernier en favorisant

son expression a la membrane. (Yun et al. 2007)

Couplage a la protéine Jah-La méme approche, a permis a cette équipe de démotiinteraction du
récepteur avec JablJin Activation domain-binding proteplkinase dont les fonctions sont peu
connues (Yun et al. 2010). Les auteurs ont démontré lginction de I'expression de Jabl par un
siRNA réduit I'activation du récepteur par la sérotonisans induire de changement de son affinité
apparente. Cet effet semble s’expliquer par la dimiontidu niveau d’expression membranaire du
récepteur. La stimulation du récepteur par la sérot@ninduit également la translocation de Jabl dans
le noyau, ce qui accroit I'interaction avec son suditstJun. Cette interaction favorise la phosphorigiat

de cJun, induisant son activation. Par ailleurs, amgmentation conjointe de I'expression du récepteur
5-HE et de Jabl est observée suite & un choc ischémiquétipdr une occlusion de I'artere cérébrale
moyenne. Une observation similaire a été réalisée ddes cellules en culture mises en situation
d’hypoxie. De plus, la surexpression du récepteamsddes cellules mises en hypoxie diminue la mort
cellulaire, suggérant un role du récepteur 5sHs0r la survie cellulaire dans un contexte de sres

cellulaire.

Couplage a la protéine MAP1Binalement, I'approche de double hybride permea @&léme équipe de
démontrer l'interaction du récepteur avec la protéiMAP1B (« Microtubule-Associated Protein 1B »),
une protéine particulierement exprimée dans le sysénerveux central durant le développement (S.-
H. Kim et al. 2014). La protéine MAP1B est connue panrimplication dans le contrdle de la stabilité
et la dynamique des microtubules. Elle joue un igiportant dans une large variété de fonctions telles
que le trafic intracellulaire, la pousse neuritiquela dégénérescence. L'interaction du récepteur 5-HT
avec le domaine LC1 issu du clivage protéolytiqua d#AP1B augmente la production d’AMPc induite
par la sérotonine sans changement de l'affinité ajode du récepteur pour la sérotonine. Cette
interaction induit également une augmentation de la gpborylation d’'Erk1/2 induite par la sérotonine,

et une augmentation de I'expression membranaire du réeep De facon intéressante, I'interaction du
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récepteur 5-H avec le domaine LC1 de MAP1B inhibe I'endocytoséakpteur suite a sa stimulation
par la sérotonine, réduisant sa désensibilisatiojoetint ainsi un réle majeur dans la régulation de son
activité fonctionnelle (S.-H. Kim et al. 2014).

o Cribles protéomiques et découverte de nouvelles @side signalisation

Afin de mettre en évidence de nouveaux partenairesoags au récepteur 5-lThotre équipe a
mené deux cribles interactomiques complémentaires tidentification des partenaires du récepteur
entier portant une étiquette HA exprimé dans des ceBUdEK-293 et isolé par co-immunoprécipitation
avec un anticorps anti-HA et, 2) l'identification destpaaires recruté par le domaine C-terminal du
récepteur a partir d'un lysat de cerveaux de souris €eades ont permis d’'identifier plusieurs dizaines
de nouveaux partenaires potentiels du récepteur. Bgoh remarquable, I'interactome du récepteur 5-
HTs est fortement enrichi en protéines connues pour leimplication dans la signalisation, le
développement cérébral et les processus cognitifs, amtiqulier I'apprentissage et la plasticité
synaptique.

Parmi ceux-ci, on peut noter la présence de plusquotéines de la voie de signalisation mTOR, et
en particulier le complexe mTORC1, telles que l&pme kinase mTOR elle-méme, raptor, Rheb, Vps34,
Ttil et Tel2 ainsi que la Neurofiboromin 1 (NF1) (Me#t al. 2012). Le complexe mTORC1 est un
régulateur cellulaire majeur impliqué dans une tréargte variété de fonctions telles que la survie, la
prolifération et la différentiation cellulaire, la répsa immunitaire, la réponse au stress et la cognition
(Lee 2015; Bockaert et Marin 2015). Confirmant son impmeanajeure, la suppression de I'expression
de mTOR par des approches génétiques est Iéthale (Ghrglf 2004). Ce complexe a également été
étudié pour son rdle dans un grand nombre de patholsgen particulier le cancer mais également des
troubles du développement, comme le retard mentallea troubles du spectre de I'autisme (TSA). La
modulationin vivode I'activité de mMTORC1 par la rapamycine présenteradgnt une multitude d’effets
secondaires. Dans ce contexte, il est particulierematéressant de se pencher sur son interaction
spécifique avec le récepteur 5-6En effet, la modulation pharmacologique du réceptenpacte de
facon indirecte I'activité de mTOR constituant ainsi une pis&apeutigue majeure permettant de
minimiser les effets secondaires.

Outre les protéines du complexe mTORCL1, ces crililsatomiques ont réveélé I'interaction du

récepteur 5-Hf avec un réseau de protéines contrdlant la dynamiquecgiosquelette d’actine et
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connus pour leur implication dans les processusrogdéveloppementaux. On peut citer les protéines
dk5 (Cyclin-dependent kinase 5), WAVE-1 (WASP-faenjhyolin homologous protein 1) et GPRINA (
protein regulated inducer of neurite outgrowth 1phr et al. 2014). Dans leur ensemble, ces études
d’interactomique ont démontré la capacité du réceptex recruter de nouvelles voies de signalisation
dont les voies mTOR et Cdk5, et ont révélé son aafptin dans le contrdle de la formation des circuit
neuronaux, de la connectivité neuronale et des psses cognitifs (figure 6). Ces différents aspects

seront développés dans les deux prochaines padesette these.

FIGURE 6- VOIES DE SIGNALISATIONS ASSOCIEESTAURBGHET

Cette illustration représente les voies de sigralin associées au récepteur 5414fiécouvertes a partir de
criblages doubles hybrides et de stratégies protépums AP-MS. Notons que ces voies de signalisatiah
particulierement impliquées dans les processus ndéwveloppementaux et cognitifs. D’aprBayer et al, 2015
ACS Chem Neurosci.

iii. Le récepteur 5-Hglet son activité constitutive : role de NF1
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Le récepteur 5-HTa la particularité de présenter une activité constitetivmportante vis-a-vis
de la voie Gs-adénylate cyclase dans différentegdigrcellulaires ainsi que dans les cultures primaires
de neurones de striatum (Sebben et al. 1994).

Le motif BBXXB (ou B représente un acide aminé bastd<an résidu non basique) qui se trouve
sur la partie C-terminale de |&™ boucle cytoplasmique a été trés étudié pour son é@s I'activité
constitutive de nombreux RCPGs. Si généralement unation & proximité de ce motif augmente
l'activité constitutive, Kohen et al. (2001) ont montréeqdies mutations ponctuelles dans cette région
(K2641, K267A et A268R) du récepteur de souris diminustivité constitutive du récepteur dans les
cellules JEG-3 ou COS-7. Ce résultat n'a pas étédigpipar Romeroet al. qui ont observé une
augmentation de I'activité constitutive par la mutatioB6FK du récepteur humain exprimé dans les
cellules HEK-293F (Romero et al. 2007). Des difféseau niveau de I'interactome du récepteur dans
les différentes lignées cellulaires utilisées darns@eides pourraient expliquer ces divergences. Malgré
leurs apparentes contradictions, ces travaux suggereetlctivité constitutive du récepteur 5-kidst
modulable et tres sensible a sa conformation. L’ensendielees données permettent de supposer un
réle important de I'activité constitutive du réceptequi est fortement régulée par son environnement
cellulaire (Purohit et al. 2005).

Dans ce sens, une étude récente du Dr Séverine Btirlsopez (CBM, Orléans) réalisée en
collaboration avec notre équipe a mis en évidencedle crucial de la neurofibromine (NF1) dans la
modulation de I'activité constitutive du récepteur 541La déplétion génétique de NF1 par interférence
de I'ARN (siRNA) abolit I'activité constitutive Gs diepésur dans les cellules Hela, et la diminue
fortement dans les striataux et les cellules de neuroblasto®e1N8-15. L’extinction de I'expression de
NF1 n'a toutefois aucun effet sur le profil d’activatidn récepteur par un agoniste. L’inhibition de
I'interaction entre NF1 et le récepteur 5-kiJrace a un peptide interférant qui cible la partieedminale
du domaine C-terminal du récepteur (peptide TAT320-3#®duit la méme inhibition de l'activité
constitutive que I'invalidation génétique de la protéineactivité constitutive du récepteur semble donc
directement dépendante de son interaction physigue@WF1. De plus, le niveau basal d’AMPc dans le
cortex préfrontal des souris hétérozygotes Nfést fortement réduit par rapport aux souris sauvages
(Wt). Un agoniste inverse du récepteur réduit (dans om@ndre mesure), le niveau d’AMPc cérébral

chez la souris sauvage alors qu'’il n’a pas d’effetesniveau réduit dAMPc mesuré dans le cortex des
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souris Nft. Ces derniers résultats suggeérent que l'interactiotrele récepteur 5-Hiet NF1 exprimés
de facon endogéne, en contrblant I'activité constitutiverdaepteur, joue un réle clé dans la régulation
de la concentration intracérébrale d’AMPc. Cette étuderit également un des premiers exemples de
la modulation de I'activité constitutive d'un RCPG pae de ses GIPs.

Il reste encore beaucoup a découvrir concernant les anéstnes de régulation de I'activité
constitutive des RCPGs. L'étude des partenaires deptéar semble étre une stratégie prometteuse

pour mettre en lumiére de nouveaux mécanismes.

32



(&+%3,75( ,,: L B&(BT(185 -+ 7. DI 1L/$
B(B2T2IJ1Y : 1811 $&7{185 &/{) M8
1185520 \9(1/ 233 ({17

La sérotonine est connue depuis longtemps pour sde dyucial de régulateur des processus

neurodéveloppementaux. Elle module notamment la mignatila cytoarchitecture et la connectivité
neuronale (Homberg, Kolk, et Schubert 2013; Rojas e2(Hl4). Le récepteur 5-KTdu fait de son
expression précoce et de son interactome riche erigreaires contrélant la dynamique du cytosquelette
d’actine, pourrait contribuer a certains effets neugatloppementaux de la sérotonine. Dans ce
chapitre, aprés avoir décrit les grandes étapes daite en place du systéme nerveux, nous étudierons

leur modulation par la sérotonine et le récepteur 5eHT

A. Les grandes étapes du développement du systeme rewv

L’objectif de cette partie est d’aborder les différentdgapes du développement du systéme nerveux
d’un point de vue macroscopique afin de revenir dedn détaillée sur les implications plus spécifiques

de la sérotonine et du récepteur 5-kidans chacune de ces étapes.

Le développement du systeme nerveux commence tréscquément au cours de
'embryogénese, autour du jour embryonnaire 7 (E7) daegouris et durant la troisieme semaine de
gestation chez 'Homme. A ce stade, 'embryon se @ierstrois feuillets : 'endoderme, le mésoderme
et 'ectoderme. Ce dernier donnera les systemes nerveux centrgléeiphérique. Sous l'influence de
facteurs d’'induction, certaines cellules de I'ectoderme vsimdividualiser pour former desellules
souches neuro-épithélialegonstituant la premiére ébauche du tissu nerveux. Cautia prendre la
forme d’'une plaque neurale puis s’'invaginer pour formee gouttiére. Enfin, un tube neural, ébauche
du systéme nerveux central, et des crétes neuraleauéhes du systeme nerveux périphérique, vont

apparaitre.
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Peu a peu, léube neuralva acquérir une polarité antéro-postérieure qui gariener a se subdiviser en
prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale. Auscde la 5™ semaine chez I’'Homme, deux de
ces troisvésicules primairese fractionnent. Le prosencéphale donne naissancé&ilencéphale et au
diencéphale (ébauches des hémisphéres corticaustritatum dorsal et de I'hippocampe, du thalamus,
de I'hypothalamus et des parties neuronales de I'égtimus). Le rhombencéphale se subdivise en
myélencéphale et en métencéphale qui formeront le pdathulbe rachidien et le cervelet. La vésicule

mésencéphalique ne se divise pas, elle constituerargepaaute du tronc cérébral.

La paroi du tube neurakst formée de trois couches : ventriculaire, interrade et marginale. Les

cellules souches neuro-épithéliales se divisent dengone ventriculaire. Lors d’'une mitose dite
« critique », elles produisent une ultime cellule fillewst neuroblaste, cellule post-mitotique qui se
différencie en neurone. La différentiation neuronaseiit des étapes complexes, dynamiques et

séquentielles bien déterminées (figure 7).
o La migration neuronale

Les neuroblastes migrent tout d’abord plus en périphédu tube neural, dans une couche
d’accueil prédéterminée. Le schéma de migration estcHjggie de la région concernée et du type
neuronal. Dans les régions du cerveau qui présenteet stratification cellulaire (cortex, hippocampe,
cervelet), la lamination correcte repose sur la mignattmordonnée et précise de différents sous types
de neurones pyramidaux excitateurs et d’interneuro@SBAergiques dans des couches spécifiques en
partant des couches profondes vers les couchesiiggales (Hatten 1993; Rakic 1978; Kornack et Rakic
1995). Dans ce type de structures, la majorité des olelastes va adopter une migration radiale,
perpendiculaire a la surface ventriculaire et guidise la glie radiaire. Les neurones constituant les
structures non laminaires (striatum, thalamus, bulbes ailfa...) et la plupart des interneurones
GABAergiques adoptent une migration de type tangentielle, pdealée la surface ventriculaire

(McManus et al. 2004; Monk, Webb, et Nelson 2001; O’'koat al. 1992).
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FIGURE 7- PARALLELE ENTRE LA DIFFERENCIATIGRONEMEWI RCETIN VIVO

(A) Description des stades de différenciation des neocorticaux en culture. Au stade 1, les premidresres suivant
'ensemencement, les neurones post mitotiques émettele facon dynamique de multiples protrusions, tge
lamellipodes ou filopodes. Au stade 2, entre 24h48h de culture (1-2DI\MDays In Vitry ces protrusions donnent
naissance a une multitude de neurites immaturess#ade 3, entre 2 et 4 DIV, la polarisation neuler@bute, un neurite
se différencie des autres et devient I'axone tanglie les autres prolongements acquierent une identitendritique.
Durant le stade 4, partir de 4 DIV, 'ensemble dedgmgements pousse rapidement, tandis que 'arbdisadendritique
commence a se complexifier. Au stade 5, aprés ptugljours en culture, les neurones terminent lgifférenciation,
des épines dendritiques apparaissent et des synsgsemencent a se formeB) In vivo,la polarisation neuronale se
produit concomitamment avec la migration radialesloellules post-mitotiques (1) vont passer par tade multipolaire
transitoire (2) avant d'acquérir une morphologie tligire. Un neurite se développant plus rapidemeant former le
«leading process (LP), suivi par letrailing process (TP) qui donneront naissance a la dendrite apiedla |'axone,
respectivement. Une fois leur position finale attts, les neurones poursuivent leur différenciatidra complexification
de l'arborisation dendritique, la projection de poolgements vers d’autres structures et I'établissemeée contacts
synaptique continueront jusqu’en post nataModifié depuis Polleux et Snider, 2010, ColahGptarb Perspect Biol.
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o La différenciation des neuroblastes

Une fois que le neuroblaste a atteint son emplacemeséfindtif, la différenciation des
prolongements va débuter. Cpsolongements, ou neuritesg’abord indifférenciés, vont rapidement se
ségréger en deux types : I'axone, prolongement péugy qui présente a son extrémité un cone de
croissance, et les dendrites, prolongements plus courtamifiés. Ces stades de différenciation ont été
largement décrits dans les cultures primaires de oees corticaux et hippocampiques (figure 7) (Dotti,
Sullivan, et Banker 1988; Fletcher et Banker 198% okt Snider 2010).

L’axoneva croitre jusqu’a atteindre sa cible et formereusynapse. Lebne de croissance,
extension située a l'extrémité distale de I'axonet ese structure labile, extrémement dynamique et
riche en actine. Il est le moteur du déplacement de liexoSon réle est de « sonder » les signaux
moléculaires présents dans I'environnement extracellel&t d’y répondre en orientant la croissance
de I'axone. Le type de molécule de guidance, leurigradie concentration et le contenu du cone de
croissance en récepteurs et réseaux protéiques assodlasmeent directement la vitesse et la direction
de croissance du prolongement. Une fois la cible atéile cone de croissance disparait, 'extrémité de
I'axone s’aplatit pour venir former urgynapse.

En parallelel'arborisation dendritiqueva se densifier, se complexifier pour finalement agop
un profil cytoarchitectural typique, propre a chaqiygpe neuronal. A la surface des dendrites vont
apparaitre des épines, microdomaines spécialisés dEnsréception des contacts synaptiques
excitateurs. Un trés grand nombre de synapses vortiaa former durant la gestation et tout au long
de la vie. Les connexions synaptiques entre lesares au début du développement sont cependant le
plus souvent des tremplins transitoires vers les @daons plus stables qui caractérisent les circuits plu
matures. En effet, I'élimination des axones, dendritesymapses surnuméraires, ainsi que I'apoptose
neuronale font partie d'un processuséthgageextrémement important pour la fonctionnalité des
réseaux neuronaux. Cet élagage comprend plusieurs ghdlsdébute lors des étapes tardives de la
gestation, augmente transitoirement aprés la naissances puie deuxiéme vague survient lors de

'adolescence (Cowan et al. 1984).
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De nombreux acteurs participent a ces différentes ésmgu neurodéveloppement, qu’il s’agisse
de signaux extracellulaires, intracellulaires, ou deas spécifiques dont I'expression suit une séquence
spatio-temporelle bien définie. Les signaux extracaitek sont souvent exprimés sous forme de
gradient, parmi ceux-ci, on retrouve demlécules d’adhésion(laminine, NgCAM), dewolécules de
guidance (Reelin, Netrin-1, Sema3A), desfacteurs neurotrophiques (BDNF, NGF) et des
neurotransmetteurs (monoamines Glutamate, aceétylcholine) ou encore dsgokines Ces molécules
agissent le plus souventa des récepteurs, souvent de type tyrosine kinaseK8Rou RCPGs. Ceux-ci
vont exercer leurs effets en mettant en jeu différents cagismes de signalisation intracellulaires
comme des protéinekinases, (PKA, PKC, Cdk5, AKT, JNK...phidsphatases(PTEN, PP2A) ; des
facteurs de transcriptionSRF, CREB) ou encore pkttes GTPasefCdc42, RhoA, Ras, Racl).

L’AMPc figure parmi les seconds messagers dont I'importance ack&&ement démontrée.
L’élévation de la concentration intracellulaire d’AMPc a nutgent été associée a une augmentation de
la pousse neuritique et a la régénérescence axoritites, Kapiloff, et Goldberg 2014).

L’ensemble de ces événements cellulaires convergelaersdulation du cytosqueletted’actine et
des microtubules. Les jeux de phosphorylation/déphusplation et 'expression induite de facteurs
réegulateurs (par exemple p35, activateur de Cdk5) pérené de gérer la croissance et la rétraction du
cytosquelette d’actine et ainsi d'orienter avec préamsida différenciation des neuroblastes.
L'orchestration stricte et minutieusede ces événements est indispensable au développement
harmonieux du systéme nerveux. $&rotonineest un élément de régulation majeur a chacune de ces

étapes(Vitalis et Parnavelas 2003; Schubert 2014).
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FIGURE 8-CHRONOLOGIE DU DEVELOPPEMENT DU SYSTHMEENRWAL.

Les lignes discontinues signifient que le processtactif tandis que les lignes pleines signifigue le processus
est a son apogéd’apres Vitalis et al, 2013 Front Cell Neurosci.

B.Les fonctions de la sérotonine et du recepteur 5¢HTans le

déeveloppement du systeme nerveux

Nous allons dans cette partie détailler I'implicatiole la sérotonine dans les différents stades du

neurodéveloppement, puis dans un second temps medineexergue le role du récepteur 54T

. Neurogénese embryonnaire

La premiere étape majeure de la constitution du sys¢ nerveux centrale est la prolifération
des progéniteurs neuronaux. Elle débute autour thds E7 chez la souris et autour de |I&™®&emaine

de gestation chez ’'Homme pour ne se terminer quésia naissance.
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o ROle de la sérotonine dans la neurogenése

Au cours des toutes premieres étapes de la divisies cellules souches neuro-épithéliales, c’est
la sérotonine d’origine extra embryonnaire qui joue role majeur. La sérotonine embryonnaire prend
le relais autour du jour E15 chez la souris, le tenmour les prolongements sérotoninergiques

d’atteindre leurs cibles corticales et sous corisaffigure 9).

FIGURI9- SOURCES DE SERCINE DURANT LE DEVPPEMEN

Les sources de sérotonines contribuant au dévelopgrindu cerveau évoluent au cours du temps. Initiadat,

la sérotonine de source exogéne (placentaire etenatlle) passe la barriére hémato encéphalique ppéable,

et contribue au neurodéveloppement. Autour de EIE3, premiers neurones sérotoninergiques apparaissen
niveau du raphé dorsal, ils innervent progressivemiencortex durant le dernier tiers du développenten
embryonnaire. Ce changement au cours du développenpermet au cerveau de I'embryon de devenir
progressivement dépendant de sa propre productienbdHT. On peut noter qu’avant la fermeture de larigae
hémato encéphalique, les facteurs environnementanfuencant la production ou la dégradation de la
sérotonine maternelle auront un impact direct slarhbryon. DR, raphé dorsal ; DT, thalamus dorsglgortex.
Modéle proposé par Bonniet al. 2011

De nombreux travaux ont démontré I'importance deskrotonine en tant que signal régulateur
de la prolifération des progéniteurs neuronaux. g@emier lieu, il a été constaté que la déplétion
pharmacologique ou génétique des niveaux de sérimeembryonnaire induit une réduction de la taille

du cerveau, supposant une diminution de I'activitéatique (Vitalis, Ansorge, et Dayer 2013). Dans ce
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sens, Vitaliset al 007) ont montré qu’une injection quotidienne de PCRA inhibiteur de la
tryptophane hydroxylase, (entre les jours E12 et E1&) dbis souris gestantes altére la prolifération des
cibles de l'innervation sérotoninergique en partieallans I’hippocampe et le cortex (Vitalis et al. 2007
Corroborant ces étudds vivo,un traitement a la paroxétine (inhibiteur de la recapgde la sérotonine)
augmente la prolifération des cellules souches deédesr neurales en culture (Vichier-Guerre et al.
2017).

Coté et al. ont démontré l'importance dda sérotonine maternelleen utilisant des souris
génétiguement déplétées pour la tph1l (tph), 'enzyme de synthése de la sérotonine périphégidLes
embryons hétérozygotes (tpf¥l) dont la mére est homozygote (tpt) présentent des anomalies
développementales séveres et une réduction de 30%lieorporation du BrdU dans la zone
ventriculaire (indicateur de l'activité mitotique), com@ aux embryons tphl dont la mére est
hétérozygote. Ces données indiquent un réle majeerla sérotonine d’origine maternelle dans les

étapes précoces du développement (Cété et al. 2007).

Uneaugmentationtrop importante des niveaux de 5-HT semble a I'invel&étere. En effet, la
micro injection directe de sérotonine dans la cavité @tigue entre les jours E7.5 et E10.5 induit des
altérations importantes du développement cérébral (No& al. 2016). De méme, les souris
génétiguement déplétées pour les monoamine oxydases MADB (MAO-A/B), enzymes impliquées
dans le catabolisme de la sérotonine, présentent forte élévation du taux de sérotonine, et une
diminution de la prolifération des cellules souches neuro-épithéliales (Chend.e2d4.0). Soulignant
'importance d’une modulation fine de la concentration sk&rotonine, son addition dans le milieu de
culture stimule la prolifération des neurosphéresetétéphaliques provenant d’embryons sauvages,
mais ne montre aucun effet sur les cultures d’embrydv&Q-A/B") dont le niveau de sérotonine est

déja elevé.

Au-dela de ses effets directs sur la prolifération,deo®nine semble également jouer un réle
important dans la régulation de la mort cellulaire. Efegfl'inhibition pharmacologique ou la déplétion

génétique de la MAO-A entre E7,5 et E10,5 provoque desnalies structurales associées a une
diminution de l'activité apoptotique(C. C. Wang et al. 2014; Noto et al. 2016; C. C. \&taalg2011).
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Cette observation est cohérente avec les effetstgcteurs de la sérotonine contre la mort cellulgire

largement documentés (Ryu et al. 2016).

Collectivement, ces études suggéerent que la séro®ioue un rdle majeur dans la régulation de la
prolifération des progéniteurs neuronaux, par sedetf pro-mitotiques et anti-apoptotiques. La
régulation fine de sa concentration semble étreaale pour une prolifération harmonieuse des celtul

souches neurales.
o ROle du récepteur 5-HTdans la neurogénese

Une étude de 2014 s’est consacrée au rdlle récepteur 5-Hd dans les anomalies
développementales induites par I'exces de sérotonihes auteurs ont démontré que linhibition
pharmacologique du récepteur 5-KH6u l'inhibition de son expression par un siRNAnmalise les

altérations développementales chez les souris MA®-At chez les animaux traités a la fluoxétine ou a

FIGURI10- L'INVALIDATION CRECEPTEU-HTs RESTAURE LES ANOIES DEVELOPPEMEN'S INDUITE

PAR L'ELEVATION DU TAUX DE SEROTOREINEMBRYONS ONT ETE RETIRES DES MERES GERFANTES A E
LES EFFETS DES TRAITEMENTS ONT ETE OBSERME®DBPREEIOPPEMENT EN CULTURE. L’ELEVATION
DU NIVEAU DE SEROTONINE EXOGENE A ETE INDRREREEETHES FACON : PAR L’ELECTROPORATION D’'UN
SIRNA CIBLANT LA MONOAMINE OXYDASE A (MAO-A)LBURAREMENT DES EMBRYONS DIRECTEMENT
AVEC LA 5-HT OU UN ANALOGUE DE LA 5-HT (5-CARBTRHMIB@INE, 5-CT) OU UN INHIBITEUR DE LA
RECAPTURE DE LA 5-HT (FLUOXETINE). ON OBSERVEMENT ANON DE LA CONCENTRATION EXOGENE
EN SEROTONINE, QUELLE QUE SOIT LA METHODENDUILTSHES ALTERATIONS DEVELOPPEMENTALES.
L'INHIBITION DE L'EXPRESSION DU RECEPTEBRRSIFHLECTROPORATION D'UN SIRNA RESTAURE UN
PHENOTYPE NORMAL. LA SUR STIMULATION DU RECHRPABRB-I3EROTONINE DURANT LES PHASES
PRECOCES DU DEVELOPPEMENT DE L’'ENCEPHALE SHMESFODGCKNBLE D’'UNE PARTIE DES ANOMALIES
NFVFI OPPFMFNTAI FSFRVFFS CHF7Z | FRRIS MAA - OLI CFI I FS TRAITA | A FI LIOXFTINN'APRF
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la sérotonine au jour E10,5 (figure 10). Plus m&mtient, les auteurs ont observé que l'inhibition du
récepteur restaure I'activation des caspases 3 eafenant 'activité apoptotique a un niveau normal
(C. C. Wang et al. 2014). Il semblerait donc que I&#eésérotonine chez les souris MAGactive le
récepteur 5-H{, déclenchant ainsi des cascades de signalisatiomhilbient la mort cellulaire. On peut
par ailleurs noter que l'interaction du récepteuvex Jabl a été associée en culture a des effets
protecteurs contre la mort cellulaire dans des condisale stress (Yun et al. 2010). Etant donné le réle
bien documenté de Jabl dans la protection contre lapee, (H. Wang et al. 2011; L. Wang, Zheng, et
Pei 2016; Shackleford et Claret 2010), il est possidep effets protecteurs de la sérotonine conte |
mort cellulaire durant le développement impliquent le remment de Jabl suite a l'activation du

récepteur 5-Hg.
iii. Neurogenése adulte

Au cours des derniéres décennies, I'existence dunodifération des progéniteurs neuronaux a I'age
adulte a été mise en évidence dans de nombreusegs@spy compris chez 'Homme. De nombreuses
évidences montrent son implication dans la cognitiamparticulier la mémorisation, et son association
avec certaines maladies, comme la dépression. &lusifacteurs peuvent influencer la neurogenese

adulte comme le stress, facteur délétére qui induiewévation du taux de glucocorticoides.
o0 ROle de la sérotonine dans la neurogenéese adulte

Différentes études démontrent I'implication de larstonine dans la neurogenése adulte. A I'image
de ses effets embryonnaires, I'inhibition de la rewap de la sérotonine augmente la prolifération des
précurseurs neuronaux dans I'hippocampe a I'dge adi@ould 1999; Jacobs, van Praag, et Gage 2000;
Pechnick et al. 2011). Il est intéressant de noter lgudiminution de la neurogenése induite par le sge
précipite les épisodes de dépression. Ainsi, Ieiiteurs de la recapture prescrits en premieregntion
pour le traitement de la dépression exerceraient kueffets sur 'humeur en partie par une

augmentation de la neurogénése (Paizanis, Hamon,rdubhsey 2007).

0 ROle du récepteur 5-HTdans la neurogenese adulte
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Le r6le duécepteur 5-HF n’a pas encore été etudié dans le contexte speatfida la neurogenese
adulte. Cependant, le réle du cil primaire a été aridumiére depuis quelques années dans I'intégration
des signaux menant a la prolifération des précurseetgonaux chez I'adulte (Whitfield et Chakravarthy
2009). Le récepteur 5-HEst fortement exprimé dans le cil et plusieurs étuded démontré son
importance dans la régulation de la morphologie et kactoon du cil primaire (Hu, Wang, et Zhang 2017;
Brodsky et al. 2017; Guadiana et al. 2013; Lesiak et al. pAi8aecepteur 5-HTexprimé dans le cil
pourrait donc étre un acteur important de la neurogeaésl’age adulte. Des études sont requises pour

élucider ce point.

Les neuroblastes issus des progéniteurs neuronaus tlamone ventriculaire commencent leur
différentiation en migrant dans une couche spécifigGette étape est particulierement importante car
une erreur de positionnement peut avoir des répercassigraves sur la connectivité cérébrale. Ce type

d’anomalie a été impliqué dans différentes pathologiesnme I'épilepsie.
0 ROle de la sérotonine dans la migration

La sérotonine apparait comme un acteur clef de laratign de nombreux types neuronaux. Son
implication dans la migration des neuroblastes a towtbdrd été mise en évidence par des approches
pharmacologiques sur tranches de cerveau. Plusietwsles ont démontré que I'application de
concentration élevées de sérotoninda partir de 100 pM), réduit la vitesse de migratiades
interneurones GABAergique et des neurones pyramid@exralentissement induit des anomalies de
positionnement de certains neurones au sein des cosatweticales (Riccio et al. 2009, 2011; Vitalis et
Parnavelas 2003). De méme, chez les souris “'SERIT présentent un taux élevé de sérotonine
extracellulaire, on observe une distribution anormalesdneurones pyramidaux dans les régions
superficielles de la plague corticalErazer, Otomo, et Dayer 2015; Riccio et al. 2009, 2u@Alis,
Ansorge, et Dayer 2013; Dayer et al. 2015).

La reelineest un des acteurs qui pourrait expliquer les anomatieda migration induites par
I'exces de sérotonine. La reeline est une glycopreaéigcrétée par les cellules de Cajal-Retzus localisées

dans la zone marginale. Elle est exprimée sous forengradient dans le cortex en développement. Elle
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est connue pour jouer un réle majeur dans le contrdliepositionnement des neuroblastes en migration,
I'établissement de la lamination correcte du cortex sn@galement dans la différenciation neuronale et
la plasticité a I'age adulte (Supér et al. 2000; SorieinDel Rio 2005; Lakatosova et Ostatnikova 2012).
En patrticulier, la reeline est tres importante poufdamation des micro-colonnes, unités de base de la
circuiterie corticale. La réduction des niveaux deliree au stade post-natal induit des malformations
graves de la circuiterie corticale et notamment des mimo®nnes (Mountcastle 2003; Sarnat et Flores-
Sarnat 2002). De nombreuses publications indiquent lqueécrétion de reeline est contrélée par la
sérotonine, notamment durant les phases tardives de 'embryaggmn En effet, les cellules de Cajal-
Retjus sont innervées par des fibres sérotoninergig(iesusonis, Gluncic, et Rakic 2004). Aumrse
hyperserotoninergie durant 'embryogenése induit @endiminution du taux de reelinequi pourrait
expliquer les altérations de I'organisation corticalesetvées (Janusonis, Gluncic, et Rakic 2004).

Un défaut de sérotoninealtere également la migration. En effet, un traitement PCPA entre
E12 et E17 engendre des erreurs de positionnemenedins neurones corticaux (Vitalis et Parnavelas
2003; Vitalis et al. 2007). De plus, les souris tph@résentent une réduction de la densité de neurones
GABAergiques dans I'amygdale et le cortex préfrontal, laissgumtoser un défaut de migration de ceux-
ci (Waider et al. 2013).

En faveur d’'ureffet dose de la sérotoningHornunget al. ont démontré sur des explants
corticaux, que l'addition de faibles concentrations deosénine (5 uM) accélere la migration des
neurones au lieu de la ralentir, comme cela a été dganr des fortes concentration (Durig et Hornung

2000; Hornung 2003).

Ces données suggeérent que la concentration en séintextracellulaire est un facteur critique
de ses effets sur la migration neuronale. On peut égalat relever que les protocoles utilisés ont
conduit & une diminution ou une augmentation linéaide la concentration extracellulaire de
sérotonine. Or les mécanismes contrélant la directemla vitesse de migration des neuroblastes
mettent souvent en jeux des gradients, continus ou parepgli de concentrations de signaux
moléculaires. On ne peut pas exclure qu’au-dela deddification de la concentration de sérotonine en
valeur absolue, ce sont des altérations deadients de concentrationsgjui perturbent la migration des

neuroblastes. En effet, la sérotonine pourrait étreépente sous forme de gradient aux stades
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embryonnaires permettant, selon sa concentration, d’ace#é@u de stopper la migration, avec des
effets différentiels selon le type neuronal concernde£s) récepteur(s) exprime(s).

0 Rodle du récepteur 5-Hidans la migration

Le récepteur 5-Hlpourrait participer a cette régulation précise dentégration. En effet, Riccio
et al. ont démontré en 2009 et 2011 par cytométrie de fluxspgRT-PCR que les interneurones
GABAergiques et les neurones pyramidaux expriment le réceptddif pendant la migrationlls ont
ensuite montré que l'application d’EMD 386088,%un &gerspécifique du récepteur 5-kTréduit la
vitesse de migration des neurones corticaux, un effetodpit par I'élévation du taux de sérotonine. De
plus, 'application de SB258585 (antagoniste sélectif du rémap5-HTE) réverse en grande partie les
effets de I'excés de sérotonine sur la migration neaenll semblerait donc que la majeure partie des
effets délétéres de I'exces de sérotonine soit duen& activation non physiologique du récepteur 5-
HTs. Plus particulierement, c’est le couplage du réceptaula voie Gs qui semble étre responsable, le
traitement avec un analogue non hydrolysable de I'AMIBcrgCAMP) ou un inhibiteur de la PKA

reversant les effets de la sérotonine de la méme fagoe le SB258585.

Il est intéressant de souligner que I'application du $585 ne réverse qupartiellement les
effets de la sérotonine. Cela pourrait bien sar s’&y#r par I'implication possible d’autres récepteurs.
Les auteurs n’ont cependant trouvé que le récepteurTa-tbexprimeé avec le récepteur 544dans les
neurones en migration, et sa modulation pharmacologiquee montré aucun effet. Au-dela de cette
premiére hypothése, la restauration partielle du phéyymt par le SB258585 pourrait s’expliquer par
l'importance de I'activité constitutive du récepteur 54dEn effet, le SB258585 n’est pas seulement un
antagoniste spécifigue mais aussi agoniste inversedu récepteur (Duhr et al. 2014). Le récepteur 5-
HTe est connu pour présenter une forte activité constive vis-a-vis de plusieurs de ses voies de
signalisation. Il est possible que l'application du SB258B86&rse les effets déléteres de I'exces de
seérotonine induits par la suractivation de la voie @s par son action antagoniste), margibe
également d’autres voies de signalisation constilvement activéespar le récepteur et importantes
pour la migration. Si cette hypothéese est correctgplication d’un antagoniste neutre devrait restaurer

entierement les effets de I'excés de sérotonine.
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Corroborant cette hypothése, les travaux de Jacobshagial.(2014) indiquent que l'interaction
constitutive du récepteur avec la kinase Cdk5 et I'atitim agoniste-indépendante de la voie Cdk5 par
le récepteur jouent un réle crucial dans la migratiomreote des neurones corticaux. Les auteurs ont
montré que I'électroporationn uterod’'un shRNA inhibant I'expression du récepteur 5-#E14,5 induit
des anomalies de positionnement des neurones. L&pme Cdk5 et son activateur p35, régulateurs clef
de la migration neuronale, tous deux identifiés dangdliactome du récepteur, sont potentiellement
impliqgués dans ces effets. De fait, la surexpressienCdlk5 et de p35 restaure les altérations de
migration induites par I'extinction de I'expression Ecepteur 5Hd. De plus, I'expression du récepteur
5-HT est capable d'induire la phosphorylation de substraas@bk5 impliqgués dans le contréle de la
migration (la kinase d’adhésion focale et la doubléoe) selon un mécanisme indépendant de la
présence d’agoniste, démontrant une activation constitetde la voie Cdk5 (figure 11). Ces effets sont
également indépendants de la voie &8 I'expression d’'un récepteur 5-Hfuté sur le site de liaison
de la protéine Gs (Gsdead) restaure un profil de atign normal chez les animaux ou I'expression du
récepteur 5-Hg endogéne a été invalidé par électroporationutero d’'un shRNA (Jacobshagen et al.

2014).

Enfin, il est intéressant de noter que l'interactorde récepteur 5-Hslcontient deux protéines
connues pour leur interaction fonctionnelle aveadline : Cdk5 et Fyn (Duhr et al. 2014). En elifet,
reeline en se liant aux récepteurs ApoER2 (apolipepmoE receptor 2) et VLDLR (very low density
lipoprotein receptor) induit I'activation de la kinase Fyn gai phosphoryler la protéine Dabl. Cette
étape est essentielle au bon déroulement de la migmatineuronale. En effet, Dabl, une fois
phosphorylée par Fyn, recrute une large gamme detdines et active de multiples cascades de
signalisation, qui conduisent a un remodelage du cytokxiteeet un contréle précis du positionnement
neuronal. Cdk5 intervient également dans la modulatide la signalisation de la reeline en
phosphorylant Dabl sur un autre site, engendrant sa adagfion progressive (Katsuyama et Terashima
2009; Beffert et al. 2004; Ohshima et al. 2007; Ohslemlikoshiba 2002; Moon et al. 2015). Le lien
entre la reeline et le récepteur 5-EEste a établir, mais il pourrait constituer le maillen aval de Cdk5

sous tendant I'implication du récepteur dans la migratneuronale.
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L'ensemble de ces études suggéere un role majeur aepteur 5-HF dans les anomalies du

positionnement neuronal causées par un exces detséine.

A B

FIGURE 11- LA VOIE %BDK5 CONTROLE LA MIGRATION DES NEURONES PYRAMIDAUX

(A) LE COMPLEXE 5-HT6R / CDK5 CONTROLE DEUX ETARERESIDU PROCESSUS DE MIGRATION DES NEURONBR®JRYRENMASSAGE D'UN
ETAT MULTIPOLAIRE A BIPOLAIRE ET LA PHASE DEOMIGRIEE PAR LES CELLULES GLIALES (MIGRATIRE) RBPLA COMPLEXE 5HT6R /
CDK5 PHOSPHORYLE LA KINASE D'ADHESION FOCALEABAKJEECORTINE, PROTEINE ASSOCIEE AUX MICRQOTBUPEUSIEURS AUTRES
CIBLES EN AVAL DE CDK5 CONTROLENT LA DYNAMIQUE@UECETTSET LA MIGRATION NEURONALE, PARMI LESQVERBTEINE DE
LIAISON LISSENCEPHALIE 1 (LIS 1) NDEL1, LE « DX ©COWININING 1 » (DIXDC1), LA PROTEINE INHIBIDRR2ZKIP1 ET LA NEURABINE.

D'APRES DAYER ET AL, 2015, J. CHEM BIOL

Une fois sa destination atteinte, le neuroblasteparsuivre sa différenciation en émettant des
prolongements, ou neurites, qui donneront naissanaex dendrites et a l'axone. Le profil de
I'arborisation dendritique et son domaine de projext, de méme que I'extension de I'axone jusqu’a ses
cibles sont déterminants pour 'assemblage précis mseaux neuronaux. La pousse neuritique requiert
une régulation précise de la dynamique du cytosagttel et du trafic membranaire et met en jeu un

grand nombre d’acteurs.
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o0 Role de la sérotonine dans la différenciation neunale

Lauder et Krebs furent les premiers a suggérer qeéidatonine pourrait étre un signal clef de la
différenciation neuronale, sur la base des anomatiégeloppementales induites par le traitement de

rattes gestantes au PCPA (Lauder, Wallace, et KB&is Lauder et Krebs 1978).

Suite a ces études pionniéres, de nombreuses équipesnontré l'influence de la sérotonine
sur la pousse neuritique et la complexification debléisation dendritique dans différentes espeéces
(Vitalis, Ansorge, et Dayer 2013). Ses effets ont d’akeédetudiéssur les neurones du gastéropode
Helisoma trivoli€n culture. Dans ce modéle, la sérotonine appliquédescdne de croissance induit un
effondrement du cbne et donc un effet inhibiteur slar pousse neuritique (Goldberg, Mills, et Kater
1991). Cet effet de I'excés de sérotonine est égalerbiservé sur des cultures primaires de neurones
du raphé (Liu et Lauder 1991), de neurones cortidq@ikich, Hickok, et Todd 1990) et de neurones de

mésencéphale (Menegola et al. 2004).

Cependant, d’autres auteurs ont montré une augmentati@ia pousse et de la complexification
de l'arborisation dendritique des neurones thalamiguen culture suite a I'application de sérotonine
(entre 0,1 et 30 uM) (Lieske, Bennett-Clarke, et Rhoad@9;1%tto et al. 1999; Persico, Di Pino, et Levitt
2006). De méme, dans certaines lignées cellulaisdiestque les PC12 (Severin et Kondratyev 1988) ou
les Neuro2A (Fricker et al. 2005), la sérotonine snha pousse neuritique démontrant encore une fois
des effets trophiques et morphogéniques (Trakhtenbetgsoldberg 2012). Cette hétérogénéité des
effets observés pourrait étre due a I'expression able des différents récepteurs en fonction de
'espéce, du type neuronal étudié et du stade de la diffi@egion auquel la sérotonine est appliquée.

In vivg la déplétion en sérotonine a des conséquencestiyass. Vitaliset al. ont montré que
l'injection quotidienne de PCPA entre les stades E1EIat altére la longueur des dendrites et la
complexité de l'arborisation des neurones pyramidaaxs les couches corticales des couches Il et V
(Vitalis et al. 2007). Durig et Hornung ont également déiméoque la déplétion en sérotonine induit des
altérations permanentes de l'arborisation dendritiquesdneurones a calrétinine corticaux (Durig et
Hornung 2000). De méme, Riceibal. ont montré que la déplétion en sérotonine alte formation
des circuits corticaux et I'arborisation dendritique desurones corticaux (Riccio et al. 2011, 2009). Dans

ce sens, les animaux dont la mére est nourrie avec gime faible en tryptophane durant la période
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embryonnaire présentent une diminution de l'arborisatidendritique et du nombre d’épines des
neurones pyramidaux du cortex et au niveau de '@l de I'hippocampe (Gonzalez-Burgos et al. 1996;
Feria-Velasco, del Angel, et Gonzalez-Burgos 20025 éihal. 2002).

o ROle du récepteur 5-HTdans la différenciation neuronale

Le role du récepteur 5-HHans la pousse neuritique a tout d’abord été démonpa notre
équipe dans une lignée cellulaire de neuroblastomes cellules NG 108-15 (Duhr et al. 2014). Ces
cellules sont couramment utilisées pour étudier la @ldinciation neuronale. En effet, elles peuvent
engager un processus de différenciation semblableelaii observé dans les neuroblastes, suite a

I'application dans le milieu de culture d’un cocktail dea@®éthasone et dibutiryl cCAMP (dbcAMP).

La surexpression du récepteur 5s¢Hdans ces cellules induit I'initiation d’'un procesdiles
différenciation neuronale. Dés 24h apres la transfattdu récepteur, les cellules commencent a
émettre des neurites de facon tres similaire a ce egti observé au stade 2 de la différenciation des
neurones en culture évoquée plus haut. Ces changemmimiphologiques s’accompagnent d’autres
caractéristiques de la différenciation comme I'exmies a la membrane des cellules de canaux calciques
voltage-dépendants, a I'image des cellules traitéas |p dexaméthasone et le dbcAMP. L’expression
d’'un récepteur « 5-HTGsdead » induit la différentiation des cellules ND&15 aussi efficacement que
le récepteur sauvage. De plus, I'application d’'un agerds récepteur ou de rapamycine (inhibiteur de
MTOR) n’ont aucun impact sur la pousse neuritique inghatd’expression du récepteur. Ce phénomene
semble donc agoniste-indépendant et ne nécessite pas dgeigent des voies Gs et mTOR. En
revanche, le traitement par un agoniste inverse ou fsmroscovitine (inhibiteur de Cdk5) prévient
totalement la différentiation des cellules NG 108-124h, suggérant que l'activation constitutive de
Cdk5 par le récepteur est responsable des effeteoles. Notre équipe a ensuite pu mettre en évidence
que l'interaction du récepteur avec Cdk5 induit sagphorylation au niveau de la sérine 350 localisé
dans le domaine C-terminal. La mutation de ce résidu adanine (5-HE°CA), prévenant la
phosphorylation du récepteur par Cdk5, a pour effékiber l'initiation de la pousse neuritique a 24h.
Le méme effet est observé suite a la surexpressian dominant négatif de Cdk5 (dépourvu d’activité
kinase), supportant un réle crucial de la phosphorglatilu récepteur 5-HTsur la sérin€?. De plus,

notre équipe a démontré que cette phosphorylation déaee I'activation de Cdc42, modulateur clef
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Initiation de la pousse neuritique

FIGURE 12- L'INTERACTION DE CDK5 AVEC LE RESERTEBRMEUT L'INITIATION DE LA POUSSE
NEURITIQUE

L'expression du récepteur 5-Fmduit I'initiation de la pousse neuritique 24h &rla transfection chez les NG 108-15 d’une
part, et, d’autre part augmente la longueur des niges a 1DIV (Days In Vitro) dans les cultures aines de neurones. Ce
processus est constitutif, agoniste indépendant, rétibé par un agoniste inverse du récepteur, le $535. De plus, il
nécessite une phosphorylation du récepteur a lars£B850 par Cdk5 qui permet le recrutement de Cd&&tiessiné a partir

de Duhr et al, Nat Chem Biol 2014.

du cytosquelette d’actine et médiateur de l'initiati de la pousse neuritique induite par le réceptéudr
HTs. De méme, I'application d’un agoniste inverse deegteur ou la surexpression du mutant 5eFFFoA
altére significativement la pousse neuritique sesdnodele®x vivotels que les neurones en culture et
les explants neuronaux. Enfin, linvalidation de pwession du récepteur dans les neurones
d’hippocampe et de striatum, en culture primaire, paterférence de 'ARN réduit significativement la

longueur des neurites, mesurée 1 jour apres I'ensece@ment (DIV1) (figure 13).
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L’ensemble de ces études a donc mis en évidence lgnimfportant du récepteur 5-HTdans
l'initiation de la différentiation neuronale. L'implicatiorudécepteur dans les étapes suivantes de la
différenciation neuronale, telles que I'extensionesd neurites, la spécification axonale ou la

complexification de I'arborisation dendritique restelaterminer.

Les épines dendritiques accueillent la majorité dgaapses excitatrices. Si leur naissance débute
durant la période embryonnaire, leur remodelage tione tout au long de la vie. En effet, les épines
sont des structures dynamiques qui se créent ou régmaisen fonction des stimuli qu’elles recgoivent.
Elles sous-tendent les processus d'apprentissage enémorisation en modulant I'efficacité de la
neurotransmission et de la connectivité neuronale. Aitte, les épines dendritiques sont des acteurs
majeurs de la plasticité synaptiqgue. On les retrouvt&rabs dans de nombreuses pathologies du
systéme nerveux central comme par exemple la schizopbyémidépression ou les troubles du spectre
de l'autisme (TSA) (Glausier et Lewis 2013; Phillipszzo-Miller 2015; Qiao et al. 2016).

0 ROle de la sérotonine dans la morphogenése des épidendritiques

L’implication de la sérotonine dans la morphogenesed®res dendritiques dépend, au moins en
partie, du récepteur 5-HT Speranzat al. ont montré que I'application d’un agoniste spécifiqde
récepteur 5-HT sur des cultures primaires de neurones corticaux aatstux augmente le nombre
d’épines alors que son inhibition pharmacologiqueggmétique le diminue. Ces auteurs ont démontré
gue ces effets impliquaient les protéines Cdk5 et @d&peranza et al. 2017). De plus, dans une étude
plus récente, la méme équipe a démontré que la stiiafadu récepteur 5-HTinduit une activation de
la MMP9, une métalloprotéase déclenchant le remodeldgs épines dendritiques, I'élagage synaptique
et une altération de la potentialisation a long terme (&ijat al. 2017). On peut noter que la MMP9 est
un acteur crucial de la plasticité synaptique (StaskarStefaniuk, et Wlodarczyk 2014). Ainsi, il 9 pe
que la stimulation du récepteur 5-Hpar la sérotonine soit impliqguée dans la flexibilit@gnitive et

I'oubli.

En paralléle, différentes études ont été consacrées eftets des inhibiteurs de la recapture de la

sérotonine sur les épines dendritiques. Chez les adultes traités a la fluoxétine (un inhibiteur sélecti
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de la recapture de la sérotonine) durant la premiegsemaine postnatale, une densification de
I'arborisation dendritique est retrouvé mais un appausesient de la densité des épines dans le cortex
préfrontal, 'amygdale basolatérale et I'aire CA1 d@plocampe est observé (Ko et al. 2014; Zheng et
al. 2011). Cependant, I'application aigue de fluoxésne des neurones en culture n’induit pas ou peu
de modifications de la densité des épines dendritgyusuggérant un réle de la chronicité du traitement

dans les effets obseria vivo(Waller, Chen, et Sanchez 2016).

Par ailleurs, une augmentation du nombre d’épinesdet contacts synaptiques a été mise en
évidence suite a la stimulation par la vortioxétine ddes neurones en culture. Le méme résultat est
observéin vivodans I'aire CA1 de I'hippocampe chez des rats traditgant une semaine (F. Chen et al.
2016; Waller, Chen, et Sanchez 2016). La vortioxétineresmolécule réecemment développée pour le
traitement des troubles dépressifs. Elle module la trassion sérotoninergique en exercant une action
trés large sur différents récepteurs (antagoniste désepteurs 5-Hsl 5-HT, et 5-HTp; agoniste partiel
des récepteurs 5-Hg; agoniste des récepteurs 5-HYet le transporteur SERT (inhibition du transport).
Ses effets promoteurs de la morphogénéese des épieasldtiques sont d’autant plus intéressants a la
lumiere des études précédemment citées sur le récapte-HT. En effet, puisque la vortioxétine ne

stimule pas ce dernier, son action implique nécessairgrme autre récepteur de la sérotonine.

Ces données indiquent que la sérotonine régule laphogénése des épines dendritiques et la
plasticité neuronale. Des études restent a réalisen dé d'identifier les récepteurs impliqués les effet

de la fluoxétine et de la vortioxétine sur la morphagse des épines dendritiques.
0 Role du récepteur 5-HTdans la morphogénese des épines dendritiques

Dans ce contexte, le récepteur 5¢ibit étre pris en considération du fait de la présemarmi ses
partenaires identifiés par protéomique, plusieurs f@oes connues pour leur implication dans la

morphogenese des épines, comme WAVE1, ARP2/3, mT@Riragge du récepteur 5-HT7, Cdk5.
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C.GPRIN1 un partenaire prometteur du réecepteur 5HT

A ce jour, les effets développementaux du récept8dE ont été principalement associés a son
interaction avec Cdk5 ou la protéine Gs. Cependatautces protéines dont l'implication dans le
développement neural a déja été mis en évidence, #gturdans l'interactome du récepteur 5-KHT
L’étude de l'interaction fonctionnelle avec ces autrastpnaires constitue une approche qui promet de
mettre en lumiére d'autres rdles du récepteur 5¢H@ans le neurodéveloppement. Parmi ces
partenaires, GPRING (Protein inducer of neurite outgrowth dpparait particulierement prometteur
En effet, GPRIN1 a été mis en évidence dans uneeénéicédente de « GST pull-down » utilisant

I'extrémité C-terminale du récepteur 5-5domme appat. (Duhr et al. 2014).

Cette protéine de 827 acides aminés a initialementd#éouverte lors du crible d’'une banque
de cDNA, ayant pour but d’identifier de nouveaux paatiees des sous-unités G!, en utilisant la protéine
G!z liée au GTP&S comme appat (L. T. Chen, Gilman, eaK®a9; lida et Kozasa 2004). La séquence
protéique de GPRIN1 ne posséde aucune homologie dgscdomaines ou motifs connus, rendant
I'étude de sa fonction difficile. Deux autres variants été identifies, GPRIN2 et GPRIN3, dont les réles
ont été peu étudiés. Ces variants présentent 48% ddlogie de séquence au niveau de leur région C-
terminale. GPRINL1 est l'isoforme la plus longue eARIBI2 la plus courte. Si peu d’études ont a ce jour
été consacrées a GPRINL, les résultats obtenus serggen role majeur de cette protéine dans le

développement neuronal.

Tout d'abord, GPRIN1 est retrouvée spécifiguememisda systéme nerveux central au niveau
de la membrane des axones et dendrites. Elle n'est ¢éiectée dans les cellules gliales. Plus
spécifiguement, I'expression de GPRIN1 est dynamituareée au cours du temps (Masuho et al. 2008) :
elle apparait a E9,5 dans le domaine ventral de lalla@piniére puis se répartit progressivement en
dorsolatéral, et on la retrouve finalement de facon guabiquitaire dans le manteau embryonnaire
(figure 13).
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FIGURE 13- EXPRESSION DE (N1 DURANT L
DEVELOPPEMENCOUPES TRANSVERSALES D’EMBRYONS I
SOURIS METTANT EN EVIDENCE L’EXPRESSION DEBSTBANSCF
LA PROTEINE GPRIN1 DANS L'ENCEPHALE, PAR HYBREDATION
A DIFFERENTS JOURS DU DEVELOPPEMENT EMBRMGNNAIR
REPRESENTATION SCHEMATIQUE FIGURANT AU-DESSUS
PHOTOS DECRIT LES NIVEAUX DE COUPE. L'EXPRESSNIN DE (
EST TRES FORTE DURANT LE DEVELOPPEMENT EMBRXONNAIF
LA TROUVE ENRICHIE DANS LE TELENCEPHALE, LE DIENCEPH
LES BULBES OLFACTIFS DE FACON SIMILAIRE AU PR
D'’EXPRESSION DU RECEPTEUR H=HF TELENCEPHALE ; DI =
DIENCEPHALE ; RH = ROMBENCEPHALE ; DRG = GANGL
RACHIDIEN DORSAL ; OB = BULBES OFLACTIFS ; SC®KN GAN
SYMPATHIQUE ; SPC = MOELLE EPINIERE ; LES CNIEFRES RO
A XI REPRESENTENT LES GANGLIONS DES NERFS CRA

Durant 'embryogénése, son expression augmente pttgiredre un pic a E16,5 et décroit apres
la naissance. A I'age adulte, la localisation dellSPRst restreinte a des zones bien précises imtlua
I'hippocampe, le striatum ventral et certaines régsacorticales (Masuho et al. 2008). La dynamique de
son expression est corrélée aux étapes de migragorde maturation neuronale. Des expeériences
d'immunohistochimie montrent un enrichissement ddaséne de croissance et dans les neurones en

cours de différenciation (lida et Kozasa 2004).

Des études fonctionnelles se sont focalisées surdle de l'interaction de GPRIN1 avec les
protéines Gi. En effet, une interaction préférentielle avec fesmes activées des sous unités ! de la
famille Gi dont Gi!, Go!, Gz! a été mise en évidenc®i. I'expression de GPRIN1 seule dans les cellules
Neuro2A n'a pas de conséquence spécifique, sa poesgion avec une sous-unités Gli/o activée
(mutants constitutivement actif G!0€%°L) induit I'initiation de la pousse neuritique. Evanche, aucun
effet morphologique de GPRIN1 n’a jusqu’a présdatabservé en présence des sous-unités Gl!s ou
G!g activées. La délétion du domaine d’'interaction@PRIN1 avec les protéines G! (GPRIN1 *717-827)
lui confére la capacité d’'induire la pousse neutiggle facon constitutive méme lorsque ce mutant est
exprimé seul. Ces résidus semblent donc cruciaux pactivité de GPRIN1 dépendant des protéines G

activées.
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Par ailleurs, la localisation de GPRIN1 a la menebnensemble pas requise puisque la mutation des
domaines d’'adressage a la membrane ne change ningeraction avec les protéines G! activées ni leur
effet synergique sur la pousse neuritique. En revandiférentes études indiquent un réle important
des petites GTPases Racl et Cdc42. Leur inhibigioigxpression d’'un mutant un dominant négatif
abolit les effets de la co-expression de GPRIN1 &!'d®?°5L sur la pousse neuritique (Nakata et Kozasa
2005).

Outre son interaction avec les protéines Gli/o, d’aes partenaires de GPRINL1 ont été identifiés,
incluant Cdk5, le récepteur Mu des opioides, le réeaphicotinique !7 de I'acétylcholine, le facteur de
transcription E2F4, le facteur de croissance NElI2aeprbtéine Sprouty2 (Hwangpo et al. 2012;
Contreras-Vallejos et al. 2014; Nordman et Kabbani R02@s partenaires sont tous connus pour leur
réle dans la différenciation neuronale et constituenttant d’arguments en faveur du réle de GPRIN1

dans la régulation du développement neuronal.

Une interaction de GPRIN1 avec le récepteur Mu désidgs a été identifiée par une approche
de spectrométrie de masse. Les domaines du réceptapliqués dans l'interaction avec GPRIN1 ont
ensuite été étudiés : En plus de son interactionca@esous-unité G!i, GPRIN1 peut interagir avecTs 3
boucle intracellulaire et I'extrémité C-terminale décepteur Mu (Ge et al. 2009). Les auteurs ont
également démontré que GPRINL1 joue un rdle majeursdamcrage du récepteur Mu au niveau des
radeaux lipidiques et amplifie de ce fait I'activatioa I voie Src par le récepteur. De plus, GPRIN1
augmente la pousse neuritique induite par la stimulatidu récepteur Mu par I'étorpine, un effet

nécessitant I'intégrité des radeaux lipidiques (Gale2009).

De la méme facon, GPRIN1 a été identifiee dans lacteme du récepteur nicotinique !7 de
I'acétylcholine, un autre récepteur connu pour son ifoglion dans le développement des synapses et
la pousse neuritigue (Nordman et al. 2014; NordmarKabbani 2012). Ainsi, dans les cultures de
neurones de cortex et d’hippocampe, la régulationl@@ousse neuritique par le récepteur nicotinique
I7 de I'acétylcholine dépend en partie de la présersee GPRIN1 (Nordman et Kabbani 2012; Nordman
et al. 2014).

Enfin, il est particulierement intéressant de souliggee GPRIN1 est un partenaire et un substrat

de Cdk5. En effet, GPRIN1 peut étre phosphorylée pdbGDr deux sites : la sérine 369 et la sérine 691
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(Contreras-Vallejos et al. 2014). Si le réle de I'etton et de la phosphorylation de GPRIN1 par Cdk5
n'a pas encore été élucidé, il constitue une pisterpetteuse dans la compréhension de ses fonctions

neurodéveloppementales.

La protéine GPRIN1 a donc un pattern d’expressionapatnporel proche de celui du récepteur 5¢1T
interagit avec Cdk5, et est impliqguée dans la poussgitigue.
Dans ce contexte, l'interaction entre la protéine RBR1 est le récepteur 5-KE€st particulierement

intéressante a étudier pour découvrir de nouvellesdtions neurodéveloppementales du récepteur.

D.Le récepteur 5Hd: rble dans la pathogénese des maladies

psychiatriques d’origine neurodéveloppementale

Comme nous avons pu le mettre en évidence lors dehegitre, 'homéostasie et I'équilibre de
la signalisation sérotoninergique est critique pour d&roulement adapté des phases clé du

développement du systeme nerveux.

Les perturbations neurodéveloppementales, affectantriaturation des circuits corticaux, sont
des facteurs qui prédisposent et parfois méme partinoipeau déclenchement des troubles
neuropsychiatriques. La schizophrénie, par exemest,une pathologie psychiatrique dont I'origine
neurodéveloppementale est maintenant communément adn{8eidman et Mirsky 2017). En effet, si
elle est généralement diagnostiquée chez le jeundtaddes signes prodromaux, comme I'émergence
de troubles cognitifs, peuvent apparaitre en amont ladssupposer la présence d’anomalies du
développement cérébral précoce. L’hypothese neurodigmeementale de la schizophrénie est aussi
supportée par I'observation d’anomalies de la morjgyie et du positionnement neuronal ainsi que de
la connectivité corticale. En association avec cegmiasions, un grand nombre de genes prédisposant
a la maladie sont impliqués dans la prolifération renale, la migration, le branching et la
morphogénese des épines dendritiques(Millan et al. 3016 méme type d'observations sont faites
pour les troubles du spectre de I'autisme (TSA), uneeanaitégorie de pathologies psychiatriques

neurodéveloppementales qui partagent, avec la schizépie, certains des symptomes négatifs.
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Comme précédemment discuté, le récepteur SHdontrdle finement des processus
neurodéveloppementaux retrouvés perturbés dans de noenses pathologies psychiatriques. Certains
de ses partenaires sont d'ailleurs connus pour leylication dans I'émergence de troubles mentaux
grave. La mutation de NF1, comme évoqué plus haut est&Essa la neurofibromatose de type 1. Outre
les symptémes somatiques tels que les « taches caflaia», et les neurofiboromes, on retrouve des
troubles cognitifs chez 50 & 70% des patients. Dans ¢#u50% des cas un trouble du spectre de
'autisme est également diagnostiquée (Garg et al. 2013nlttion d’'un grand nombre de protéines
associées au complexe mTORCL1 induit des formes dreusgndromiques. La mutation de TSC1 par
exemple, inhibiteur de mTORC1, induit la sclérosétebise de Bourneville. Il s’agit 1a encore d'une
maladie neurodéveloppementale comportant des manifestatsiccomatiques (cutanées, cardiaques,
cérébrales et rénales) associées avec des troublesmpartement incluant des syndromes autistiques
caractéristiques ou partiels (Reich et al. 1997). Deé@ae facon, des mutations hétérozygotes du gene
PTEN, une protéine régulatrice en amont de mTOR, anéxemple été trouvées chez 20% des patients
avec un TSA présentant une macrocephalie importantééBat al. 2005). Le syndrome du X fragile,
cause majeure de retard mental et TSA, est lié a ltepde fonction de la protéine FMRP (Fragile-X
Mental Retardation Protein) régulant la transcriptionmtembreux génes dont PTEN, TSC2 et NF1. Chez
les souris génétiquement déplétées pour la protéindRA (FMRY") modéle de cette maladie, on
retrouve également une suractivation de la voie mTOR (Baat al. 2010). D’autres formes d’autisme
syndromiques ont été associés a des modulations detiVite de mTOR, comme les syndromes
d’Angelman ou de Rett (Magdalon et al. 2017). P&wa#, des polymorphismes atteignant le réseau de
protéines de mTOR sont retrouvés dans des formes godremiques de TSA. Dans leur ensemble, ces
observations désignent la dérégulation de la voie mTO&Enme un mécanisme convergent dans
I'étiologie des TSA. Dans ce contexte, le réceptedilss-en tant que régulateur clef de I'activité de
MmTORC1, constitue une cible potentiellement impliquée damgnése des TSA.

Par ailleurs, des polymorphismes directement sugéne du récepteur 5-dDnt été mis en
évidence dont le plus répandu est la substitution 26T Si la littérature est assez hétérogéne sur le
sujet, une association entre les polymorphismes du pésar 5-HTF et certaines pathologies
psychiatriques ressort nettement. Etant donné I'affiniigs drogues antipsychotiques pour le récepteur

5-H%, de nombreuses études se sont intéressées a I'adsmciale ses polymorphismes avec la
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schizophrénie. Globalement, les résultats sont assetr@eersés et semblent dépendre du type de
population (Shinkai et al. 1999; Masellis et al. 200imOri et al. 2001; Zhang et al. 2003; Kishi et al.
2012).Cependant, certaines études désignent le récapbed 5 comme un facteur de prédisposition au
développement de la schizophrénie. En 1999, dsedl montrent une association positive entre l'alléle
267T et la schizophrénie sur une cohorte de 183 pdi€S. J. Tsai et al. 1999). Une autre étude sur des
patients souffrant d’une psychose induite par la méthmétamine, dont les symptémes sont similaires
a ceux de la schizophrénie de type paranoide, trouvaedgent une association significative avec
certains polymorphismes du récepteur 5¢{Kishi et al. 2011). Argumentant en faveur d’un lietre

le récepteur 5-Hdet la psychose, Laret al. 2004 trouvent que le polymorphisme 267C/T influetece
réponse aux antipsychotiques chez des patients schizo@s (Lane et al. 2004)

On trouve globalement peu d’associations entre lelymorphismes du récepteur et les troubles
de 'humeur. Une étude montre cependant une surrégentation de l'allele 267C dans une population
de patients souffrant de bipolarité, un trouble de I'’hear qui présente des symptdmes communs avec
la schizophrénie, durant les phases de manies (Vogit 2000).

Enfin, une seule étude s’est penchée sur la préseiegaolymorphismes du récepteur 5-6tlans
les troubles du spectre de I'autisme. De fagon intéeege, cette étude met en avant I'association entre
deux polymorphismes du récepteur avec les défiagnitifs dans les TSA (Hervas et al. 2014).

Collectivement, ces études pointent une association edzax grandes familles de pathologies
psychiatriques d’origine neurodéveloppementaless teoubles du spectre de la schizophrénie et de

'autisme.

On peut cependant noter que si I'émergence des symmas observés en corrélation avec les
polymorphismes identifiés du récepteur peuvent étésla des altérations au cours de développement,
il est possible qu’ils soient également le refletrd'tble du récepteur dans le comportement et la

cognition a I'dge adulte.
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L’enrichissement du récepteur dans le systeme limbiguapidement soulevé la question de son

implication dans le comporteménDans les années 1990, I'’émergence d’outils pharmacalegiq

spécifiques a permis d’étudier ses fonctions dafi@dints paradigmes comportementaux.

A-Le récepteur 5-Hildans le comportement normal et pathologique

Le récepteur 5-Hslest particulierement exprimé dans des régions conmas leur implication
dans la mémorisation et I'apprentissage (cortex préfebpnhippocampe), suggérant une implication
dans les processus cognitifs.

La premiére étude a avoir mis en évidence I'implaratiu récepteur 5-Hldans la cognition est
celle de Woollegt al. (Woolley et al. 2001). Les auteurs ont injecté draiterebro-ventriculaire (ICV)
un oligonucléotide antisens afin d’inhiber I'expressidu récepteur 5-HJ puis ils ont testé ses effets
sur la mémoire dans le labyrinthe de Morris. Il amsi démontré que l'invalidation génétique du
récepteur induit une augmentation de la rétention, trasiant un effet bénéfique sur la mémoire a long
terme. Cet effet est reproduit la méme année par Rogral avec deux antagonistes, le SB271046 et
le SB357134, dans le méme paradigme (Rogers et Hif4r).

Depuis ces publications princeps, les effets de ldutaiion pharmacologique du récepteur sur
la cognition a fait I'objet de nombreuses études. Lieagonistes du récepteur en particulier montrent
des effets pro-cognitifs clairs dans différents pagages expérimentaux de mémoire. lls augmentent le
temps de rétention dans des paradigmes d’oubli natulglaiméliorent les performances dans le test de
la reconnaissance du nouvel objet et semblent égaletmemeéliorer la mémoire de travail (King,
Marsden, et Fone 2008).

En plus de ces études pharmacologiques, Husdréd. ont apporté des arguments en faveur d’un

réle physiologique important du récepteur dans la méisation. En effet, ces auteurs ont montré que
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I'expression du récepteur 5-sIdiminue lors d’'une tache d’apprentissage associatiisdée cortex
préfrontal, le striatum et I'hippocampe, et cette dinoition est corrélée aux progrés des animaux
(Huerta-Rivas et al. 2010). Dans le méme sens, I'églg@d@hn Neumaier a observé que la surexpression
du récepteur 5-Hg'dans le striatum (par une approche virale) altéapprentissage associatif dans une
tache de conditionnement opérant (Mitchell, Sexton, et Naign 2007)(Mitchell, Sexton, et Neumaier
2007).

On retrouve des effets des antagonistes dans d’autresaloes de la cognition. Molher at. ont
par exemple démontré que le PRX-07034, un autre amia¢ du récepteur, augmente I'alternance
spontanée et diminue les persévérances dans un lathgien croix, reflétant un effet potentiel sur
l'inflexibilité cognitive (Mohler et al. 2012). De méme, dfas auteurs ont analysé les conséquences sur
les capacités attentionnelles de I'administration subchagoe du SB399885-T et du SB271046, deux
antagonistes du récepteur 5-HT les animaux traités mettent moins de temps a réappire les
nouveaux criteres lorsque les parametres de la tactengbknt, ce qui semble indiquer encore une fois

une meilleure flexibilité cognitive (Hatcher et al. 300

0 La maladie d’Alzheimer

Le déclin cognitif constitue la premiére manifestatisymptomatique de plusieurs pathologies
neurodégénératives. Parmi celles-ci, la maladie Hdimer (MA) est la cause de démence la plus
commune chez les personnes agées. Cette maladie e¢atmmoent caractérisée par un déficit de la
transmission cholinergique centrale causé par la dégéscence des noyaux du cerveau antérieur basal.
Cette dégénérescence de I'innervation cholinergigaeresponsable en grande partie des symptémes
cognitifs. Ainsi, a I'heure actuelle, les stratégiegrépeutiques tentent de pallier au manque
d’acétylcholine par I'administration d’inhibiteurs ded&tylcholinestérase (AchEs) (tacrine, donepezil,
rivastigmine, galantamine). Dans les stades plus avareés mhaladie, la mémantine (antagoniste des
récepteurs NMDA) est également prescrite pour contf@xcitotoxicité neuronale résultant du
dysfonctionnement du systeme glutamatergique. Ces tragats sont uniquement symptomatiques.
Dans certains cas, ils ralentissent le déclin cdggatis pour autant contrer clairement la progression de

la maladie.
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Les antagonistes du récepteur 5¢Hdu fait de leurs effets bénéfiques sur les processugsiques,
se sont révélés étre des cibles thérapeutiques potdlesepour lutter contre les troubles de la mémoire
associés au vieillissement et a certaines patholaggesodégénératives comme la maladie d’Alzheimer.

Plusieurs modéles murins de la MA ont été dévelopmame I'administration de scopolamine,
un inhibiteur des récepteurs muscariniques par examgli repose sur la théorie cholinergique. Ce
modéle pharmacologique est trés utilisé pour étudiey $ggmptomes cognitifs (Gilles et Ertlé 2000). Dans
ce modele, les antagonistes du récepteur S-lgiéviennent les déficits cognitifs. Cet effet est tres
robuste et a été observé dans de nombreux tests teks lguabyrinthe de Morris ou la reconnaissance
du nouvel objet (de Bruin et al. 2016; Da Silva &égte et al. 2012; Mitchell et Neumaier 2008).
Quelques études ont également exploré les effets sur desahegdle primates non humains agés tels
gue le singe rhésus ou le marmoset. Dans ces modelesntagonistes du récepteur 54-iméliorent
la cognition et la discrimination visuo-spatiale.dJsutre perspective intéressante du développement
des antagonistes du récepteur 546t la découverte de leurs effets synergiques avemlabiteurs de
I'AchE (Wi<ckowska et al. 2016). Enfin, une étude récsugjgére que le récepteur 54§due un réle
essentiel dans le développement de la maladie d’Afnkeeien régulant la morphologie et la fonction

des cils primaires neuronaux (Hu, Wang, et Zhang)2017

0 La schizophrénie

La schizophrénie est une maladie psychiatrique quiaegdp chez le jeune adulte. Parmi les
différents symptémes qui la caractérisent figurent tesubles cognitifs, insuffisamment pris en charge
par les thérapies médicamenteuses existant a I'hewetuelle. Etant donné [laffinité des
antipsychotiques pour le récepteur 5-¢lTcelui-ci a également été étudié dans le contexte lde
schizophrénie.

De nombreux modéles ont été proposés pour étudieckizophrénie chez le rongeur. La plupart
d’entre eux modélisent les symptomes négatifs, commeetrait social et la dépression, ainsi que les
troubles cognitifs. Parmi les modeles pharmacologigpesposés, I'injection de MK-801 (antagoniste
des récepteurs NMDA) permet en particulier d’études déficits cognitifs associés a I'état de psychose

aigue. Dans ce modéle, les antagonistes du récefdiddit se sont montrés efficaces pour restaurer les

déficits mnésiques dans différents tests comme cetuladreconnaissance du nouvel objet (Gravius et
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al. 2011). Les auteurs ont également testé lesteféair le déficit du réflexe d’'inhibition conditionnén
symptdme particulierement observé dans la schizophréf@ibez des sujets contréles, un stimulus
sonore crée un réflexe de sursaut : celui-ci estbérbsi le bruit a été annoncé au préalable par un «
prepulse» alors que, chez des sujets schizophreneprdpulsen’inhibe pas le réflexe de sursaut. Ce
déficit du filtrage sensori-moteur peut étre facilentemodélisé chez le rongeur, on I'observe
notamment dans le modele MK-801. Les antagonistes deptéar 5-H¥ corrigent le déficit de «
prepulse inhibitior» observé dans ce modéle, témoignant d’'un effet susymptome caractéristique
de la schizophrénie (Gravius et al. 2011).

Les antagonistes du récepteur 5¢dht également été étudiés dans d’autres modéles éalide
schizophrénie, comme les rats élevés en isolement qusgmient des altérations cognitives et
neurochimiques qui se rapprochent de celles qui solmservées dans la pathologie chez 'Homme
(Jones, Watson, et Fone 2011). Dans ce modéle, le ABB84;0un autre antagoniste du récepteur,
normalise I'hyperactivité et corrige les déficitsdémorisation dans le test de reconnaissance du nouvel
objet (King, Marsden, et Fone 2008; Fone et Porke88;2@arsden, King, et Fone 2011). D’autres études
ont teste les effets de la modulation du récepteur Ssld@ns le modele d’administration subchronique
de phencyclidine (PCP), antagoniste des réceptetDAl Il s’agit d’'une molécule psychotrope
hallucinogéne qui, comme le MK-801, induit des dtficognitifs similaires a ceux observés dans la
schizophrénie. De nombreuses études démontrent que liaggtnation d’antagonistes du récepteur
améliore un large panel de troubles cognitifs obserdéss ce modéle, comme les performances
attentionnelles, la mémoire a long terme et la flaktB cognitive (Hatcher et al. 2005; Arnt et al. 2010;
de Bruin et al. 2013; Idris et al. 2010). Les antagjesidu récepteur améliorent également la cognition
sociale dans deux modeles de schizophrénie. En effeéte équipe a pu mettre en évidence dans des
modeéles neurodéveloppementaux de schizophrénie chezalke linjection néonatale de PCP et
l'isolement sociale, que les antagonistes du récepteur genti les troubles de la reconnaissance sociale
de la méme facon que la rapamycine. Ces effets pratitgygemblent étre associés a une diminution de
I'activité de mTOR (figure 14). En plus d'offrir unevedle piste thérapeutique pour le traitement des

troubles cognitifs dans la schizophrénie, ces donnéggérent que le recrutement de mTOR par les
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récepteurs 5-Hg au niveau du cortex préfrontal, pourrait contrimuaux troubles cognitifs observés
dans la maladie.

Enfin, les antagonistes du récepteur semblent aunieffet synergique sur les troubles cognitifs
avec certains antipsychotiques. Le SB271046, par ghegimotentialise les effets de la clozapine etale |
rispéridone pour réduire les déficits de « prépuishibition » (Fija@, Popik, et Nikiforuk 2014).

D’autres études seront nécessaires pour comprenudine précisément le réle du récepteur 5HT
dans la physiopathologie de la schizophrénie, mars istérét comme cible thérapeutique dans la

maladie est indéniable et certains de ses antagesisont actuellement développés en clinique .

FIGUREL4- L'INHIBITION PHAFACOLOGIQUE DU RECEUR -HTs CORRIGE LES DEFICCOGNITIF
DANS DES MODELES DEVELOPPEMENTAUX DE SCHIZOPHRENIE.

Le récepteur 5-HTinteragit avec les protéines du complexe mTORQibke a la rapamycine. Cette interaction,
associée a la voie canonique PI3K / Akt / Rhebyitorg a la signalisation mTOR induite par le réeapb-HT, qui sous-
tend les déficits cognitifs observés dans deux ntesléle schizophrénie, celui du traitement néonatdh phencyclidine
et celui de I'isolement social post-sevragedessiné a partir de Meffre et al 2012.
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La forte densité des récepteurs 54H¥ans le striatum a soulevé la question de son imfoa
dans les processus de récompense et les comportemaépendants du striatum au sens large. Ces
aspects ont été essentiellement étudiés par I'’équipeJdan Neumaier a Washington.

Les premieres évidences des fonctions du réceptgprimeé dans le striatum proviennent d’une
étude de 2007 ou les auteurs ont surexprimé le ptear 5-HTF spécifiquement dans I8triatum Dorso-
Médian (SDM)ia une approche virale. Dans la tdche de conditionnentgrérant testée, les animaux
apprennent a presser un levier pour obtenir une géstlie sucre a I'apparition d’un signal lumineux. Les
animaux contréles, comme attendu, pressent de plus es [@uevier au fur et a mesure des sessions de
conditionnement alors que les animaux, qui surexprimientécepteur 5-Hd dans le striatum dorso-
médian, n'améliorent par leurs performances au courstdmps. La consommation de nourriture
palatable et les capacités locomotrices sont par aiflelon affectées par I'expression virale du récepteur
comme les performances dans le labyrinthe de Morres @nnées semblent indiquer un effet délétére
de la surexpression du récepteur ddiapprentissage associatifMitchell, Sexton, et Neumaier 2007).

Dans une autre étude, I'équipe s’est focalisée surdle du récepteur 5-HTdans la réponse
comportementale a la cocaine (Ferguson, Mitchell, etriNaier 2008). La cocaine est connue pour ses
propriétés récompensantes et psychostimulantes. Bllieiit notamment une forte préférence de place.
De méme que précédemment, les auteurs ont utilisé ungraghe virale pour augmenter I'expression
du récepteur 5-Hd en ciblant cette fois I@moyau accumbengNac). Les animaux qui surexpriment le
récepteur 5-Hg dans le Nac ne montrent pas de préférence de pfmg la cocaine. La surexpression
du récepteur pourrait donc interférer avec les priiés récompensantes de la cocaine. Les auteurs ont
également observé que I'injection d'un antagonisterdaepteur 5-Hd, a 'opposé, facilite I'acquisition
d’'une préférence de place ala cocaine. Ces résid@tlent démontrer une implication des récepteurs
5-H localisés dans le Nac, dans la modulation de la réemise aux drogues, potentiellemewia un
effet sur 'apprentissage associatif (Ferguson, MitcletINeumaier 2008).

Dans le striatum, le récepteur 5-kd@st exprimé aussi bien dans les neurones épinewaitle t
moyenne exprimant le récepteur D1 (voie directe) que fésepteurs D2 (voie indirecte). Afin de

déterminer plus précisément quelle sous-populationurenale est impliquée dans les effets du
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récepteur, I'équipe de Neumaier a utilisé des coustions virales portant un promoteur enképhaline
ou dynorphine pour observer, respectivement, une egsion spécifiquement dans les neurones de la
voie indirecte ou directe (Brodsky et al. 2016). Waespression du récepteur 5-klflans les neurones
du Nac exprimant les récepteurs D2 diminue de pre$H@d% la quantité de cocaine auto-administrée
dans un protocole de conditionnement opérant utilisantratio fixe. En revanche, aucune modification
du point de rupture dans un protocole de ratio progsésou la quantité de « travail » & fournir pour
obtenir la méme dose augmente aux cours du tempsstn@bservée. La motivation semble donc
conservée. Les auteurs proposent que le récepteurr@oiaugmenter la sensibilité des rats aux
propriétés récompensantes de la cocaine. Ceci ex@tajt qu'ils s’autoadministrent une plus faible dose
gue les contrdles pour obtenir une réponse subjextsimilaire. En accord avec cette hypothése, ils ont
observé une augmentation de la préférence de place pesidoses faibles de cocaine mais pas pour les
doses plus élevées (Brodsky et al. 2016)

Dans une deuxiéme publication, I'équipe de Neumaerpenche sur les récepteurs 5eHT
exprimés dans les dNEMs et les INEMs du striatum da¥d@n ou dorsolatéral (DMS et DL
démontrent que l'augmentation de I'expression de Ssld@ns les iIMSN dans le striatum dorsomédian
ralentit significativement I'apprentissage d’'une tacli® conditionnement opérant (Eskenazi et
Neumaier 2011a).

Collectivement, ces données semblent indiquer un mdlportant du récepteur 5-HJ exprimé
dans le striatum dorsal et ventral, dans la modulatiome de lI'apprentissage associatif et de la
récompense. Notons cependant que ces études indtiisar surexpression du récepteur, on ne peut
pas exclure que le récepteur surexprimé ne se congppas exactement de la méme facon que le
récepteur endogene. Ces résultats sont donc a coneid@rec précaution, il reste beaucoup a faire pour

élucider la fonction exacte du récepteur 5¢lBins la récompense en condition physiologique.

Une seule étude s’est penchée sur les conséqueneeka dnodulation pharmacologique du
récepteur 5-H sur I'interaction sociale chez le rongeur. Dansacttle, les auteurs ont caractériseé les
effets d’'un nouvel antagoniste du récepteur sur dégition et le comportement social dans différents
modéles. Dans un modele d’autisme ou les souris sonéssde méres traitées a I'acide valproique, les

auteurs ont démontré que linjection subchronique d’antagoniste du récepteur rétablit le temps
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passé en contact social (de Bruin et al. 2016). Ces txgualiminaires ouvrent la voie a I'étude du rble

du récepteur 5-Hgdans le comportement social et les troubles du sped&d’autisme.

La sérotonine étant bien connue pour son implicati@mslles troubles de I'humeur, la question de
I'implication du récepteur 5-HT5’est rapidement posée. Les antagonistes et les agemdit récepteur
5-HE ont été largement étudiés dans le contexte de I'ankiét la dépression.

o Dépression et anxiété

Dans le test de la nage forcée, les antagonistesndienit 'immobilité des animaux et augmentent
le temps de nage, indiquant un effetAntidepressive -like aussi bien chez des animaux contrdles que
dans des modéles de dépression (Hirano et al. 20@%0@ owska 2010, 2007; Weso@owska et Nikiforuk
2007). Wesolowskat al. ont démontré que I'injection de SB258585 directemdans I'hippocampe
produit le méme effet dans le test de la nage forcéeidqudnt I'importance de cette structure dans les
effets observés (Weso@owska 2007). De plus, la m@uaige éa démontré que ces effets sont
indépendants de l'innervation sérotoninergique car laidé du systeme sérotoninergique n’a aucun
impact (Weso@owska 2007; Weso@owska et Nikiforuk 2007

Par ailleurs, Suarez-Santiago at ont étudié les effets de la modulation pharmacologigte
récepteur dans un modele de dépression majeure ingar I'injection subchronique de kétamine. Dans
ce modele, un traitement aigu avec un agoniste ou aotagoniste du récepteur 5-HTnduit le méme
effet antidépresseur dans le test de la nage forcée (&1&antiago et al. 2017).

De nombreuses autres équipes ont étudié les agonistesrécepteur 5-Hi et des effets
« antidepressive-like similaires a ceux induits par la fluoxétine ont été emsvidence dans différents
paradigmes de dépression (Carr, Schechter, et Ldki;2Veso@owska 2010; Jastrz<bska-Wi<sek et al.
2015; Nikiforuk, Kos, et Weso@owska 2011; Sveramireggsd. 2007). De plus, I'équipe de Paul Geengard
a démontré que la co administration d’'un antagoniste récepteur avec la fluoxétine neutralise les
effets antidépresseurs de cette derniére (Svenningssbal. 2007). L’activation du récepteur 5eHT
semble donc indispensable aux effets antidépresseuls flaoxétine.

0 Stress post-traumatique

Les effets des antagonistes du récepteur -t également été étudiés dans un modéle murin de

conditionnement de peur provoqué par I'administratioe dhocs électriques dans un environnement
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donné. Ce protocole induit une peur contextuelle gei traduit par I'immobilisation de I'animal («

freezing»), lorsqu’il est placé dans I'environnement conditi@, et une augmentation généralisée de
'anxiété. Il s’agit d’'un modéle tres utilisé dans I'étude stress post-traumatique. Dans ce modele,
I'injection du SB399885 (antagoniste du récepteur g}td€croit 'anxiété mesurée dans le labyrinthe
en croix surélevé et diminue feeezingdes animaux placés dans le contexte associé a la pbrat{am

et al. 2015). Ces effets anxiolytiques ouvrent la patde nouvelles pistes thérapeutiques dans le

contexte du stress post traumatique.

Historiguement, I'hypothése que l'effet inhibiteuredla fenfluramine sur l'appétit est lié a la
sérotonine a stimulé l'intérét et la recherche sarrble de ce neurotransmetteur dans la satiété (Voigt
et Fink 2015). Le récepteur 546t exprimé dans des régions du SNC qui jouent erdaiis le contrble
de l'appétit, comme I'hypothalamus. De fait, il semblecpie le récepteur soit impliqué plus dans la
modulation de la satiété, comme l'ont démontré différest études portant sur I'obésité (D. Heal,
Gosden, et Smith 2011).

o Obésité

La premiére indication que les récepteurs Ssi@uvent jouer un rdle dans la régulation de la prise
alimentaire provient d'études réalisées par Kevimé&@t ses collegues. Cette équipe a montré que
I'administration de siRNA en ICV ou l'injection d’antagonidtesecepteur réduisent la prise alimentaire
(Woolley et al. 2001). De nombreux ligands du récepteulldeHt depuis été étudiés pour leur capacité
a promouvoir la satiété aussi bien chez les animaa¥s que dans des modéles d'obésité. Les
antagonistes du récepteur 5-klihduisent une réduction dose dépendante de la prismantaire. Cet
effet hypophagique est proche de celui de la subitrasnimolécule de référence pour la réduction de la
prise alimentaire dans le cadre de I'obésité (DalH&osden, et Smith 2011).

D’autres auteurs comme Frisas et al. ont montré que dgsnistes sélectifs du récepteur
induisent également une réduction de la prise alimémtaassortie d’'une diminution de la masse
graisseuse de 31,7% dans un modele d’obésité cheat |f-isas et al. 2006; D. J. Heal et al. 2008;
Kota\ska et al. 2018). Les contrdles permettent de détmer que cet effet n'est pas lié a un désordre

digestif mais passerait bien par une augmentation deatgét® (D. J. Heal et al. 2008; Fisas et al. 2006;
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Kota\ska et al. 2018). Globalement, ces études permdtide conclure que les ligands des récepteurs

5-HTEréduisent la prise alimentaire.

Pour conclure, I'ensemble de ces résultats sugggre le récepteur 5-HTest impliqué dans la
modulation des processus cognitifs et dans la régulaten’humeur (troubles affectifs, dépression,
schizophrénie); ils semblent également étre liés a delreunx comportements motivés (comportement
alimentaire, comportement addictif, etc.). Les priradgs applications thérapeutiques potentielles des
ligands du récepteur sont le traitement de I'obésité et tlesibles métaboliques associés, les troubles

cognitifs, en particulier de I'apprentissage et de lanmaére dans les démences comme la MA.

B- R6le dans la modulation de la neurotransmission

Différentes études ont permis d’identifier les effata récepteur 5-Hisur différents systémes de
neurotransmission qui pourraient a l'origine de son pliwation dans différents désordres

comportementaux décrits précédemment.

Les antagonistes du récepteur 5¢E sont montrés particuliérement efficaces pour traies |
déficits cognitifs induits par I'administration d’agenanticholinergiques (exemple du modele
scopolamine) (Riemer et al. 2003). Ce constat a été Iet @ départ de I'étude du lien entre le
récepteur 5-HJ et la transmission cholinergique.

Wooley et al. ont tout d’abord démontré que I'injection ICV d'oligotémtides antisens du
récepteur induit des changements comportementaux geliyent étre bloqués par un antagoniste des
récepteurs muscariniques, suggérant un réle du réeep dans la modulation de la fonction
cholinergique (Woolley et al. 2001). De méme, Iiste pro-cognitifs des antagonistes du récepteur 5-
HTs sont abolis par les antagonistes muscariniques. dbomant ces données comportementales, des
études de microdialyse ont démontré que linhibiti@u récepteur provoque une augmentation
significative des niveaux d’acétylcholine dans differentestures cérébrales. Les effets pro-mnésiques
de linhibition du récepteur pourraient donc étre leflet d'une augmentation de la transmission
cholinergique. De plus, l'inhibition du récepteurtentialise la capacité du donepezil (inhibiteur de

I'acétylcholinestérase) a élever les taux extracellakid’acétylcholine. Ces effets sur la transmission
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cholinergique pourraient étre a 'origine de I'améhtion des fonctions cognitives observée dans les
modeles animaux de la MA et chez les patients co-trai#es le donepezil (Herrik et al. 2016).
Cependant, le récepteur 5-El@st peu exprimé dans les neurones cholinergiqueggétant des

effets indirects.

Des études de microdialysent révélé qu'en plus de son réle fonctionnel danssiestéme
cholinergique, le récepteur 5-peut également moduler d'autres systemes de neurotraission. Ces
études ont ainsi démontré que I'administration d’un aggie du récepteur bloque la libération de
glutamate, alors qu’un antagoniste augmente les niveadraeellulaires de glutamate dans le cortex et
I'hippocampe (Dawson, Nguyen, et Li 2000; H. Y. Wanlg 2016; Tassone et al. 2011). Ces effets sont
abolis par l'infusion de tetrodotoxine mais ne sont paféectés par la modulation du systeme
cholinergique. L'inhibition du récepteur 5-§Haugmente donc la transmission excitatrice et cdeef
semble étre en amont de I'élévation du taux d’acétylchmlin

Par ailleurs, les récepteurs 5443ont connus pour étre exprimés dans les interneusone
GABAergiques. Ainsi, une étude de microdialyse a montré I'qdeninistration d’'un agoniste du
récepteur induit la libération de GABA dans le corteszcle rat. Il est donc possible que l'inhibition du
récepteur par ses antagonistes induise une leveaein IGABAergique a 'origine de 'augmentation des

transmissions glutamatergique et cholinergique.

Enfin, certaines études démontrent une implication dkcepteur dans la transmission des
monoamines. Lacroix etl. ont démontré que le SB271046, (antagoniste du réceptetl®) produit
une augmentation significative des niveaux extracelletade dopamine et de noradrénaline, sans effet
sur la sérotonine (Lacroix et al. 2004). Cette obseonadi été reproduite récemment par Mogk al. qui
ont observé une augmentation des niveaux extracellutaide dopamine dans le cortex préfrontal
médian suite a I'administration d’idalopirdine, un antagste du récepteur qui fait I'objet d’études
cliniques pour différentes applications (Mark et2017).

Par ailleurs, des effets synergiques entre certaimsgonistes du récepteur 5-H&t d’autres
drogues neuromodulatrices ont été observés. Aing,datagonistes du récepteur 5-fJotentialisent

I'élévation de dopamine dans le striatum induite par les amphétasi(Dawson, Nguyen, et Li 2000).
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Le méme type de potentialisation est observé avetaies antipsychotiques, comme I'haloperidol et la
risperidone (Z. Li et al. 2007). Ces résultats suggéjue le blocage combiné des récepteurs -EIT
D2 contribue de fagon synergique a la libérationddg@amine induit par I'hnalopéridol et la rispéridon
dans le mPFC ou I'hippocampe. Ces données démon&emiuveau le potentiel thérapeutique des

antagonistes des récepteurs 54;1pour ameéliorer la cognition dans la schizophrdfigure 15).

FIGURE 15- HYPOTHESE MECANISTIQUE DES EFFETRIPRS BEEG'INHIBITION PHARMACOLOGIQUE DU
RECEPTEUR 5¢HT

Plusieurs études ont démontré que le I'inhibitiomgsmacologique des récepteurs 544iE la sérotonine augmente
les niveaux extracellulaires de glutamate (GLU)d@naline (NA), dopamine (DA) et acétylcholinéhjACet effet

en particulier sur les niveaux d'acétylcholine séenbous tendre les effets pros cognitifs des antagtes du
récepteur sur la mémoire. Etant donné la diminutide libération de GABA également observée, on peppeser
gue le blocage du récepteur induit une levée dahibition GABAergique tonique sur les systémes de
neurotransmission précédemment cités. Ainsi I'augtagion de la libération de glutamate pourrait pariper dans

un second temps a la stimulation de la libératicAah, DA et NA et réciproquement. Le récepteur bgdEsede
donc une position cruciale pour moduler a la fas kystémes inhibiteurs et excitateurs. Les flectmges
représentent la synthése des études de microdialysmsemble du schéma illustre une hypothése méstagque.

C-Le paradoxe des ligands du recepteur 56HT

Comme mentionné précédemment, certains agonistes agtagonistes du récepteur 5-HT
présentent des effets similaires la prise alimerdgagt la régulation de I'humeur. Ce paradoxe a sésci

un intérét considérable et plusieurs hypotheses été proposées a cet égard.
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Tout d'abord, I'action des composés considérés contigands de référence du récepteur 5eHT
pourrait étre due a l'activation d'autres cibles. En &ffeertains de ces composés ont également
démontré une affinité modérée pour d’autres cibles,apteurs de la sérotonine ou autres (Karila et al.
2015).

Par ailleurs, Heal et col proposent que la stimulatpar des agonistes pourrait induire son
internalisation et sa dégradation menantfinea une inhibition de sa signalisation (D. J. Heal. &008).
Ce processus de désensibilisation pourrait expligles effets similaires des agonistes et des
antagonistes dans certains paradigmes.

Enfin, il est important de noter que les agonistes diagonistes sont classiquement définis en
regard de leurs effets sur la voie. Geur impact sur les autres voies de signalisatiossciées au
récepteur ne sont pas toujours connus. Une partie effsts contradictoires des ligands du récepteur
pourrait donc venir de la mobilisation de voies densigsation différentes et compétitives. De plus, la
plupart des molécules utilisées en tant qu’agonistes ggralement des agonistes inverses du récepteur
(Deraredj Nadim et al. 2016a). On peut donc supposeurgupartie des effets bénéfiqgues de ces
molécules passe par l'inhibition de I'activité constitutdeecertaines voies de signalisation.

Pour conclure, I'élaboration d’outils pharmacologiqyess spécifique est nécessaire pour une
meilleure compréhension des mécanismes sous-jacelasradulation du récepteur 5-HTLes ligands
biaisés notamment, dont le développement est en plesaar a I'heure actuelle permettront d’identifier
avec précision les voies de signalisations asso@éeseffets physiologiques de la modulation du
récepteur, aboutissant a la création de nouveaux compdbkésapeutiques aux effets secondaires

minimisés (Karila et al. 2015).
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A. Géneéralités sur Les troubles du spectre de l'autssm

o Diagnostic comportemental

Les TSA se composent d'un panel de troubles psyahiasid’'origine neurodéveloppementale. Leur
prévalence ne cesse d’augmenter. Elle est évaluéecas sur 100 dans la plupart des pays (Baird et al.,

2006).

Le diagnostic de TSA est basé sur le comportemenigeied la présence de symptdomes primaires

comprenant :

Des déficits persistants dans la communication etriesractions sociales
Un répertoire de comportements, d'intéréts ou d’actdg, restreints et répétitifs (inclut les

stéréotypies motrices et I'inflexibilité cognitive).

Ces symptdmes apparaissent au cours des trois presiannées de vie et causent des altérations
importantes du fonctionnement normal de I'individu eée sa scolarisation. Des comorbidités sont
fréqguemment décrites, comme I'anxiété, des déficits cofmitine susceptibilité aux crises d’épilepsie,

des troubles de la coordination motrice ainsi que dgréssivité.
0 TSA et biomarqueurs

Les TSA rassemblent une population de patients présemtasnisymptdmes comportementaux
similaires mais d’étiologies diverses. De ce fait, drouwye une variabilité interindividuelle tres forte
dans I'expression de la maladie. Cette hétérogéneetdd I'identification d’un biomarqueur commun
particulierement difficile. On retrouve néanmoins cents particularitésneuroanatomiques et

neurochimiquesrécurrentes. La caractéristique anatomique la mieoguinentée est I'augmentation
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du volume des hémispheres corticaux et de certairigians sous-corticales comme I'amygdale et
I'hippocampe. Cette macrocéphalie est accompagnée dauggnentation de la circonférence cranienne
(Courchesne, 2002; Hazlett et al., 2005). Ce symptdetouvé chez le jeune enfant, persiste jusqu’'a
'age de 5-6 ans, stade auquel le volume cérébral rejaitrajectoire de développement typique (Ecker
2017). En lien avec ces études d'imagerie, Courckeémat ont observé une augmentation de plus de
67% du nombre de neurones dans le cortex préfrodiahfants atteints de TSA (Courchesne et al. 2011)
Les analyses post-mortem ont également permis de raedtr évidence une augmentation de la densité
des épines dendritiques dans les lobes frontaux, pamé et temporaux (Hutsler et Zhang 2010; Forrest,

Parnell, et Penzes 2018)

En lien avec ces anomalies neuroanatomiques, les traVémagerie par Résonance Magnétique
fonctionnelle (IRMf) ont mis en évidence des altératiorslal connectivité cérebrale (Ecker 2017). En
particulier, I'étude du réseau de repos fait ressortiewdiminution de la connectivité antéro-postérieure

associée a une hyperconnectivité des circuits corstriataux (D. Li, Karnath, et Xu 2017)

Il est nécessaire de préciser que si ces anomaliesoaeatomiques et fonctionnelles sont
retrouvées dans la majorité des cas d’autisme, il texides sous-populations présentant des
caractéristiques opposeées. Les enfants avec un $8#&ig a un lourd retard mental manifestent le plus
souvent une diminution du volume cérébral. Ainsiges observations sont intéressantes pour avancer
vers une meilleure compréhension de la physiopatg@ades TSA, elles ne peuvent pas servir en tant

gue marqueur diagnostique.

De nombreuses études ont essayé d’identifier desmaimueurs sur la base d’échantillons
biologiques comme le sang et la salive. Si ces étgdeheurtent encore une fois au facteur limitant de
I'hétérogeneité de la population, un marqueur a cependpatétre identifié de fagcon récurrente. En
effet, on retrouve uneaugmentation des taux sanguins de sérotonine dars%2 a 47%des cas en
fonction des publications (Muller, Anacker, et VeendtaemderWeele 2016; Kuperman et al. 1985;
Abramson et al. 1989; Cook et al. 1990; Leventhal @080; Leboyer et al. 1999)ne telle convergence
malgré la diversité des TSA est frappante et pose latipuede I'implication de la sérotonine dans la

physiopathologie des TSA. Enfin, certains polymierpls touchant en particulier des génes de la
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plasticité et du développement neuronal, ainsi que dgsnes des systemes glutamatergique et

ocytocinergique sont fréquemment observés.

A ce jour, aucun biomarqueur diagnostic n’a été migeidence. Les études de protéomique et
de transcriptomique, réalisées sur des échantillonssdag, d'urine, de salive et méme de liquide
céphalorachidien, sont en plein essor et constituent wéritable espoir pour lidentification d’'un

marqueur des TSA.

Le traitement des TSA constitue un enjeu humain, satiét économique majeur. A I'heure
actuelle, I'éventail thérapeutique est trés restreint etcam des traitements envisagés n'a montré
d’efficacité curative. Les thérapies existantes viseahalles symptdomes, dans le but d’améliorer
I'apprentissage et le développement afin d’optimiser lessitmgités d’'insertion sociale.

0 Thérapies comportementales

Plusieurs thérapies comportementales ont été développégssychothérapies, thérapies
cognitives, interventions sensorimotrices, ou orthgpigues. Le seul traitement a avoir démontré une
efficacité tangible sur les symptbmes primaires,idé@lpar plusieurs études, est lintervention
comportementale précoce, dite méthode ABA #Applieda®@r Analysis# (Reichow et al. 2012; Linstead
et al. 2017)(Roberts 2011). Cette thérapie se baseesuptincipes fondamentaux de I'apprentissage
opérant et de la motivation, afin de renforcer les comements désirés et éteindre les comportements
déviants. On peut dire qu'il s’agit du traitement deééfnce de I'autisme a I'’heure actuelle.

o Traitements pharmacologiques

Il existe trés peu de traitements pour I'autisme, et audantre eux n'a d’efficacité sur les
symptémes primaires (déficits de communication, comporénts sociaux, intéréts restreints). Les
traitements pharmacologiques existants visent donc les@mes comorbides. Parmi les plus
prescrits, figurent les antipsychotiques (risperidoraxjpiprazole) qui ciblent I'agressivité et
'automutilation, les anxiolytiques (benzodiazépines) paaigner l'anxiété et les troubles du
sommeil, les psychostimulants (méthylphénidate) powpéractivité parfois associée, ainsi que des

antiépileptiques et des antidépresseurs (soin des phoktedes TOCs). Ces traitements ne sont pas
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spécifiques a l'autisme et engendrent de nombreymptomes secondaires parfois trés invalidants
(gain de poids, sédation, nausées, diabéte, dyskisgsizes pistes alternatives sont actuellement
exploitées en recherche clinique (ocytocine, bumédah et préclinique (modulateurs allostériques
des récepteurs mGlu4 et 5) mais pour le momentHarmacologie n’offre pas de solution pour le
traitement des déficits sociaux caracteristiques l@ritisme (Masi et al. 2017). La découverte de

nouvelles cibles thérapeutique représente donc umje& majeur pour les années a venir.

FIGURE 16- DIAGNOSTIC DE TROUBLES DU SPECTRIERE EABRINCIPAUX TRAITEMENTS.

Le diagnostic des TSA est a I'heure actuelle exelusint basé sur le comportement, et requiéere la giése de symptémes
primaires, souvent accompagnés de symptémes sedoeslal e seul traitement efficace pour améliores Bymptdmes
primaires est une thérapie comportementale, baséels&apprentissage opérant, 'ABA (Applied Behavidrallysis). Il est
donc urgent de développer de nouvelles stratégtasrapeutiques pour une meilleure prise en chargs gatients avec
TSA.
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Aucune étiologie commune aux TSA n’a a ce jour léiéement identifiée. L’hypothése la plus
probable est celle de la concordance entre prédispasitiénétique et des facteurs environnementaux
déclenchant. Le fait que des causes tres hétérogenasargent vers I'expression d’'un méme spectre
de trouble indique le recrutement d’'un mécanisme pdtigique commun. Différentes théories
explicatives existent a différents niveaux, aussi lpgychanalytique, que cognitif ou développemental.

o0 Facteurs génétiques

Dans une minorité de cas, la présence d’altérationsomosomiques (duplications 15q11-q13, 2q37,
22911.2 et délétions 22g13.3) ou de mutations de gen@ragile X, sclérose tubéreuse,
neurofiboromatose, syndrome de Rett) permet de défunire origine génétiqueclaire (Betancur 2011).
Si ces exemples d’autisme syndromique ne représentprg 10% des sujets, la récurrence de
I'apparition de ce trouble au sein de certaines fagsilindique néanmoins une place importante de la
génétique dans I'étiologie de la pathologie. Des étud@ssociation pangénomiques réalisées sur des
cohortes de patients ont permis d’identifier des gertent les polymorphismes sont fréequemment
associés aux TSA. Plusieurs familles de génes attiofenbien précises ont ainsi éte identifiées. Dans
un premier groupe, on retrouve des genes impliquéssile contréle déa prolifération cellulaire En
particulier des génes suppresseurs de tumeurs quef un rdle crucial dans la modulation de la
prolifération des progéniteurs neuronaux, comme lesnmbees de la voie mTOR (TSC1/2, PTEN, NF1).
Un deuxiéme cluster contient des génes impliquéssdartontrole de l&ranscription et de la traduction
comme MECP2 et FMR1. Finalement, un grand nombrertkesgapliquégléveloppement du systéeme
nerveuxet latransmission synaptiquesont retrouvés comme, par exemple, NLGN3/4, SHANRZN1

et PTEN.

0 Facteurs environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux ont été liés mague de développement des TSA. Tout
d’abord, de différents produits chimiques exogénesserits dans I'air, I'eau et le sol ou les produits
ménagers ont été identifies. Parmi les plus souventenicause par les études épidémiologiques, on
peut citer les organophosphates, une classe de pést; ainsi que les phtalates présents dans les
produits plastiques et les polychlorobiphényles, casgnts chimiques polychlorés, utilisés comme

isolants électriques. La pollution de l'air a égalemén¢ étudiée comme facteur favorisant le
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développement des TSA. Cette derniere est cependarst discutée, car souvent corrélée au statut
socio-économique et fait donc probablement partie d’'ursemble plus large d’éléments qui conféerent
dans leur ensemble une augmentation du risque.

D’autres facteurs de risques majeurs, bien identifidheéure actuelle, sont la prise de certains
médicaments pendant la grossesse. L'acide valproigaédinent antiépileptique) a été mis en cause
dans le déclenchement de l'autisme. Le thalidomidedit&ment prescrit dans les années 1950 aux
femmes enceintes comme anti-nauséeux, induit des malformaticongénitales associées a un fort
risque de développer un TSA. Comme pour l'acide vajpegila prescription de thalidomide est
maintenant strictement interdite aux femmes enceintegpis les cinq derniéres années, un nombre
croissant d’études mettent en relation la prig&nhibiteurs de la recapture de la sérotoninet une
augmentation significative du risque de développer UBAT En outre, la santé et la physiologie
maternelle durant la grossesse sont des éléments paidi@ment importants. La nutrition pendant la
grossesse semble jouer un rdle : la consommation déafolique et d’acides gras polyinsaturés ou de
vitamines a par exemple été associée a une réductionstjue de développer un TSA. Enfin, certaines
infections virales maternelles sont connues pour raegter le risque d’apparition des TSA. Plus
précisément, la production d’anticorps maternels semitcause. Plusieurs éléments convergent vers
une théorie de la neuro-inflammation, suggérant uderdle la du systeme immunitaire et de la glie
durant le développement des TSA.

L'ensemble des facteurs précédemment cités a un point mmam ils interférent avec
développement du systeme nerveux central. Ainsi, tessnécanismes prédisposant au déclenchement
des TSA convergent clairement vers la théorie neureligpementale.

o Théorie neuro-développementale

Comme je l'ai discuté précédemment dans le chapitdedlaltérations précoces du développement
du systéme nerveux central menent a des anomalies deohmectivité neuronale et constituent un
facteur étiologique majeur de différents troubles psychimies. Certaines études démontrent
également que la période d’exposition a ces factagtsdéterminante.

Chacune des grandes étapes du développement du ceraedé associée aux TSA. D’'une part, la
macrocéephalie observée chez un grand nombre de patienfaugmentation du nombre de neurones

dans le cortex préfrontal suggemne prolifération excessivedes progéniteurs neuronaux ou une
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diminution de l'apoptosgKaushik et Zarbalis 2016; Courchesne et al. 201Q7)2Q@amigration
neuronale semble également étre altérée : on retrouve des posilements neuronaux anormaux
notamment au niveau cortical (Reiner et al. 2016). is,pine méta-analyse récemment publiée a mis
en évidence une contribution de mutations du géne aeekline, une protéine qui joue un réle crucial
dans la migration et le positionnement correct des neur®nerticaux (Z. Wang et al. 2014). On observe
par ailleurs des anomalies du nombre et de la morpb@ des épines dendritiquesdans les TSA.
Plusieurs hypotheses ont été avancées. Frith a pgépm défaut de I'élimination synaptique durant les
phases embryonnaires (Frith 2003, 2004). Thomas enalprposé que ce défaut d’élagage précoce
s’accompagne d’'un exces élagage plus tardif durantdiesd (M. S. C. Thomas et al. 2016).

Ces anomalies du développement cérébral conduisentna altération des réseaux dont la
fonctionnalité est indispensable a l'expression d'un edpire comportemental adapté. Plusieurs
théories cognitives ou comportementales ont été proposépsur expliquer les déficits

comportementaux observés chez les sujets avec TSA.
0 Théorie de I'esprit

La théorie de I'esprit est un modéle trés étudié poamprendre les déficits cognitifs dans I'autisme.
Elle désigne la capacité a comprendre les états mentabjestifs d’autrui, et les mécanismes cognitifs
qui permettent la reconnaissance des émotions et lgnition sociale. L’enfant acquiert cette capacité
au cours de son développement jusqu’'a 6 ans. D&saiibns de la connectivité corticale pourraient
donc directement affecter I'apprentissage social nécessau développement d’'un comportement

social adapté.
0 Théorie du déficit de récompense sociale

Selon cette théorie, les altérations neurodéveloppenades convergeraient vers une atteinte du
systeme de récompense sociale sous-tendant une perteaillance de stimuli sociaux (Chevallier et al.
2012). La stimulation sociale étant un élément tres ingat pour le développement et I'expression
d’'un répertoire comportemental adéquat, I'altération de systéme pourrait a elle seule étre a I'origine

d’'une cascade de déficits expliquant le phénotype dangcizalité.
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Le systéme de récompense sociale fait partie du sysigloteal de récompense qui est a I'origine
des effets renforcant et récompensant de stimuli naigr(nourriture, interactions sociales) ou artificiels
(drogues d’abus). Il est composé de différents nxydu systéme méso-cortico-limbique incluant le
noyau accumbens, I'aire tegmentale ventrale, I'hypddnaus latéral, le septum et le cortex préfrontal
(Loseth, Ellingsen, et Leknes 2014). La dopamine rstl®transmetteur principalement impliqué dans
les effets renforcant de ce systéme, alors que leepéeurs Mu des opioides contribuent a la qualité
hédonique du stimulus (Le Merrer et al. 2009). La palérité de la recompense sociale figure dans sa
modulation spécifique par I'ocytocine etdarotonineet les récepteurs Mu des opioides (Pellissier et al.
2017)

En faveur d’une altération de ce systeme dans le§ plisieurs études d’imagerie fonctionnelle
ont montré chez les sujets autistes un défaut d’activatiancatcuit méso-cortico-limbique par rapport
aux groupes témoins dans une tache de go/no go réamge par des stimuli sociaux (Kohls et al. 2013;
Scott-Van Zeeland et al. 2010). Par ailleurs, lorkadesualisation seule de stimuli sociaux, un déficit
d’activation tres marqué est observé dans ces mémes zddesnéme, tres précocement, quand des
enfants au développement typique préféreront dirigeur attention visuelle sur des stimuli sociaux
présents dans une image, les enfants souffrant dsmé ne présentent pas de préférence, leur regard
S’attachant autant, voire plus, aux objets non sociaexd€rnier point démontre une altération précoce

de la saillance des stimuli sociaux.
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FIGUREL17- DEFICIT ACTIVATION DU SYS'E DE RECOMPENSE IEGARD DE STIMULI JAUX CHEZ L
PATIENTS AVEC TSA.

Les schémas représentent les zones cérébrales astigé maniére différentielle chez les patients atte de TSA par
rapport aux contréles lors de I'anticipation etui ta réception de récompenses sociales (gauchehowétaire (droite).
La latéralisation des réponses cérébrales (hémisplikoit ou gauche) n'a pas été prise en compte psionplifier la
représentation. La comparaison des modéles d'adtivetérébrale pour la récompense sociale et morétagévéle une
hypoactivation du circuit fronto-striatal compreniages régions clés pour la récompense telles quenkéex cingulaire
antérieur (ACC), le noyau accumbens (Nac) et leecputhmen (CPu) chez les patients atteints de T8&régions du
cerveau appartenant aux circuits de récompense sumtignées en orange. AMG, amygdale; d ACC =laiégortex
antérieur dorsal; d IPFC = cortex préfrontal daasidal x; HPC / EC = hippocampe / cortex enthgril@l= cortex
insulaire; MB = mésencéphale; MFG = frontgyrus alg@FC = cortex orbitofrontal; paraCC = corteagigulaire ; PC
= cortex pariétal; pCC = cortex cingulaire postéri®CG = gyrus précentral ; PG = gyrus paratapmuique; SFG =
gyrus frontal supérieur; STG = gyrus temporal sepérvPFC = cortex pré frontal venti@lapres Pellisier et al 2017 Br
J Pharmacol.

De nombreux modéles animaux ont été mis au poingrpetude des différentes facettes des
TSA. lIs présentent I'avantage de permettre desstesntrolés de facteurs pathogénes spécifiques sur

la pathologie et de les corréler avec les résultawsnportementaux. Ainsi, les modeles animaux sont
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indispensables pour avancer sur la compréhensiolagysiopathologie des TSA et la mise au point de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

Un bon modéle doit répondre a différents criteresul d’abord, la validité d’aspect correspond
a la similarité entre les signes et symptdomes expsardans la maladie et retrouvés dans le modele.
Ensuite, la validité prédictive nécessite I'expressiaine réponse similaire aux traitements utilisgrs
clinique. Enfin, la validité de construction ou viadidhéorique représente le degré de similarité daes |
mécanismes qui sous-tendent la maladie dans le modétsher 'Homme. Dans les TSA, les validités
théoriques et prédictives sont trés difficiles a vérifietaré donné qu’a I'exception des cas d’autisme
syndromique, aucun mécanisme physiopathologique commia été clairement identifié, et qu’aucun
traitement n'améliore les symptémes primaires. La plupdes modeles animaux est donc basé sur
I'exposition a des facteurs de risque connus ou suruéation de genes dont les polymorphismes ont

été associés a la maladie.

La deuxieme démarche consiste a muter des genesiwrpour leur implication dans le
comportement social. Dans ce contexte, les souris tignément invalidées pour le récepteur Mu des

opioides Oprmt’”-) nous ont servi de modéle de TSA durant ma thése.

i. Les souris génétiquement invalidées pour le récepteur klles opioides modéle de TSA

0 Les récepteurs Mu des opioides

Les récepteurs Mu appartiennent a la famille des réeers des opioides avec les récepteurs
Delta et Kappa. Les trois récepteurs appartiennent apegamille des RCPGs canoniquement couplés
a la protéine Gi. Comme pour les récepteurs sératergiques, 'activité fonctionnelle de ces récepteu
est finement régulée par des partenaires protéiquasa 8e jour aucune étude n’a caractérisé de facon
globale I'interactome du récepteur Mu, des interactidosctionnelles avec de nombreuses protéines
ont été identifiées. Il est important de souligner quarmi ces protéines on retrouve deux partenaires
communs avec le récepteur 5-HT

D’une part, le récepteur Mu interagit avec NF1. Unedét fonctionnelle a démontré que NF1
régule 'activation de la voie Ras par le récepteur Mnsdles neurones épineux de taille moyenne de la
voie directe. L’interaction entre NF1 et le récept®lm participe ainsi a la sensibilisation des souris aux

effets psychomoteurs et récompensant de la morphine éXial. 2016).
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Par ailleurs, GPRIN1 interagit également avec le récepthur Geet al. ont montré que
I'expression de GPRIN1 stabilise I'expression du réceu dans les radeaux lipidiques, potentialisant
ainsi sa signalisation. De plus, cette interaction acdesiteffets de la stimulation du récepteur sur la

pousse neuritique (Ge et al. 2009).
o Expression et fonction des récepteurs Mu des opiade

D’un point de vue anatomique, técepteur Mu eslargement exprimé dans le systeme nerveux
central, particulierement dans le cortex, le systeme loule et le tronc cérébral (Le Merrer et al. 2009).
Il est intéressant de constater que les récepteurs sdum ppécifiquement exprimés dans des structures
clefs du systeme de récompense, comme le le noyaurabens, I'aire tegmentale ventrale, 'amygdale
et 'habénula. Ainsi, de nombreuses données expénimles montrent I'implication des récepteurs Mu
dansles processus de récompens&ssociés a des renforcateurs naturels (alimentaisesuels) ou

artificiels (drogues d’abus)(Le Merrer et al. 2009).
0 Récepteur Mu et comportement social

Les comportements sociaux sont conservés au cout®dalution et retrouvés chez la plupart
des mammiferes. lls jouent un réle crucial pour laveude I'espece. De méme que la reproduction ou
I'alimentation, I'interaction sociale est un comportentenaturellement récompensant, aux vertus
hédoniques et renforcantes aussi bien chez I'humain ghez le rongeur (Trezza, Campolongo, et
Vanderschuren 2011; Panksepp et Lahvis 2007; CQedttaget Schechter 1992). De nombreuses
évidences indiquent que les récepteurs Mu sont au cdeula régulation du comportement social. Des
études pharmacologiques réalisés sur différenteséesg (primate, rat souris, campagnole) ont
démontré que I'injection systémique d’antagonistes D@0, naloxone) des récepteurs Mu induit une
diminution des comportements sociaux (nombre et durées interactions, toilettage, jeu,
comportement maternel) et de la détresse de séparation a(gse des vocalisations)(Trezza,
Campolongo, et Vanderschuren 2011; Carden, Barr, ®rH0891). D’autres travaux chez le campagnole
(espece monogame) indiquent que I'administration damagoniste des récepteurs Mu dans le noyau
caudé et le putamen abolit la préférence pour le partenaiabituel (Burkett et al. 2011). De méme, une
étude réalisée chez le rat a démontré que l'infusitennaloxone, dans le NAc abolit la préférence sociale

tandis qu’'une infusion de morphine augmente les cont@ments sociaux associés au jeu (Trezza,
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Campolongo, et Vanderschuren 2011). La manipulatiwarmpacologique des récepteurs Mu module
donc le comportement social. Il a également été obsealvéz le macaque rhésus qu’un polymorphisme
induisant un gain de fonction (augmentation d’expies$ des récepteurs Mu induit un accroissement
de l'attachement a la mére chez le jeune primate (tridgpar une augmentation du temps passé en
contact social)(Barr et al. 2008). Ces données cheirrial indiquent que les récepteurs Mu jouent un
réle crucial dans un vaste répertoire de comportengesbciaux, allant de I'attachement a 'interaction
avec les congéneres. En lien avec ces données, émde chez I'Homme a démontré qu’un
polymorphisme du récepteur Mu (A118G) est associgadifférence de sensibilité au rejet social. Une
autre étude d'imagerie chez I'humain utilisant l&J]carfentanil, un ligand radiomarqué spécifique des
récepteurs Mu, a montré une activation prononcée de mEepteurs dans différentes structures liées
au systeme de récompense durant des expérience®gé social ou au contraire d’acceptation (Hsu et
al. 2013). Ces résultats suggérent une implication plere du systeme opioide et en particulier du
récepteur Mu dans la gestion des comportements societude la recompense sociale chez 'Homme,
en faisant un candidat de premier intérét pour I'étude I'étiologie et le traitement de l'autisme
(Pellissier et al. 2017; Loseth, Ellingsen, et Lekne$)201

0 Les souris génétiquement déplétées en récepteur Mpfm1-)) comme modele d’autisme

Des mutations du récepteur Mu ont été observées dagrsaines cohortes de patients souffrant
de TSA (base de données de S&ARI, https://www.simonsfoundation.ojg/En lien avec cette
observation, les souris invalidées pour le réceptewuraux opioidesdprm1’ récapitulent la plupart des
symptdbmes comportementaux essentiels au diagnostic dethologie (Becker et al. 2014). En effet,
dés 8 jours, les souriceaux isolés de leur mére é&neimoins de vocalisations, et celles-ci ne sont pas
influencées par la présence de traces olfactives degpant a la mere a la difféerence des animaux
controles (Moles, Kieffer, et D’Amato 2004; Woéhr e28l11). De méme, lorsqu’on laisse le choix entre
deux nids aux petits séparés de la mére, ces dermiergrésentent pas de préférence pour le nid de la
meére par rapport a un nid de provenance inconnue. Ces résudtamontrent un déficit précoce dans le
domaine de l'attachement et de la communication socialel’age adulte, les souri®prm” ne
montrent pas de préférence sociale et affichent un déficit tdliaction sociale directe marqué

(diminution de la durée et du nombre des contacts aog) (Becker et al. 2014). Ces souris présentent
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donc des altérations dans un large panel de comportesesociaux comprenant I'attachement, la
communication et I'interaction sociale. On observe pileurs la présence de stéréotypies motrices
(secouements de la téte, toilettages répétitifs) et unidiéfde flexibilité cognitive (persévérations lors
de I'exploration d'un labyrinthe en Y). De nombreymptdémes secondaires sont également observés,
comme une augmentation de l'anxiété, de l'agressjvité déficit de coordination motrice et une

susceptibilité accrue aux crises d’épilepsie (Beckat. 2014).

Ce modele récapitule donc un large panel de symptoprepres a la pathologie, confirmant le lien
entre les récepteurs Mu des opioides et les TSAifiargt son utilisation dans le domaine de la recherche

pré clinique (Pellissier et al. 2017)

B. La sérotonine dans les TSA

Comme je l'ai mentionné précédemment, le biomarqueder plus robuste des TSA est
I'hypersérotoninergie. Si celle-ci semble avoir une pegplutdt périphérique, on peut rappeler que
jusqu’a la fermeture de la barriere hémato-encéphadégla sérotonine d’origine périphérique et extra-
embryonnaire joue un role important dans le développeindn systéme nerveux. Ainsi, un nombre
croissant d’études montrent que la prise d’inhibiteurs lderecapture de la sérotonine durant la
grossesse constitue un facteur de risque majeur poutéeeloppement des TSA (Gemmel et al. 2017)
(Devlin et al. 2005; Hervas et al. 2014; Huang et Santa2gei)..

Par ailleurs, on retrouve une association positive dlymorphisme 5-HTTLPR situé dans le
promoteur du gene SLC6A4 (codant pour SERT) aveasiéamiliaux de TSA (Gadow et al. 2013; Cook
et al. 1997; Sutcliffe et al. 2005; Cho et al. 2003uyti@ho et al. 2004; McCauley et al. 2004). Ce
polymorphisme induit une diminution de I'expressida SERT et donc une augmentation du taux de
sérotonine dans la fente synaptique. Wassatlal. ont démontré que ce polymorphisme est associé a
une augmentation du volume cortical observé chezdefants avec autisme. Ce polymorphisme est
également associé a une augmentation de I'activatied’amygdale en regard des stimuli sociaux chez

les enfants avec TSA, faisant écho avec la théor@tait de récompense sociale (Wiggins et al., 2014)
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Finalement, les études montrent que la déplétion en tryptapé aggrave les comportements répétitifs

et l'irritabilité chez des sujets atteints de TSA (Mcipewet al., 1993, McDougle et al., 1996)

Dans leur ensemble, ces données semblent indiquarmguélévation du taux de sérotonine joue
un réle important dans la pathogenése des TSA. On pgaler qu’un exces de sérotonine induit une
augmentation de la prolifération des progéniteurs neoaux, associée a une diminution de la mort
neuronale, des défauts de migration, ainsi que desnaalies de la cytoarchitecture neuronale et de la
morphogenese des épines dendritiques. Chacune de caenalies fait €galement partie des marqueurs
neuropathologiques des TSA. Il se pourrait donc kpleeration de I’'homéostasie sérotoninergique

durant le développement soit un des mécanismes a iioeigles TSA.

En lien avec cette théorie sérotoninergique de I'aus des modéles animaux ont été mis au
point pour étudier la corrélation entre hypersérotonimge et trouble du comportement social.
Veenstra-VanderWeelet al. ont généré une sourikhock-iri pour un polymorphisme de SERT associé
aux TSA dans un étude précédente. En plus de présantglévation du taux sanguin de sérotonine,
ces souris montrent également une absence de préféeesuriale, des altérations de la communication
sociale (analyse des vocalisations émises par lesceaux lors de la séparation maternelle) et des
stéréotypies motrices (Veenstra-VanderWeele et al., 201€3 souris génétiquement déplétées en SERT
ont été tres étudiées (Bengel et al. 1998). On retmohez ces souris une diminution de la sociabilite,
associée avec une anxiété accrue et une diminution déotainance sociale (Murphy et Lesch 2008;
Moy et al. 2009). On peut noter que, le croisemens deuris SERTavec une lignée haploinsuffisante
pour PTEN aggrave la macrocéphalie et le déficit dabilité de ces souris (Page et al., 2009). Ces
résultats corroborent I'hypothése selon laquelle I'aitéwde SERT doit étre contenue dans une certaine
plage pour assurer un fonctionnement norma, et l'altésa du fonctionnement de SERT accroit la

vulnérabilité aux TSA.

Par ailleurs, des phénotypesautistic like» ont été rapportés dans un grand nombre de lignées
murines génétiquement déplétées pour des protéinegiques du systeme sérotoninergique. Par
exemple, les souris dépourvues de Tph2 présenterg diminution de la communication sociale

(diminution des vocalisations et de I'exploration st€) ainsi que des déficits apparents dans la
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mémoire sociale et une inflexibilité cognitive (Kaneakt2012; Del’Guidice et al. 2014; Mosienko et al.
2015). Les souris dépourvues de MAQmontrent quant a elles une diminution de l'interactisaciale,

de I'émission de vocalisations et une inflexibilitgitive (Bortolato et al. 2013)(Bortolato et al., 2013

De plus, on retrouve des anomalies du systeme sé@iatrgique dans certains modéles murins
de formes syndromiques d’autisme. Par exemple, éesis exprimant la duplication 15q11-q13 (modéle
d'une forme d’autisme syndromique évoquée précédemthemontrent une augmentation de la
concentration de sérotonine dans la zone ventriculaireaditile développement (Waage-Baudet et al.

2003).

Ces modeles animaux suggérent donc que l'altératiorsykteme sérotoninergique conduit a
I'expression de troubles comportementaux et confere uminérabilité pour le développement des TSA.
L’hypothese la plus probable permettant d’expliquer |&sts déléteres sur le comportement social des
anomalies du systeme seérotoninergique est leur impaet dans le développement de la circuiterie
impliguée dans ce comportement. Dans ce sens, de phedti interactions entre les systemes
sérotoninergiques et ocytocinergiques ont été mis efidénce notamment par le laboratoire du Dr.
Malenka a Stanford (Ddlen et al. 2013; Délen 2015).

Le role de I'ocytocine dans le comportement soctdlaerécompense sociale a été trés étudié ces
derniéres années. En patrticulier, il semblerait qegerécepteurs ocytocinergiques exprimés dans le Nac,
en agissant de concert avec la dopamine, soienspgtisables a I'expression d’une préférence sociale
(Dolen, 2015). Des anomalies au niveau de ce systéme gientrrdonc sous-tendre des déficits du

comportement social.
0 Interaction des systemes sérotoninergigue et ocyinergiques durant le développement

Plusieurs études ont démontré l'importance de l'infiee mutuelle de la sérotonine et de
I'ocytocine pour le développement harmonieux de cesuiisc Eaton et al. ont démontré que I'injection
post-natale d’ocytocine chez le campagnol augmente lasiié des axones sérotoninergiques dans
'hypothalamus antérieur et ventromédian ainsi que dans I'gdale (Eaton et al. 2012).

Réciproquement, plusieurs études ont montré que I'imgéeotoninergie diminue le nombre de cellules
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ocytocinergiques (McNamara et al. 2008; Martin, Liu, eng/2012)(McNamara et al., 2008, Martin et
al., 2012). Ces études apportent la preuve d’'une etd@on entre les systémes sérotoninergiques et
ocytocinergiques durant le développement. Des anonsalie I'un ou I'autre de ces systemes pourraient

avoir un impact direct sur le comportement a I'ageukie.
o Interaction du systéme sérotoninergique et ocyto@rgique a I'age adulte

L'étude des drogues « pro sociales » (aussi appelaesctogenes) dans des modéles animaux a
permis de révéler des mécanismes neuronaux cruciaux [@ comportement social. En particulier, les
études sur la MDMA (3,4-méthylene dioxyméthamphétamigei bloque le SERT, ont mis en évidence
l'interaction entre les systémes sérotoninergiques et ocyergiques. En effet, 'administration de
MDMA augmente les taux plasmatiques d’ocytocine cheatleeffet bloqué par la pré-administration
systémique d'un antagoniste du récepteur 5:Kd{lThompson et al., 2007). De méme, 'augmentation
des comportements sociaux induite par le MDMA estiliab par la pré-administration (ICV) d'un
antagoniste des récepteurs de I'ocytocine (Thompsoml. 2007; Kuteykin-Teplyakov et Maldonado
2014). Ces résultats suggerent que le systeme sanogogiqgue module le comportement sociah la
régulation de la libération d’ocytocine. Cette madiibn semble étre réciproque. En effet, Yoshida et al.
ont démontré chez le rongeur que certaines cellulestminergiques du raphé expriment le récepteur
de I'ocytocine, et que la stimulation de ce dernigduit la libération de sérotonine (Yoshida et al02i
En faveur d’'un réle conjoint de ces deux systemeseurotransmission, Délen et ses collegues (2013)
ont montré que la déplétion génétique des récepteued’dcytocine exprimés par les neurones du raphé
abolit la préférence de place conditionnée pour umstius social. En particulier, ces auteurs ont montré
gue les récepteurs présynaptiques de I'ocytocinealisés sur les projections de raphé dorsal au niveau
du noyau accumbens, induisent la libération de 5-HTsdarNac et que l'activation des récepteurs 5-
HTis post-synaptiques est nécessaire pour établir laf¢gnence sociale. Dolen et al. ont ainsi montré
donc que les propriétés récompensantes de linte@etsociale chez la souris requierent I'activité

coordonnée de |'ocytocine et de la 5-HT dans le n@@uwmbens.

Cette interaction entre ocytocine et sérotonine a égaleinété démontrée chez I'Homme ou
I'administration d’ocytocine déplace la liaison du radio memgr [F8F]MPP, un ligand du récepteur 5-

HTia, et augmente la concentration de sérotonine dans le séfMmttolese et al. 2014). Une autre étude

87



indique qu’a I'opposé de ce qui est observé chezdlgsts sains, I'ocytocine ne modifie ni la liaises d

ligands du récepteur 5-HA ni les concentrations plasmatiques de sérotoninezcties sujets avec TSA
(Lefevre et al. 2017). Collectivement, ces études mettenteidence un rble crucial de l'interaction
entre le systeme sérotoninergique et l'ocytocine dalas récompense sociale, et son altération

potentielle chez les sujets atteint TSA.

On peut noter que I'administration intranasale d’ocytociagécemment été étudiée en tant que
traitement potentiel des TSA. Malheureusement, les riggsicliniques et précliniques se sont révélés
peu reproductibles (Alvares, Quintana, et Whitehous®1?). Les altérations du systéme
sérotoninergique observées chez les sujets atteints T®A pourraient expliquer linefficacité de
I'ocytocine. Dans ce contexte, la combinaison de I'atiyi® avec des traitements ciblant le systéme
sérotoninergique parait particulierement prometteuse l&role des récepteurs 5-khlet 5-HTgdans la
récompense sociale a déja été mis en évidence, désutécepteurs de la sérotonine pourraient
également étre impliqués. Le récepteur 5sHBt particulierement exprimé dans le Nac, ou il apgar
réguler 'apprentissage. Une étude préliminaire a détmétes effets bénéfiques d’un de ses ligands sur
l'interaction sociale dans un modéle d’autisme. De plug autre étude a trouvé une association d’'un
variant du récepteur aux TSA. Ces différents élémfamtsdu récepteur 5-Hiune cible thérapeutique
particulierement intéressante a étudier dans le cortéedtu déficit d’apprentissage associatif et les effets

renforgant de la cocaine et du sucrose.
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FIGURE18- PLASTICITE HEROSYNAPTIQUE INLE PAR L'ACTION CO(ONNEE DE L'OCYTO( ET DE L
SEROTONINE DANS LE NOYAU ACCUMBENS (NAC).

Les neurones sérotoninergiques du raphé et ocytagjimeies du noyau paraventriculaire du thalamus ptignt au niveau

du noyau accumbendN@g), ou leur action conjuguée permet d'instaurer ungdession a long terme.TD de la libération

de glutamate Glu). L’inhibition des neurones épineux moyens du Na@q résulte promeut la récompense. Ce mécanisme
semble jouer un réle crucial dans le systtme deomdimense social en particulier, la suppression désepteurs
ocytocinergiques présents sur les projections dphea suffit a rompre la préférence sociale. Ocyteci@XT), noyau
paraventriculaire de I'hypothalamu®YN, sérotonine $-HT), récepteur de I'ocytocine (OXTR), récepteur deéletonine

1b (5-HT1bR), Redessiné a partiiDtiden, et al Nature 2013.
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Le récepteur 5-Hlde la sérotonine a émergé depuis une dizaine d'@srgomme un acteur clef
des processus neurodéveloppementaux. Son réle a&éjais en évidence dans différents mécanismes
clefs comme la migration neuronale et I'initiation kdgoousse neuritiquesia son interaction avec un de
ses partenaires, Cdk5. Plusieurs autres partenairegtifces par notre équipe sont connus pour leur
implication dans les processus neurodéveloppement&®armi ceux-ci, GPRIN1 a attiré notre attention
car il s'agit d’une protéine connue pour interagir eves protéines G! activées et promouvoir la pousse

neuritique.

Dans ce contexte, |€1but de mon travail de thése a été d’étudier le réee ldnteraction entre
GPRINL1 et le récepteur 5-4Jans la différenciation neuronale.

Dans ce cadre, j'ai poursuivi plusieurs objectifs :

8§ Caractériser les sites d’interaction de GPRIN1 aveéckepteur 5-Hd, sa modulation et sa
dynamique d’interaction.

8 Mettre en évidence la fonction de cette interaction): dans la signalisation du réceptewrg
'engagement de la voie Gs) et 2) dans la pousse neugitef la morphogenese de I'arbre
dendritique induites par le récepteur, dans un modelassiquement utilisé pour I'étude de la
différentiation neuronale, les cellules NG108-15ispdans des cultures primaires de neurones
de souris issues de différentes régions cérébraless dasquelles le récepteur est fortement
exprimé (striatum, cortex, hippocampe).

En particulier, le récepteur 5-E&st exprimé dans des zones hautement liées aux psosede
récompense et a la cognition, comme le striatum. Legtions du récepteur exprimé dans le striatum
ont cependant été peu étudiées et son rble dans la régulatie la récompense aux stimuli naturels et
des comportements motiveés reste a mettre en évideride facon intéressante, deux des partenaires du
récepteur 5-Hd, NF1 et GPRINL, interagissent également avec le égepu des opioides laissant
présager une interaction fonctionnelle potentielle emtces deux RCPGs. Le récepteur Mu est un acteur
central des processus de récompense dont le role a ét& tw@éudié dans l'addiction. Plus
particulierement, le récepteur Mu apparait comme un dodateur clef de la récompense sociale. Le

déficit de récompense sociale est un des symptémestdeubles du spectre de I'autisme. Les souris
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génétiguement déplétées pour le récepteur Mu aux opisid®prmi’) présentent des déficits

comportementaux, qui récapitulent les symptémes prireaj et de nombreux symptdémes secondaires
propres aux TSA. Ainsi, ces souris ont été proposéasne modele d’autisme. En corrélation avec leur
phénotype comportemental, ces souris présentent unidéfi’activation du systeme de récompense

mis en jeu par des stimuli sociaux.

Dans ce contexte, je me suis intéressée dans laidmexpartie de ma these au rdle du récepteur
5-HTE dans les déficits comportementaux observés chezdagsOprmX™) et en particulier les déficits

des comportements dépendant du striatum.

Notre premiere approche pour débuter cette étude a étdster les effets du traitement sub-
chronique des souris avec le SB258585 (agonistesawdu récepteur) sur le comportement des souris
sauvages eDprmi1/). Nous avons évalué les effets de ce composé sur :

Le comportement social

La préférence sociale
L’inflexibilité cognitive

Les comportements stéréotypés
L’anxiété

L'apprentissage moteur

w w w W wWw W w

La sensibilité a la douleur
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Les souriknock-in(Kl) 5-Hg®FP/CFRexprimant le récepteur 5-HTusionné a la GFP au niveau de son
extrémité C-terminale, ont été genérées par recombsonaihomologue par I'Institut Clinique de la Souris
(ICS, lllkirch-Graffenstaden, France, http: // wwvs-naci.fr / fr /). Elles ont été fonctionnellement
caracterisées (Deraredj Nadim et al. 2016a). Léarad primaires de neurones ont été réalisées aipart
de souris OF1 provenant de Charles Rivasoratories Les procédures ont été réalisées dans le strict
respect des directives d'utilisation et de soin degraux de I'Université de Montpellier (autorisation
D34-172-4).

0 PLASMIDES PRODUITS CHIMIQUES ET ANTICORPS

Les constructions sauvages (Wt) du récepteur &Hhlimain, étiquetées HA et YFP humain ont été
décrites precédemment (Duhr et al. 2014). Tous lesamist 5-HER ont été générés par mutagenese
dirigée et contrdlés par séquencage. Le plasmide hurG®RIN1 a été construit par sous-clonage du
clone I.M.A.G.E BC052950 (source bioscience) daladmide d’expression eucaryote pRK5. La sonde
CAMYEL a été fournie par la plateforme pharmacologiqUREARE (BioCampus Montpellier, France).

Trois ShRNA dirigés contre GPRIN1, ainsi gu'unfsh&ttréle fusionné a I'eGFP, clonés dans un vecteur
d’expression lentiviral pLKO ont été obtenus auprésSigma-Aldrich. Les particules virales ont été

produites par la Plateforme de Vectorologie de Montigel(PVM, BioCampus, Montpellier, France).

L'anticorps anti-HA conjugué aux billes agarose (clonklA-7) a été acheté auprés de Sigma-Aldrich.
L'anticorps de lapin anti-GPRIN1 (référence 13771-1-APjateintech, I'anticorps anti-G!s de lapin de
Calbiochem (référence 371732), I'anticorps anti-HAate€clone n °© 3F10) de Roche et I'anticorps anti-

MAP2 de souris de Novus biologics.

Le SB 271046, le Way 187181, le KT 5720 et leedeéthyamonium RP-cAMPS proviennent de chez

Tocris Biosciences. La coelentérazine h utiliséer pes expériences de BRET a été achetée chez
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Nanolight Technology (référence 50909-86-9). Ledigep TAT synthétiques (pureté> 90%) ont été
achetés chez Genscript. Les séquences peptidiques Iss suivantes : peptide TATCt320-342 :
YGRKKRRQRRRPLFMRDFKRALGRFLPCPRPRPR ; et peptide nirée co
GRKKRRQRRRPCPCPCPLFRGLARKFDRMFLP.

0 QULTURE CELLULAIRE TRANSFECTION ET TRAITEMENTS

Culture et transfection des lignées

Les cellules NG108-15 ont été cultivées dans du @MEulbecco's modified Eagle's medium)
supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal dialys8% dun = mix
hypoxanthine/aminopterin/thymidine (Life Technologje et des antibiotiques. Les cellules ont été
transfectées en suspension avec la Lipofectamine02(Qdfe Technologies) selon le protocole
recommandeé par le fournisseur. Les cellules onttéaé&ées 5h ou 24h apres la transfection avec les
composés indiqués aux concentrations suivantes 73826 (10 puM), KT 5720 (2 uM), cAMPS-RP (25
uM), TAT Ct320-3422 ou contrble (TAT scrambled)M)L Les cellules ont été utilisées 24h ou 48h

apres transfection.
Culture primaire neuronale.

Les cultures primaires de neurones de striatum, deex et d’hippocampe ont été préparées a partir
d’embryons de souris OF1, aux jours embryonnaifeS fpour les neurones de cortex et de striatum et
17,5 pour les neurones d’hippocampe. Les structurétepées ont été dissociées mécaniquement. Les
neurones dissociés sont ensuite placés sur des lameh verre de 12mm, préalablement coatées avec
de la polyornithine et de la laminine. Les culturest ;&té maintenues dans du neurobasal
(ThermoFischer scientific) supplémenté avec du B2fer(fioFischer scientific), du GlutaMAX
(ThermoFischer scientific) et un cocktail de penieitreptomycine, puis conservées dans un
incubateur au taux d’humidité, de €@t a la température contrdlés (a 37 °C 5%)C@®our les
expériences de mesure de pousse neuritique de 1DA\3 les neurones ont été traités avec le peptide
TATCt22 (1uM) ou le peptide TAT contrble (1uM), 5h ou 2phes ensemencement, puis fixées aprés
1, 2, ou 3 jours de culturi@ vitro (DIV). Pour les expériences de mesure de I'arbtois dendritique a
13DIV, les neurones de striatum on été traités autjpgepTAT Ct22 ou contrble (1uM) a partir de 4 DIV

puis un jour sur deux jusqu'a 13DIV. Pour les @rpées d’extinction de I'expression de GPRIN1, les
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cultures ont été infectées a 3 DIV avec le ShRNANCIBIBRINL ou un ShRNA contrdle eGFP puis lysées

ou fixées a 13 DIV.

0 IMMUNOCYTOCHIMIE ET ANALYSES MORPHOLOGIQUES

Les cellules NG 108-15 ont été fixées dans undisalde PBS ? a 4% de paraformaldehyde pendant
10 min, les neurones ont éteé fixés dans de la paratddehyde diluée a 2% dans le milieu de culture
neuronale, pendant 15mirnLes cellules ont ensuite été incubées dans unetsoiude PBS-glycine
(0,1M) pendant 15 minutes, puis avec I'anticorpsr@ires (souris anti-MAP-2, 1: 1000, lapin anti
GPRIN1 1: 500 ou rat anti-HA, 1: 1000) et avec desaapt secondaires (anti-souris conjugué a
I’Alexa Fluor 488 ou anti-lapin conjugué a I'AlexeoFb94, 1: 1000). Les lamelles ont été montées
dans du mowiol et visualisée avec un microscope dwapidscnece AxiolmagerZl (Zeiss), en utilisant
un objectif 20x. La longueur des neurites a été mésuwa I'aide du plugin NeuronJ du logiciel Image J
(ref). Un minimum de 15 champs de cellules a étélgse par condition, provenant d'au moins 3
expériences indépendantes. La ramification a étélé&a en utilisant une analyse de Sholl semi-
automatisée qui évalue le nombre d’intersectionsipant des cercles concentriques partant du soma
et séparés par un intervalle de 5 *m (SynD, Ma{Bahmitz et al. 2011)Un minimum de 45 cellules

ont été analysées pour chaque condition, provendiaiu moins 3 expériences indépendantes.

0 TECHNIQUEBIOCHIMIQUES

Lyse celullaire

Les cellules NG108-15 transfectées ont été lysées datanpon contenant : 20 mM d'HEPES, pH 7,4,
150 mM de NaCl, 1% de NP40, 10% de glycérol 4 migde dodécylmaltoside, des inhibiteurs de
phosphatases (NaF, 10 mM, Na + -vanadate, 2 mM,-N@rephosphate, 1 mM et "-glycérophosphate,
50 mM) et un cocktail d’'inhibiteurs de protéases (Rgycpendant 1 h sur roue a 4 ° C. Les échantillons
ont ensuite été centrifugés a 15 000 g pendant 15 n@awa 4°C et le surnageant a été transféré dans
un tube propre. La concentration en protéines a enseii& évaluée en utilisant la méthode de dosage

a I'acide bicinchoninique (BCA, sigma).
Immunoprécipitation

1) Immunoprécipitation par I'étiquette HA
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Les protéines solubilisées (1 mg par condition) @@étincubées avec un anticorps anti-HA fixé sur
billes d’agarose. Les billes sont ensuite culog@scentrifugation (xxx rpm, xxx minutes) et lavées

avec du tampon de lyse. Cette étape est répétée § foi
2) Immunoprécipitation par I'étiquette GFP

Les protéines solubilisées (1mg par condition) sectibées avec des billes couplées & un nanobody
dirigé contre la GFP (GFP TRAP®, Chromotek) pendam°th Les billes GFP TRAP® sont ensuite
culotées par centrifugation (xxx rpm, Xxxx minutes) géks 4 fois avec un tampon contenaotnm

Tris/Cl ph 7.5; 500mM NacCl; 0.5mM EDTA. Un dernier lavage avec un tampon centenant 150mM Nacl

est réalisé .

L’élution des protéines immunoprécipitées est réalisé@sidu tampon Laemmli 2X (composition)

avec chauffage a xx °C pendant xx minutes, avant anpirsenmuno-blot.
Western-blot

Les protéines ont été séparées sur minigel de palgjamide a 10% par migration dans un tampon
tris-glycine dans un systéme mini-protean Il (Bioragles ont ensuite été transférées sur membrane
de nitrocellulose Hybond C (GE Healthcare) (méthatte transfert ? Semi sec ? L’appareil
biorad ?,tampon ?). Aprés une étape de blocage dAn¥BS contenant 0,1% de Tween-20 et 5% de
lait écrémeé /BSA, les membranes ont été incubéasda@t une nuit a 4 ° C avec I'anticorps primaire
dilué dans un tampon TBS contenant 0,1% de tweert2®% de BSA (anti-GPRIN1 1: 500 de lapin,
anti-Gsa 1: 500 de lapin, anti-HA de rat ? 1: 10083. membranes ont ensuite été lavées trois fois
dans du TBS-Tween et incubées avec I'anticorpsskie dilué dans du TBS-Tween avec 5% de lait
(anticorps secondaires conjugués a la peroxydaseadert (HRP) anti-rat ou anti-lapin, 1/5000, GE
Healthcare). L'immunoréactivité a été détectée parectiluminescence ameéliorée (réactif de
détection ECL plus, GE Healthcare) et développéesgraen systéme « chemidoc® » (Biorad). Les

bandes révélées ont été quantifiées par densitométikaide du logiciel ImageJ.

0 EXPERIENCES DE BAHDLUMINESCENCE RESONANCE ENERGY TRRANSFER

Analyse de linteraction entre Cdk5-Rluc et 54-MFP
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Les cellules ont été transfectées en suspension avec une quantité fixe de plasmide codant pour la
protéine Cdk5 fusionnée a la luciférase (Cdk5-Riduaihe concentration croissante de plasmide codant
pour le récepteur 5-HT6 fusionné a la YFP (RHFP, de 0 a 20 ng d’ADN / puits) et ensemencées dans
des microplaques blanches a 96 puits (Greiner) a @msite de 50000 ( ?) cellules par puits. Le signal
de BRET de chaque plaque a été mesuré deux fors pr@miere mesure a été faite 24 heures apres la
transfection et une seconde mesure a été realisée d@rés apres la transfection. Afin de mesurer le
signal de BRET, le substrat de la luciférase, la coetame h, a été ajouté a une concentration finale
de 5 "M et incubée pendant 2 minutes.. La luminescessaé de la luciférase et la fluorescence de la
YFP ont été détectées a l'aide d'un Multithread Mithras UB @erthold), qui permet l'intégration
séquentielle des signaux détectés avec deux filtiks(RLuc, 485 + 10 nm, filtre YFP, 530 £ 12 nes). C
valeurs ont été utilisées comme mesures relativesalgsessions totales des protéines étiquetées YFP
et RLuc. Pour les mesures de BRET, I'excitation istada longueur d’onde correspondant a la
luciférase et Les signaux d'émission a 530 nm ont&téés par les signaux d'émission a 485 nm. Le
rapport de BRET a été défini comme la différence eletmrapport d'émission obtenu avec les protéines
de fusion RLuc et YFP co-transfectées et celui obteaa ka protéine de fusion RLuc exprimée seule.
Les résultats ont été exprimés en unités milliBRET fluaaescence totale et la luminescence,
respectivement. Chaque point de la courbe de BRET symrrel au signal de de BRET en fonction du
ratio entre la fluorescence totale la luminescencéate pour chaque condition de transfection. Les

courbes représentent les résultats de 4 expérienceades sur des cultures différentes.
Mesures des niveaux d'AMPc

Les cellules ont été transfectées dans des micramadlanches a 96 puits (Greiner) avec une quantité
fixe de sonde CAMYEL (capteur AMPc composé d'sienff FP-Epac-RLuc dont la conformation change
lors de la liaison AMPCc) et de récepteur 5sHilvec ou sans GPRIN1 (Jiang Li et al, 2007). 248hou
aprés la transfection, la ccelanterazine h a été ajoutéena concentration finale de 5 uM comme
precédemment, la plaque est ensuite analysée apres @imcubation. Le BRET a été mesure en utilisant
un lecteur de plagues Mithras LB 940. L’élévatior’ ABIPc dans la cellule induit un changement de
conformation de la sonde CAMYEL : les deux extrémiéguses de la RLuc et de la YFP s’éloignent,

diminuant ainsi le signal de BRET. L'expression deR-t#fins les cellules NG-108-15 induit une forte
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diminution du signal CAMYEL BRET, par rapport élites transfectées avec un vecteur vide. Cette
observation correspond a une augmentation des tauxMP& en l'absence de stimulation par un
agoniste dans les cellules exprimant le récepteuraetionc été utilisé comme indice de l'activité
constitutive du récepteur 5-HTa la signalisation Gs. Pour les expériences de dgsmse, les cellules
ont été traitées 5 mn avant I'ajout de coelanterzine ad®s concentrations croissantes de SB 271046
ou de WAY 187181.

0 ANALYSETATISTIQUE

Les analyses statistiques ont été réalisées avec leiébgrism4 (GraphPad Software Inc). Les données
ont été analysé via une ANOVA a un ou deux factexlomdes cas, et suivie d’'un tedtposterioride

Tukey.

0/ST(B,(L (7I0(7+20(6/3$57(

0 ANIMAUX ET CONDITIONSHEBERGEMENT

Les souris, males et femelles, sauva@asin1’*) ou invalidées pour le récepteur Mu aux opioides
(Oprm1”), agées de 6 a 8 semaines ont été élevées sur ungénétique hybride 50% 129SVPas - 50%
C57BL/6J (Matthes et al., 1996gs animaux sont stabulés par groupes de 2 a 3 par détpvage de
type T2, la piece d’hébergement est soumise a un g¢gale/ nuit de 12 h (6h a 18h). Les conditions de
température (22+2°C) et d’humidité (40+£10%) sont maintsncenstantes L'acces a la nourriture et
I'eau sontad libitum L’ensemble des procédures expérimentales a étéuévet approuvé par le comité

d’éthique local en matiére d’expérimentation anima@ofnité d’éthique de la PCEA, INRA Nouzilly).

0 TRAITEMENT
Le SB258585 (Tocris) a été administré par injectibrapéritonéale a une dose de 2,5mg/Kg. Les

animaux ont été injectés quotidiennement une semainarg\e début des tests afin d’analyser les effets
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de I'exposition subchronique au composé des le délmg tbsts comportementaux. Les animaux ont

ensuite été injectés chaque jour 30mn avant le dédhes tests

0 TESTSCOMPORTEMENTAUX

La batterie de test comportementaux utilisée a été asmpour analyser les effets du SB258585 sur les
déficits comportementaux des sou@prm1’~ modélisant les troubles observés dans les TSA(Betker
al. 2014). Les troubles du comportement social ot &talués avec le test d’interaction sociale directe
et le test des trois chambres (préférence sociale).dogsportements stéréotypés et restreints ont été
évalués par l'analyse de l'alternance spontanée danslabyrinthe en Y et la quantification des
stéréotypies motrices. Parmi les symptdomes secondainaisété évalués : 'anxiété, (test de suppression
de l'alimentation par la nouveauté, tes d’enfouissemdatbilles), la maladresse motrice (rotarod), et la

sensibilité a la douleur (test d'immersion de la gagu

Test d’enfouissement de billes (« Marble Burrying test »)

Le but de ce test est d’évaluer les stéréotypies d'aifeement suscitées par l'anxiété. Le
protocole a été adapté depuis la publication d’Amo@tacol (Amodeo et al., 2012). Des cages d’élevage
de taille T1 (21x11x17 cm), transparentes, sont prépaavec 5 cm de sciure fraiche sur laquelle sont
disposées 20 billes de verre (diamétre : 1,5 cm) [légement espacées. L'intensité lumineuse de la
piece est réglée a 40 Lux. Les souris sont placé®gdoellement dans les cages recouvertes d'un
couvercle filtrant. Apres 15 mn, les souris sontrésts et le nombre de billes enfouies a plus de 56860 e

compté.

Test d’interaction sociale directe

Ce test permet d’évaluer les comportements sociauxngpees des animaux a I'égard d’'un
congénére inconnu. Chaque aréne (40x40 cm) est dékénpar des parois en polypropylene noires
opagues (H50 cm). Le dispositif est placé sur un plmiofrarouge permettant de mieux visualiser les
animaux lors de I'analyse a postériori des enregmgnts vidéo réalisés a chaque session. L'intensité
lumineuse est fixée a 15 lux pour limiter 'anxiét& dmimaux. La veille du test, les souris sont habituées

a l'arene durant 10 mn. Le jour du test, deux sougsndéme genotype, genre et traitement mais
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provenant de cages d’élevage différentes, sont intréekisimultanément dans I'arene pour une session
de 10 mn. Les enregistrements vidéo sont analgspsstérioriavec un clavier éthologique (viewpoint

Lyon). Les paramétres suivants sont évalués : le nombra étinée des contacts du museau et des
pattes ; le nombre de toilettages totaux et aprés iaetion sociale ; le nombre de redressements, de

mouvements circulaires (circlings), d'attaques et de paites.

Test de I'alternance spontanée dans un labyrintee Y

Ce test permet d’évaluer la flexibilité cognitive@urs d’une séquence d’exploration spatiale. Les
souris sont placées dans labyrinthe en Y, constituérais bras en plexiglas (40x9x16 cm) tapissé de
motifs distincts. Les souris sont placées au centre durilahye durant 5 mn a 15 lux. La séquence
d’exploration du labyrinthe (entrées dans les bras AgtBC) est analyséa postérioria partir des
enregistrements vidéos. Sont dénombrés pour chaque ésad’entrées : les alternances spontanées
complétes (ex : A-B-C), les alternances entre deux(erasA-C-A) et les retours dans le méme bras (ex
: A-A-C). L’augmentation du nombre de persévératialterpances entre deux bras ou retours dans le
méme bras), en absence de troubles de la mémoire deattaou de la mémoire spatiale, traduit un

déficit de flexibilité cognitive.

Analyse des stéréotypies motrices

Pour ce test, les souris sont placées individuellentlamts une cage d’élevage transparente (21x11x17
cm) contenant une couche de 3 cm de sciure durant 10 8ont scorés en direct : le nombre de

secouements de la téte, les redressements, les esfmments (durée et nombre), les mouvements

circulaires et les toilettages.

Test des trois chambres (« test de Crawley »)

Le protocole expérimental a été adapté de (Peca et28l11). Le dispositif de test est constitué d’'une

boite en acrylique transparente divisée en trois chamsbde tailles égales (40 x 20 x 22,5 cm). Deux
portes coulissantes (8 x 5 cm) permettent la cirtata entre les chambres. Des cages grillagées,
métalliques et de forme cylindriques (18 x 9 cm) adilisées pour contenir les souris interactrices. Les

souris interactrices (qui serviront de stimuli sociagent habituées au confinement dans les cages
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grillagées pendant 2 jours (20 minutes / jour). Le jdurtest, I'animal expérimental est habitué au
dispositif pendant 10 minutes (cages métalliques sjdéu bout de ces 10 mn la souris expérimentale
est ramenée dans le compartiment du milieu pendant quéune souris non familiére est introduite
dans une cage métallique dans l'une des chambres l@get qu’un objet (8 x 10 cm) est introduit dans
la seconde cage métallique comme témoin de la noutéaues portes coulissantes sont relevées et
I'animal expérimental est autorisé a explorer libreméappareil pendant 10 min. Le nombre d'entrées
dans chaque compartiment, le temps passé dans chaque chagbhbeenombre et la durée des contacts
du nez avec la souris stimulus ou I'objet (ou la cagtallique, sauf escalades) sont analyg@®stériori

a partir des enregistrements vidéo. La position relatiles souris stimulus est randomisée entre les

groupes pour chaque souris expérimentale.

Test de suppression de I'alimentation en réponse a laveauté (« Novelty Supressed Feeding » ; NSF)
Le test de suppression de I'alimentation en réponda aouveauté permet de mesurer l'anxiété
de conflit. Les souris ont tendance a éviter le cemtecl’aréne, qui est plus éclairé donc anxiogéne, la
présence de granulés alimentaires au centre stimaleentre partie des comportements d’approches.
Apres 24 heures de jelne, les souris sont placédisiduellement dans une aréne (40x40x50 cm) dont
le sol est recouvert de sciure (10 cm). Au centre’al@ihe, éclairée a 100 lux, est placé un mouchoir
blanc sur lequel sont disposés 3 granulés alimentatasdards. La souris est mise dans l'aréne et le

temps que met I'animal avant de se nourrir est quantifié.

Apprentissage Moteur :

La performance d'apprentissage moteur a été évalo@mme décrit précédemment (Le Merrer et
al., 2013). L'appareil utilisé est un rotarod (Bigsealbonne, France) accélérantde 4 a40tr/ minen 5
min. L’axe est recouvert d'un tube isolant pour uneilleure adhérence, son périmeétre externe est de
5 cm. La piece est éclairée a 40 lux. Au jour Jsdasis sont, tout d’abord, habituées & marcher saxé’
rotatif a 4 rpm. L’entrainement dure jusqu'a ce qu'sliauissent rester plus de 180 s. Du jour 2 au jour
5, les souris sont testées a raison de trois essaigidjens séparés chacun par 60 secondes de repos.
Pour chaque essai, les souris sont placées surrtaatf, la rotation commence a une vitesse constante

de 4 tr / min pendant 60 s. Ensuite, le programme ckération est lance, le test est terminé pour une
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souris particuliére lorsqu’elle tombe de l'axe. Le tesgassé sur I'axe rotatif est automatiquement
enregistré. Le temps pendant lequel I'animal reste kaxe en rotation le jour 2 est une mesure de
I'équilibre, de la coordination, de la condition physiqug&volution du temps passé sur le rotarod avant

la chute au fur et & mesure des 5 sessions edfletrde I'apprentissage moteur.

Test de 'immersion de la queue « tail suspension test

L’animal expérimental est immobilisé dans un disposiéfcontention (sachet en tissu). La queue de
I'animal est ensuite immergée dans un bain marie cfé&afune température constante préedéterminé.
Trois températures sont testées successivement C480°C et 52°C. Le temps de latence avant

I'observation d'un réflexe de retrait de la queue est me&sur

0 ANALYSBETATISTIQUE

Les analyses statistiques ont été réalisées en avdodieiel Prism4 (GraphPad Software Inc). Les
données ont été analysé via une ANOVA a un ou deuguiacselon les cas, et suivie d’'un test

posterioride Tukey.
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RESULTATS
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(HAPITRE : LINTERACTION DYNAMIQUE ENTRE LE RECEPHER
ETSES PARTENAIRES PROTEIQUES FACBRNBITECTURE DE
L ARBORISATION DENDRITIQUE

LE RECEPTEBRH Ts INTERAGIT AVEEPRININ VIVO
Dans une étude interactomique précédente, basée approche associant chromatographie

d’affinité (« GST pull-down ») et identification de®téines isolées par affinité par spectrométrie d
masse en tandem (AP-MS), I'équipe a mis en évideneessociation entre I'extrémité C-terminale du
récepteur 5-Hg et un réseau de protéines impliquées dans le dgweément neuronal (Duhr et al. al
2014). Ces candidats partenaires du récepteur canpent GPRIN1, un substrat de Cdk5, connu pour
son réle dans la pousse neuritique, auquel nous remmemes donc intéresses dans cette étude (Figure
1A).

Notre premier objectif a été de vérifier I'interash de GPRIN1 avec la forme entiere du
récepteur. Pour cela, nous avons utilisé un modéttologue, les NG108-15. Il s’agit d'une lignée de
neuroblastome, fréequemment utilisée pour étudier Idifférenciation neuronale. Ces cellules
n’expriment ni le récepteur 5-HTi GPRIN1 de facon endogene, nous les avons dgroreds par
transfection. Nous avons pu observer que GPRINitnominoprécipite avec le récepteur 5-HHA-5-
HTs) dans les cellules NG108-15 (figure 2A), confirniarmirésence d’'une interaction entre ces deux

protéines entiéres dans une contexte cellulaireyitro.

FIGURE 19- GPRIN1 UN NOUVEL INTERACTEUR DU REGHFEEU
(A) Représentation schématique de linteractome du
récepteur 5-Hf impligué dans la dynamique du
cytosquelette d’actine, modélisée a partir de Cytgse (v
2.8.1). Les points gris représentent les partenaires
identifies dans Duhr et al 2014B) Le récepteur 5-HF
GFP a été immunoprécipité (IP) partir de lysats de
cerveaux de souris 5-kfFP/C Fia un systéme GFP TRAP®.
La co-immunoprécipitation de GPRIN1 (Co-IP) a été
révélée en utilisant un anticorps anti-GPRIN1 (IGHFet
'immunoprécipitation du récepteur 5-HIGFP avec un
anticorps anti GFP (IGFP). L'immunoprécipitatiémbin

a été réalisée en utilisant un extrait de protéire
cerveau de souris sauvages (WT). Un immunoblot
représentatif de trois expériences indépendantest es
montré.
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Nous avons ensuite étudié cette interactionvivoavec le récepteur natif en réalisant une co-
immunoprécipitation (GFP Trap®) a partir de lysats deeaeryrovenant d'une sourignock-in
exprimant une version étiquetée GFP du récepteur 5{sduris 5-HF "/CFénérée par le laboratoire).
J'ai démontré une co-immunoprécipitation de GPRIN1 &eveécepteur, nous permettant de confirmer
son interaction avec le récepteur 5-48hdogéne, dans un contexte tissulaire authentiquguieé 1B).
Collectivement, ces résultats indiquent que le réceptBtHE sous sa forme entiére, interagit avec

GPRINI1n vitro etin viva

DYNAMIQUE TEMPORELLE DES INTERACTIONSCBKITET 5-H-IGPRIN1 DANS LES
CELLULES NG108-15
Pour aller plus loin dans I'étude de cette interactiolous avons étudié son évolution au cours

du temps dans les cellules NG108-15.

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que cetterattion suit une dynamique temporelle.
En effet, les expériences de co-immunoprécipitatiiimontrent que linteraction entre GPRINL et le
récepteur 5-Hd est beaucoup plus robuste 48h apres la transfegtmomparé a I'interaction observée
24h aprés la transfection (+ 140 + 15,3 % p_ 0,00Qare 2A). Par ailleurs, nous observons que
I'expression dans les lysats totaux de GPRIN1 et du r&geptgymentent également entre 24h et 48h
(figure 3A). Le ratio d’expression de GPRIN surrBsspon du récepteur reste cependant identique aux
deux temps, indiquant que I'expression des deux prwé varie dans les mémes proportions. Ainsi, il
est peu probable que 'augmentation d'interaction dREN1 avec le récepteur 5dddbservée a 48h
s’expligue uniquement par cette variation d’expressitinest important de souligner que toutes nos
tentatives d’ajout d’'un tag a la séquence de GPRIN1 onttéésan une altération de I'expression de
GPRIN1 a la membrane. De ce fait, nous n’avons pasugiegét’interaction récepteur 5-HIGPRIN1
avec des techniques de BRET ou de FRET.

Dans une étude précédente, notre équipe a étudiddiaction entre le récepteur 5-HEet un
autre de ses partenaires protéiques : Cdk5. L'intéoactécepteur 5-HFCdk5 n’avait cependant été
mise en évidence dans les cellules NG108-15 queap#és la transfection (Duhr et al. 2014) i.e. dans

des conditions expérimentales ou l'association entrBRBN1 et le récepteur est faible. Suite a
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I'observation de la variation d'interaction de GPREN&C le récepteur au cours du temps, nous nous
sommes demandés si l'interaction entre le réceptair Cdk5 suivait également une dynamique
temporelle. Confirmant les résultats obtenus préeéument par I'équipe, jai pu mettre en évidence
une co-immunoprécipitation de Cdk5-mcherry exprintans les cellules NG 108-15 avec le récepteur
5-Hs aprés 24h de transfection. Cependant, 48h aprésalasfection (condition ou I'association entre
GPRINL1 et le récepteur est fortement augmentée)nmbserve pas de co-immunoprécipitation de Cdk5

avec le récepteur 5-HTfigure 2B). Si I'expression de Cdk5 augmente ausocdw temps, a I'image de

FIGURE 20- LES INTERACTIONS DE GPRIN1 ET CDEREZEETEUR SUIVENT UNE DYNAMIQUE TEMPORELLE.

Les NG108-15 ont été transfectées avec le réceptAss-HE seul ou en combinaison avec GPRIANbu Cdk5 mcherry
(B).Les cellules ont été lysées 24h ou 48h apres testextion. Le récepteur a été immunoprécipité erliséint des billes
d’agarose conjuguées a un anticorps anti-HA. La codinoprecipitation de GPRIN1 (Co-IP) a été révéhéetdisant un
anticorps anti-GPRIN1 (IGPRIN), la co-immunopregtipit de Cdk5mcherry (Co-IP) a été révélée ensatili un
anticorps anti-Cdk5 (!Cdk5), et 'immunoprécipitati (IP) du récepteur HA-5-KHavec un anticorps anti HA (IHA). Un
immunoblot représentatif est montré dans le panneswpérieur, et I'histogramme en dessous représentersultats
de l'analyse densitométrique de quatre expérienaedépendantes, les inputs sont présentés sur lagpagivante. Les
résultats ont été analysés par une ANOVA suivie tEghde Tukey, et sont représentés en moyenne M.SP_ 0.05
“P_0.01et p_0.001(C)Les NG108-15 ont été transfectées dans des plaq6gmis avec une dose fixe Cdk5-Rluc
(donneur) et des concentrations croissantes de 5-¥HP (accepteur). Le signal de BRET a été meduet 28h apres
la transfection, la proximité entre Cdk5-Rluc étih-YFP a été évaluée via I'analyse de la saturatiosighal de BRET.
Les mesures représentent les résultats cumulatifg éxpériences.
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ce qui a été mis en évidence pour GPRIN1 et leptéoe 5-HT, le ratio de I'expression de Cdk5 sur celle
du récepteur reste identique aux deux temps (figB&). J'ai ensuite utilisé une technique de BREIF po
confirmer ce résultat. J'ai pu observer une satioatdu signal de BRET dans les cellules coexpri&ant

HTs-YFP et Cdk5-RLuc 24h apres la transfection, owandirla présence d’une interaction spécifique

FIGURE 21- L’EXPRESSION DE 5-HT6, GPRIN1 ET CDEAE\CDURS DU TEMPS.

(A) Les NG108-15 ont été transfectées avec le réceptéds5-HE seul ou en combinaison avec GPRIN1 ou Cdk5
mcherry. Les cellules ont été lysées 24h ou 48hsafadransfection. Les extraits protéiques (inpuisj été déposés

sur gel a quantité de protéines équivalente pouaghe condition. GPRIN1a été révélée en utilisananticorps anti-
GPRIN1 (\GPRIN) le récepteur HA-G-aMec un anticorps anti HA (IHA) et Cdk5 mcherrgcaun anticorps anti Cdk5
(Cdk5). Un immunoblot représentatif est montré dafe panneau supérieur, et I'histogramme en dessepsésente

les résultats de l'analyse densitométrique de traspériences indépendantes. Les résultats sont éspntés en
moyenne £ SEMP _ 0.05 "P_ 0.01 et "p_0.001

entre les deux protéines. Toutefois, 48h apres émsfection, on observe une absence de saturation du
signal de BRET, indiquant I'absence d’interactiortifipée entre le récepteur 5-HIYFP et Cdk5-RLuc

(figure 2B panel bas). Collectivement, ces donnéasbtent indiquer que les interactions entre le
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récepteur 5-Hf et Cdk5 d’'une part, et GPRIN1 d’autre part, sont desgasics dynamiques et que le
récepteur interagit avec I'un des deux partenairedatgon exclusive. Il s’agit, a notre connaissance d’'une
des premieres observations d’'une dynamique temporeli@teraction entre deux partenaires d’'un
RCPG qui s’associent au méme domaine du réceptedoifeine C-terminal dans le cas du récepteur
5-H%, comme nous le verrons par la suite).

LA PHOSPHORYLATION DU RECEFHHIR : ROLE DANS LA DYNAMIQUENDERACTION ENTBPRINETCDOKS
Nous avons démontré que le récepteur 5sHekprimé dans les cellules NG108-15, interagit

séquentiellement avec deux partenaires : Cdk5 etl§PR

Nous avons alors recherché quel mécanisme pouvait -ndre la succession de ces
interactions. Comme je I'ai évoqué dans lintroducti@uk5 phosphoryle le récepteur sur la sérine 350
au niveau de son extrémité C-terminale (Duhr et al.4Z01a phosphorylation est un mécanisme de
régulation dynamique qui peut affecter la conformati@t donc la fonction d’'une protéine. Cette
modification est labile, puisque I'action conjointe dedsdnrs et phosphatases permet aux protéines
d’alterner entre état phosphorylé et dé phosphoryl@ans ce contexte, nous avons émis I'hypothése
selon laquelle cette phosphorylation pourrait jouer tile dans la dynamique d’interaction observé
Pour répondre a cette question, nous avons tout d’'abeétudié I'effet de la mutation du site de
phosphorylation sur l'interaction du récepteur avec RBR1 dans les cellules NG108-15, 48h apres
transfection. Le récepteur 5-6°°A (non phosphorylable par Cdk5) interagit plus fortemeavec
GPRIN1 que le récepteur sauvage (+ 217 + 5 % p_10fafi0e 4). A l'inverse, le mutant 54$PD (qui
mime un état de phosphorylation constitutif) ne recrut@pquement plus GPRIN{@BE + 5% p_ 0,0001,
figure4). Pour confirmer le rble de la phosphondatidu récepteur par Cdk5, et exclure la possibilité
d’'un artefact conformationnel di aux mutations, nous asarhoisi de moduler I'activité de Cdk5 en
surexprimant p35, un des activateurs de Cdk5 (ILsHi. et al. 1994; Duhr et al. 2014; Meffre et al. 2012
La surexpression de p35 induit une diminution detdiaction entre GPRIN1 et le récepteur 5HT
similaire a celle qui est observdans les cellules exprimant le mutant 5s8D, (figure 4), confirmant
gue GPRINL1 interagit préférentiellement avec la forme pbosphorylée du récepteur. L'ensemble de

ces résultats suggére un réle clef de la phosphtiprade la Sef? dans la dynamique d'interaction des

108



partenaires du récepteur 5-H €t en particulier dans le recrutement séquentiel @dk5 et GPRIN1 par

le récepteur.

FIGURE 22- LA PHOSPHORYLATION DU RECEPTEUR SBRMABHEE L'INTERACTION ENTRE LE RECEPTEURGRRINGLET

Les cellules NG 108-15 ont été transfectées aveédepteur 5-Hd sauvage étiqueté HA, (HA-5¢Hdu muté au
niveau de la Ser350 (5-kB1°°A et 5-HFS®D), seul ou en combinaison avec GPRIN1 comme indigna@ssus des
immunoblots. Dans la derniére condition, le récepteauvage a été transfecté avec GPRIN1 et P35 auseunité
activatrice de Cdk5. Aprés 48h de transfection,cielfules ont été lysées et le récepteur a été immpirécipité
avec des bhilles d'agarose couplées a un anticorisH La présence de GPRIN1 et du récepteur anété en
évidence avec un anticorps anti GPRIN1 et anti é¢fectivement. (A) Les images montrent des immuoisbl
représentatifs de trois expériences indépendanteen@es sur des cultures différentes. (B) Les histognes
montrent les résultats de I'analyse densitométriquiges résultats sont représentés en moyenne + SBEPM.0.05
" P_0.01et "p_0.001 vs. condition HA-5-5H GPRINL1.

L’ASSOCIATION BEPRINJAVEC LE RECEPTEUHRTs REQUIERT LE DOMAIREERMINAL ET LA PROTEINE
GALPHAS
Comme cela a été mentionné précédemment, l'interactentre GPRINL1 et le récepteur SetéT

été initialement mise en évidence a partir d'un Gilldown utilisant le domaine C-terminal du
récepteur 5-HFcomme appat (Duhr et al 2014). Afin de confirméenfiortance de ce domaine dans

I'interaction de GPRINL1 avec le récepteur entieysiavons coexprimé la protéine avec un récepteur
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tronqué de la totalité du domaine C-terminal (5¢Tter). La délétion du domaine C-terminal réduit
fortement l'interaction (~-65% par rapport au récepteur BHehtier) mais ne I'abolit, suggérant la
présence d'un autre site d’interaction (figure 4A)inAfle préciser le site d'interaction au sein du
domaine C-terminal, nous avons réalisé des délétionssantes du domaine C-terminal (a partir de
'extrémité C-terminale). Nous avons ainsi montré qBBRIN1 co-immunoprécipitait avec la méme
efficacité avec le récepteur sauvage et un réceptaonqué des 98 résidus C-terminaux (i.e. ne
conservant que les 22 résidus N-terminaux du domakter@inal), démontrant 'importance de cette

séquence de 22 acides aminés dans le recrutemenG&&RIN1. Afin de confirmer son role dans
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I'interaction, nous avons utilisé un peptide interéét correspondant a ces 22 résidus et rendu capable

FIGURE 23- L'INTERACTION ENTRE GPRIN1 ET LEUREE=HPAREQUIERT LE DOMAINE C-TERMINAL ET LTNONERXEC LA PROTEINE
GS

Les NG108-15 ont éte transfectées avec le récepktAw5-HT sauvage, ou mutant, seul ou en combinaison avec
GPRINL. Les cellules ont été lysées 48h apresisféction. Le récepteur a été immunoprécipité eflisant des billes

d’agarose conjuguées a un anticorps anti-HA. Lancotinoprecipitation de GPRIN1 (Co-IP) a été révéteéatilisant
un anticorps anti-GPRIN1 (IGPRIN) et 'immunopréafin (IP) du récepteur HA-5-FHavec un anticorps anti HA

("HA). Un immunoblot représentatif est montré dates panneau supérieur, et I'histogramme en dessougésente
les résultats de I'analyse densitométrique de treigpériences indépendante§d) Résultats obtenus pour le mutant
Gsdead (5-HT/Gdead), le mutant tronqué pour le domaine C-termi@HT6*cter) et le double mutant Gsdead et

tronqué pour le domaine C-terminal ( 5-HCter/Gdead).(B) Résultats obtenus pour les cellules NG108-15 ont
transfectées avec le récepteur HA-5;4@uvage, + GPRINL1 et traitées avec le TAT pefit22 @ avec un scrambled

TAT peptide comme contrble (1uM, 12[E) Résultats obtenus pour les cellules NG108-15 mntsfectées avec le
récepteur HA-5-HTsauvage, + GPRINL1 et traitées avec un vehiculS@Mu avec le SB271046, un agoniste inverse
du récepteur (10mM) pour une durée de 5mn ou 12ts tésultats sont représentés en moyenne + SER. 0.05 44
" P_0.01et "p_0.001



de traverser la membrane plasmique grace sa fusiod@uaine de transduction de la protéine Tat du
virus HIV (TATCt320-342). Le prétraitement des cebwies le peptide TATCt320-342 (1 uM, 12 h) réduit
significativement l'interaction entre GPRIN1 et le réceptedit et la quantité résiduelle de GPRINL1 co-
immunoprécipitée avec le récepteur a partir des celluleddes au peptide est équivalente a celle qui
est mesurée a partir des cellules co-exprimant GPRiINLrécepteur mutant 5-HT6 *Cter. L’ensemble
de ces résultats indique que les 22 acides aminés MH@ux de I'extrémité C-terminale du récepteur
5-H sont importants pour le recrutement de GPRIN1 parélsepteur, mais également qu’'un autre

mécanisme contribue a cette interaction (figure 4B).

Nous avons ensuite recherché cet autre mécanisme dmrdrit au recrutement de la GPRIN1
par le récepteur 5-HT Rappelons que GPRINL1 est connu pour interagir laggarotéines G! activées.
Pour déterminer le role de la protéine G!s, nousoas utilisé un mutant « Gs dead » du récepteur,
incapable d’engager la signalisation dépendante del@G§ait de son incapacité a lier la protéine Gls
activée(Jacobshagen et al. 2014). Cette mutation rétlagisociation de GPRIN1 au récepteur de fagon
similaire & ce qui est observé dans les cellules traitée peptide TATCt320-342 ou exprimant le
récepteur mutant 5-Hg*Cter (~-65% par rapport au récepteur S€htier, figure 5A). Pour confirmer
gue ces deux mécanismes concourent au recrutemerGB&IN1 par le récepteur, nous avons créé un
double mutant « Gs dead » et tronqué pour I'extrém@é&erminale (5-Hs*Cter/Gsdead). On observe
un effet additionnel de ces deux mutations conduisantne réduction de plus de 95% de l'interaction
(figure 4A). L'ensemble de ces résultats suggerelguécepteur 5-Hilrecrute un complexe constitué
de la G!s activée et de GPRIN1 et que la G!s favorgssdciation de GPRIN1 a un site de liaison localisé
dans la partie N-terminale du domaine C-terminal duepeur. Il est important de souligner que,
paradoxalement, cette association a été mise en évigdegn absence d’agoniste. Or le récepteur B-HT
présente un niveau d’activité constitutive trés importatig-a-vis de la voie de signalisation Gs (Pellissier
et al. 2009)(cf intro), c’est a dire qu’il est capabtlladopter en absence d’agoniste une conformation
capable d’'activer la protéine G!s et de ce fait de raderula protéine GPRIN1. En accord avec cette
hypothese, un traitement des cellules NG108-15 pa8B271046 (1 uM, 12 h), un agoniste inverse du
récepteur 5-Hg, réduit fortement le recrutement de GPRIN1 (Figure %®).résultat confirme que
l'interaction récepteur 5-HIGPRIN1 est un processus dynamique qui dépend denfornation du

récepteur et de sa capacité a activer la protéine G!s
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GPRINJAUGMENTE ACTIVITE CONSTITUTGEDU RECEPTEBfHTs ET SON INTERACTION AVEC G
Dans un deuxieme temps, nous nous sommes penchéslesuraspects fonctionnels de

I'interaction entre le récepteur 5-Het GPRINL1 et avons d’abord étudié son impact’aativation de

la voie Gs par le récepteugn utilisant un biosenseur bioluminescent issualeriotéine EPAC (sonde
CAMYEL) permettant de mesurer au cours du tempmiadifications de la concentration intracllulaire
d’AMPc par BRET, jai démontré que la co-expressoiGEBRIN1 avec le récepteur 1) augmente
significativement I'activité constitutive du réceqtr 5-HF (+60,5 + 10,8 mBret p0,0001) 2) augmente
dans les méme proportions la production d'AMPc iitelpar la stimulation du récepteur par un agoniste
le WAY181187, sans changer dernier (3-HWAY : Bg= 9,1 x 16° M vs.5-HE+ GPRIN1 + WAY 5&£C

= 7,4 x 18° M). Ce résultat suggere que GPRIN1 favorise $péeihent I'activation agoniste-
indépendante de la voie Gs par le récepteur B3-BAns affecter la réponse induite par I'agoniste. E
accord avec cette hypothése, I'expression de GPRiihae I'affinité apparente du SB271046 pour le
récepteur et sa capacité a inhiber I'activité congtve du récepteur vis-a-vis la voie Gs (5HTSB :
1Go=9,6 x 168 M vs.5-HE+ GPRIN1 + SB sd€ 1,75 x 13 M, figure 6). Les effets de GPRIN1 sont

FIGURE 24- GPRIN1 AUGMENTE L'ACTIVITE CONSTEBIHBR A LA SIGNALISATION GS / CAMP

(A) L’histogramme représente la concentration cellulareAMPc exprimée en % de la condition §-M&h (signal

BRET de la sonde CAMYEL), mesuré a partir deséthimsfectées avec le récepteur seul ou avec IGP&ttraitées
ou non avec le peptide TAT Ct*22 (10"M) ou un agi@ndu récepteur, le WAY181187 (1 *M, 5m(B)Le panneau
de gauche montre la courbe de dose-réponse pouwtilation du récepteur exprimé seul ou avec GPRiatlson
agoniste le WAY181187. Sur le panneau de droitecdarbe dose-réponse montre l'inhibition de I'adigyv
constitutive par I'agoniste inverse SB258585 loestpirécepteur est exprimé seul ou coexprimé aveRBl1. Les
résultats sont représentés en moyenne + SEM. "F05 OP _ 0.01 et " 'p_0.001.
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observés 48h apreés la transfection alors que laxpression de la protéine n'affecte pas I'activatio

I'affinité apparente de ce

FIGURE 25- GPRIN1 N'A PAS D’EFFET SUR L'EXPRESHERANMIRE DU
RECEPTEUR 5-HT6

Les cellules NG 108-15 ont été transfectées avec le
récepteur5-HJ portant une étiquette SNAP fusionnée a une

fuorophore a son extrémité Nterminale, extracelliuta
(SNAP-5-HJ seul ou avec GPRINIL L’histogramme

représente le signal de FRET émis par le récegdied,

exprimé a la membrane. Les résultats sont représeen
moyenne + SEM. 'P _ 0.05 P _ 0.01 et ""p_0.001.

agoniste-indépendante de la voie Gs 24h aprésdadiection, condition expérimentale ou, rappelons-
le, I'association de GPRIN1 au récepteur est falldei suggere un réle critique de cette interactitams
I'activité constitutive du récepteur vis-a-vis devaie Gs. Corroborant cette hypothése, le traitement
des cellules par le peptide TATCt320-342 aboldlayhent les effets de GPRINL1 sur les taux d'AMPc. |
est important de souligner que I'expression totéieesurée en Western blot) et membranaire (évaluée
par une technique de FRET, figure 7) du réceptetidestique avec ou sans GPRINL1. La potentialisation
de l'activité agoniste-indépendante du récepteurduite par GPRIN1 n'est donc pas due a une
modulation de I'expression du récepteur 546l de sa localisation a la membrane plasmiquen Aé
confirmer le role de GPRIN1 dans I'adoption parélepteur d’'une conformation muté en alanine le
résidu W281, situé au coeur de I&"6hélice transmembranaire du récepteur 5¢1Te résidu, proche
du motif « BBXXB » important pour I'activité congfite de nombreux RCPG, correspond au W272 du
récepteur 5-H7, un récepteur proche du récepteur 544U point de vue de la séquence et présentant
également un niveau d’activité constitutive élevié-a-vis de la voie Gs. Notre équipe a démontré en
2009 que le résidu W272 joue un réle crucial dansHangement de conformation qui permet au
récepteur 5-HT d’activer la protéine G de fagcon agoniste indépamte. En effet, la mutation de ce
résidu en alanine (5-HW?72A) abolit I'activité constitutive du récepteur 5-HPellissier et al. 2009). De

la méme facon, la mutation en alanine du résidu espondant dans la séquence du récepteur B-(3T

114



HTeW?81A), diminue l'activité constitutive du récepteur Sd-$ans toutefois I'éteindre totalement, et
abolit les effets stimulateurs de GPRIN1 sur cattivité agoniste-indépendani@gure 8). Ces résultats
montrent donc une absence d’effet de I'expression @BRIN1 sur un récepteur 5¢Hratiquement
dépourvu d’'activité constitutive et confirment dorgue l'interaction de la GRPIN1 avec le récepteur

affecte spécifiqguement son activité constitutive

L’ACTIVITESS DU RECEPTEDfHTs ETGPRIN1 UN DIALOGUE BIDIRECTIONREL
Pour mieux comprendre le mécanisme par lequel GPRANbrise I'activation constitutive de la voie Gs

par le récepteur 5-H nous avons examiné I'impact de son expressionesigdrutement de la protéine
Gs par le récepteur. La co-immunoprecipitation adeé3s avec le récepteur 5448st significativement
augmentée en présence de GPRINL1 (figure 9). Cet eft aboli par le traitement des cellules par le
peptide TATCt1-22. Il semblerait donc que GPRIN#@ris® une conformation du récepteur qui
augmente son interaction avec la protéine G!s sadmisant par une augmentation de son activité
constitutive. Par ailleurs, la mutation en alanina cesidu W281 décrite précédemment, diminue
significativement I'interaction du récepteur avecR3R1. Il semblerait donc que la conformation active

du récepteur favorise son interaction avec GPRINMIréciproquement augmente a la fois I'interaction

FIGURE 26- LA MUTATION DU RESIDU W281 ABOLIT LES
EFFETS DE GPRIN1 SUR L'ACTIVITE CONSTITUTIVE DU
RECEPTEUR.

(A)  L’histogramme représente la
concentration cellulaire en AMPc exprimée
en % de la condition 5-HBauvage (WT),

mesuré a partir de NG 108-15 transfectées
avec le récepteus-HT, WT ou WA, seul ou

avec GPRIN1(B) Co-immunoprecipitation
(co-ip) de GPRIN1 avec le récepteur 3\WT

ou V\fslA, exprimés dans les NG108-15, 48h
aprés la transfection. Le récepteur a été
immunoprécipité comme décrit dans la figure
3. Un immunoblot représentatif est montré
dans le panneau supérieur, et I'histogramme
en dessous représente les résultats de
'analyse  densitométrique  de  trois
expériences indépendantes. Les résultats
sont représentés en moyenne = SENP.
0.05"P_0.01et p_0.001.
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du récepteur avec la protéine Gs et I'activation migte-indépendante de Gs par le récepteur. Ceci
pourrait illustrer un dialogue bidirectionnel enti&activité Gs agoniste-indépendante du récepteur 5-

HTs et GPRINLI.

FIGURE 27- GPRIN1 AUGMENTE L'INTERACTION DU REGEHRBRAVEC GS
Les NG108-15 ont été transfectées avec le récepkbirs-HT

sauvage, seul ou en combinaison avec GPRINL, &tesaavec le
TAT peptide Ct*22 ou avec un scrambled TAT peptoi@me
contrdle (1uM, 12h). Les cellules ont été lysées 4hes la
transfection. Le récepteur a été immunoprécipité @iisant des
billes d'agarose conjuguées a un anticorps anti-HA. co-
immunoprecipitation de G!s endogéne (Co-IP) a é@dlée en
utilisant un anticorps anti-G!s (!G!s) et I'immunopcipitation
(IP) du recepteur HA-5-Havec un anticorps anti HA ('HA). Un

immunoblot représentatif est montré dans le panneswpérieur,
et I'histogramme en dessous représente les résultid'analyse
densitométrique de trois expériences indépendant8®RIN1. Les
résultats sont représentés en moyenne + SERI. "0.05 "P_
0.01 et "'p_0.001.

L'INTERACTION BEPRINJAVEC LE RECEPTBUIR Ts FAVORISEELONGATION ET LA RAMIFICATION DE

L’ ARBORISATION DENDRITIQUEBA DANS LENG108-15.

GPRIN1 est également connue pour son réle danguage neuritique. Nous avons donc dans un second
temps, étudié le réle du complexe récepteur 5+#EPRIN1 dans la différenciation neuronale. Nous
avons tout d’abord examiné la morphologie des deBuNG 108-15 exprimant le récepteur 5sHh
présence ou en absence de GPRIN1. 24h apres lsféxdion, 'expression du récepteur induit une
pousse neuritique qui est identique en présencearuabsence de GPRINL, corroborant les résultats
obtenus précédemment démontrant une faible assaciatde GPRIN1 au récepteur dans ces conditions
expérimentales. 48h apres la transfection, la coregpion de GPRIN1 avec le récepteur induit a & foi
une augmentation significative de la longueur desumtes et une complexification de I'arborisation
dendritique (augmentation du nombre de branches enen évidence grace a une analyse de Scholl),
comparé aux cellules exprimant le récepteur 5-Kdul(figure 10). Ces effets de GPRIN1 sur la pouss
neuritique et la complexité de I'arbre dendritiqggent supprimés par un prétraitement des cellules pa
le peptide TATCT320-342, démontrant I'importance ‘daefraction physique entre GPRIN1 et le
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récepteur dans ce processus de différentiation nexale. De méme, I'expression de GPRIN1 n’a pas
d’effet significatif sur I'arborisation dendritique desllules exprimant le récepteur 5-5W?8A. (figure
10)
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FIGURE 28- L'INTERACTION DE GPRIN1 AVEC LE REEGBPEEWGMENTE LA POUSSE ET LA DENSIFICAARR@AESATION DENDRITIQUE
A 48H

Les NG 108-15 ont été transfectées avec le récepbeti, sauvage (5-HJ ou muté (5-H;N\1281A), seul ou en

combinaison avec GPRIN1 et/ou un mutant dominamjatié de Cdk5 étiqueté mcherry (Cdk5 DN). Lorsqlee est
indiqué, les cellules transfectées avec le réceptiisauvage ont été traitées avec le TAT peptiti2231uM, 12h).
Les cellules ont été fixées 24h ou 48h apres lasfeartion. GPRIN1 et le récepteur 5;Hht été marqués par

immunocytochimie avec un anticorps anti GPRINIn&tHA respectivement. Le Cdk5 dominant négatifapft en
violet sur la figure(A) Les images montrent des champs représentatifs dis g&périences indépendantes menées
sur des cultures différentes(B) Les graphiques représentent le « branching », udicen de ramification
(correspondant au nombre d'intersections entre tendrites et des sphéres concentriques successi@signant
du soma), en fonction de la distance au soma, engu8h (n=45 cellules/conditior(C) L’histogramme montre les
résultats de la quantification de la longueur desirites en um a 24h et 48h (n|300 neurites/conditio Les résultats
sont représentés en moyenne + SEM. “0.05 "P_ 0.01 et "“p_0.001. Echelle 50 "m. 118



ROLBELADYNAMIQUB’ASSOCIATIODEDKS ETETGPRINAURECEPTEWBRHT6DANS A
DIFFERENCIATI@ESCELLULEB5108-15
A I'image de ses effets sur I'activité constitutive doeggteur 5-H¥, GPRIN1 ne semble jouer un réle

dans la différenciation des cellues NG108-15 queahs la transfection. Dans ce contexte, nous nous
sommes poseé la question du role de la dynamique temimi@dinteraction entre le récepteur 5-HT
d'une part et Cdk5 ou GPRIN1 d’autre part, sur la difféation neuronale. Pour répondre a cette
guestion, nous avons surexprimé un mutant dominant riégke Cdk5 (Cdk5 DN)) qui inhibe I'activité
de la protéine Cdk5 endogene, puis étudié son imgactla différenciation des cellules guidée par le
récepteur, avec ou sans GPRINL1. 24h apres la trarmietaxpression du Cdk5 DN inhibe l'initiation de
la pousse neuritique induite par I'expression du ré&eep 5-HE, confirmant les résultats précédemment
obtenus par I'équipe, de la méme facon en absencemprésence de GPRIN1 (figure 10). 48h apreés la
transfection, on observe que les cellules qui expritne Cdk5DN et le récepteur 5-4dnt émis des
neurites, dont la longueur et la ramification sont sfgritivement augmentées en présence de GPRIN1
(figure 10). Il semble donc que l'activité de CdkShpette de catalyser spécifiquement I'initiation de la
pousse neuritique et que cette activité n’est pas indisggble aux étapes suivantes du processus de
différenciation neuronale, que ce soit I'élongation la ramification de I'arborisation dendritique. De ce
fait, les effets de GPRINL sur la ramification de I'arbreddéque sont aussi indépendants de l'activité
Cdks5.

Comme je I'ai évoqué dans l'introduction, la phospttation du récepteur sur la sérine 350 par Cdk5
déclenche l'initiation de la pousse neuritique viaderutement de Cdc42. Un mutant alanine pour ce
site de phosphorylation (5-H$°°A) n’initie pas de pousse neuritique dans les cellNIEs108-15 tandis
gu’un mutant qui mime une phosphorylation constitutive H3:$°D) initie une pousse neuritiqgue a
24h, semblable a celle observée chez le récepteuvagel (Duhr et al. 2014). Le mutant 5s51°A
conserve une activité constitutive vis-a-vis la voiesi@slaire a celle du récepteur sauvage, tandis que

la mutation en aspartate abolit I'activité Gs du récept@Duhr et al. 2014).
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Nous avons démontré plus haut que cette phosphdigtasemble moduler I'interaction du récepteur

FIGURE 29- LA PHOSPHORYLATION DU RECEPTEUR\E BAGIERIIBE LA POUSSE ET LA DENSIFICATIOBORIEARON DENDRITIQUE A 48H.

Les NG 108-15 ont été transfectées avec le récepiedi], taggé HA, sauvage (HA-5;H3u muté au niveau de la serine

350 (5-Hg§5OA et 5-H'g§50D), seul ou en combinaison avec GPRINL. Les cetintesté fixées 24h ou 48h apres la
transfection. GPRIN1 et le récepteur 5;ldiit été marqués par immunocytochimie avec un amps anti GPRIN1 et anti HA

respectivement.(A) Les images montrent des champs représentatifs des texpériences indépendantes menées sur des
cultures différentes(B) Les graphiques représentent le « branching », dicende ramification (correspondant au nombre
d'intersections entre les dendrites et des sphétescentriques successives s’éloignant du somaljopection de la distance
au soma, en um a 48h (n=45 cellules/conditi¢@) L’ histogramme montre les résultats de la quantificatde la longyeur
des neurites en um a 24h et 48h (n|300 neurites/ddion). Les résultats sont représentés en moyean8EM. P_%@S

" P_0.01et p_0.001. Echelle 50 *m.



avec GPRIN1. Nous avons donc examiné I'impact deplsdgphorylation sur le passage d’'une étape a
I'autre de la différentiation neuronale, en étudiant Fef de I'expression des récepteurs mutés au niveau
du site de phosphorylation sur la morphologie desutes NG108-15, exprimant GPRIN1 ou non, 24h et
48h apres la transfection. Confirmant les donnéespdentes de I'équipe (Duhr et al. 2014), 24h aprés
la transfection, le mutant 5-H¥°°D se comporte de fagon similaire au récepteur saaysandis que le
mutant 5-HFS*CA n’induit pas de pousse neuritique (figure 9). L’esgion de GPRIN1 n’induit aucun
changement sur la longueur des neurites, quel quelsaécepteur exprimé. 48h apres la transfection,
on observe que les cellules co-exprimant le mutanfl&#1°A et GPRIN1 ont émis des neurites alors que
les cellules exprimant le mutant 5-68°°D n’ont pas évolué entre 24h et 48h (figure 11). Gseavve
également que I'arborisation des cellules exprimantietant 5-HFS°D et GPRIN1 ne se complexifie
pas entre 24h et 48h contrairement a ce qui est obsgruér le récepteur sauvage. En revanche, les
cellules exprimant le mutant 5-BE$°°A commencent a développer une arborisation dendritigiost la
complexité est significativement augmentée en présededsPRIN1 (figure 11).

Ces résultats confirment que la phosphorylation duepteur par Cdk5 permet de déclencher
l'initiation rapide de la pousse neuritique, observabie2gh et indépendante de GPRINL. Ils confirment
également que la phosphorylation du récepteur par Cdigst pas nécessaire pour le déclenchement
tardif (au-dela de 24h apreés la transfection) de lagsmuneuritique. Enfin, ils indiquent que le maintien
d'un état constitutivement phosphorylé du récepteurhibe I'extension et la complexification des

dendrites entre 24h et 48h apres la transfection, et #ldek effets morphologiques de GPRINL.

LA POUSSE NEURITIQUE DEPENIADEIVATION AGONISTEDEPENDANTE DE LA VGSEPAR LE RECEPTEHRT
Il est intéressant de noter que les effets de GPRINIaiiation agoniste-indépendant de Gs et la

différenciation neuronale coincident dans le tempdin de déterminer si ces deux processus sont
réellement corrélés, nous avons exprimé différemtmitants du récepteur possédant des niveaux
d’activité constitutive différents, avec et sans GPRtihs les cellules NG108-15. Pour chacun de ces
mutants, nous avons évalué le niveau de productiofMPc induite par I'expression du récepteur
(activité constitutive) en absence ou en présence de GPRINloagueur des neurites, 24h et 48h aprés
la transfection avec ou sans GPRIN1. Apres 24h d'ssipre la longueur des neurites est similaire quel
gue soit le niveau d'activité constitutive du mutant caésé (figure 12A). Ce résultat indique qu'a ce

stade, la pousse neuritique est indépendante du nivdactivité constitutive (vis-a-vis de la voie Gs) du
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FIGURI30- LA POUSE NEURITIQUE DEPEDE L'ACTIVITE COMUTIVE GS DU RECIUR -HT6 A 48t

Les NG 108-15 ont été transfectées différents mutahi récepteur possédant des niveaux d’activitéstibative
différents, avec et sans GPRIN1. Pour chacun demteants, nous avons évalué le niveau de production
constitutive d’AMPc et la longueur des neurite24d et 48h, avec ou sans GPRIN1. Les graphiquesespent

la corrélation entre la production d’AMPc induitarpl’activité constitutive du récepteur, en fonctiode la
longueur des neurites, pour chaque condition denstection, a 24h(A) ou a 48h(B). Les résultats sont
représentés en moyenne £ SENP._ 0.05 "P_ 0.01 et “""p_0.001. Echelle 50 *m.

récepteur 5-Hg confirmant les observations réalisées precédemmuant|’équipe (Duhr et al. 2014). En
revanche, apres 48h d’expression, on observe unegtation entre le niveau d’activé constitutive du
récepteur et la longueur des neurites (coefficieletPearson = 0,94, figure 12B). Il semble donc gréent
24h et 48h, I'élongation des neurites devienne dégemte de I'activation constitutive de la voie Gs pa
le récepteur. Pour confirmer le role de cette aitévconstitutive, nous avons étudié I'impact d'un
traitement des cellules par un agoniste inverserélcepteur sur la pousse neuritique, en absence et en
présence de GPRIN1, 48h apres la transfection. woss appliqué différentes concentrations de
SB271046 sur les cellules NG108-15 pendant 12 dntale les fixer 48h apres la transfection. Le
SB271046, réduit de fagcon concentration-dépendardgeldngueur des neurites dans les cellules

exprimant le récepteur seul et les cellules coexyant le récepteur et GPRINL1 (figure 13).

LA COMPLEXIFICATION DE L’ARBORISATION DENDRINDQUEEIPAR GPRIN1 EST
DEPENDANTE DE LA PKA DANS LES CELLULES NG108-15
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Etant donné la forte corrélation entre I'activité mstitutive du récepteur 5-Hlvis-a-vis de la voie Gs et
les effets de GPRIN1 sur la pousse neuritique néssdBh aprés la transfection, nous avons voulu
déterminer le role de cette voie de signalisatioand la maturation de I'arbre dendritique induitempa
I'expression de GPRIN1 en utilisant différentestétgies : expression d’'un récepteur 5¢H3Fs-dead,
traitement des cellules par le RPCAMP (analogue mairolysable de I'AMPc), ou le KT5720 (inhibiteur
de la PKA). Nous avons démontré que les effets hmggiques de GPRINL, tant sur la longueur des
neurites que la ramification de I'arbre dendritigusgnt abolis dans les cellules exprimant récepteur 5
HTs Gs-dead ou traitées par le RPCAMP ou le KT57QréFi4). Ces résultats suggérent que GPRINL,
en interagissant avec le récepteur, induit une caonfation active de ce dernier capable d’activer @s d
facon agoniste-indépendante ; 'augmentation de I'Pdqui en découle permet le recrutement de la

PKA, qui promeut I'élongation et la complexificatiml’arborisation dendritique.

FIGURE 31- LE SB271046 INHIBE LES EFFETS DSGPRMN1
POUSSE NEURITIQUE DE FACON DOSE DEPENDANTE.

Les NG 108-15 ont été transfectées avec le
récepteur 5-HT sauvage seul ou en combinaison

avec GPRIN1. Les cellules ont été traitées 24h
aprés la transfection avec différentes doses
d’agoniste inverse, le SB27104&B( ou un
véhicule Yeh), et fixées 48h aprés la transfection.
GPRINL et le récepteur 5-Hint été marques par

immunocytochimie avec un anticorps anti GPRIN1
et anti HA respectivement. Les histogrammes
montrent les résultats de la quantification de la
longueur des neurites en um a 48h. Les résultats
sont représentés en moyenne + SENP_" 0.05
“P_0.01let "p_0.001.

Dans ce modéle, il semblerait donc que la successésnétapes de la différentiation neuronale
soit contrélée par I'action séquentielle de voies signalisations distinctes, constitutivement acése
par le récepteur 5-HT L'activité de Cdk5 permet de déclencher l'inibatrapide (en 24h) de la pousse
neuritique. L’activité constitutive Gs du récepteuaugmentée par GPRIN1, induit également
I'établissement d’'un processus de différenciation ranale mais dont l'instauration est plus lente et
n'est pas encore visible en 24h, mais qui est indispble a I'élongation et a la ramification de

I'arborisation dendritique.
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FIGURE 32- LA PHOSPHORYLATION DU RECEPTEUR S35B INHEERLA POUSSE NEURITIQUE ET LA DENSIBEATKRBORISATION
DENDRITIQUE 48H APRES LA TRANSFECTION DES CE{ISJLES 108

Les cellules NG 108-15 ont été transfectées avgitasmide codant pour le récepteur 54£fiqueté HA, sauvage
(HA-5-H¥) ou muté au niveau de la serine 350 (5BFA et 5-HFS®D), seul ou en combinaison avec un
plasmide codant GPRINL1. Les cellules ont été fiRdbsou 48h aprés la transfection. GPRIN1 et leptsur 5-
HTs sont détectés par immunocytochimie respectivemgnice a des anticorps anti-GPRIN1 et anti-HA. @) Le
images montrent des champs représentatifs de treigpériences indépendantes réalisées sur des cudture
différentes. (B) Les graphiques représentent I'iedile ramification (correspondant au nombre d'intecions
entre les dendrites et des sphéres concentriquescessives s’éloignant du soma), en fonction dedeadce au
soma, en um a 48h (n=45 cellules/condition), détergnpar une analyse de Sholl. (C) L’histogramme redes
résultats de la quantification de la longueur de=urites (en um) 24h et 48h apres la tansfectiors tésultats
représentent la moyenne + SEM des valeurs obtepoes chaque condition expérimentaleP™ 0.05 “P_ 0.01

et "'p_0.001. Echelle 50 *m.

L'INTERACTION DE GPRIN1 AVEC LE RECEPTHBRRFAWORISE L'EXTENSION ET LA
RAMIFICATION DES DENDRITES DANS LES NEURONEBJRE EBLMAIRE
Les résultats décrits jusqu’a présent démontrent, slam cellulaire modéle utilisé classiquement pour

étudier les mécanismes de la différentiation neuata(les cellules NG108-15) que la morphogenése de
I'arbre dendritique sous le contrdle du récepteutds dépend de son association séquentielle avec
deux partenaires protéiques, Cdk5 et GPRIN1, qumptent I'engagement de deux voies de

signalisation distinctes, la voie Cdk5 et la voitABI®c/PKA. Les études réalisées préecédemment par

I'équipe avaient permis de démontrer que Cdk5 étit la méme facon impliquée dans les étapes
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précoces de la croissance neuritique induite par epéeur natif dans des neurones d’hippocampe en
culture primaire (REF DuhrNous avons donc étudié I'impact du recrutement de GRRjar le

cérébrales (striatum, cortex cérébral, hippocampe). dl@avons dans un premier temps exposé les
neurones au peptide TATCt320-342 a différents tempgsaiensemencement des neurones (i.e. a
différents stades de la croissance neuritique et ldedifférentiation neuronale). Le traitement des
neurones avec le peptide TAT Ct320-342 5 h aprésdimancement n’a aucun effet sur I'émission de
neurites observée a 1 DIV, indiquant que l'interactemtre le récepteur et GPRIN1 n’est pas nécessaire
pour les stades 1 et 2 de la différenciation des waes en culture décrits par Dotti ebl (Dotti, Sullivan,

et Banker 1988) (figure 15). L'exposition des neusoae peptide 2 jours aprés I'ensemencement (2
DIV), diminue significativement la longueur des nites par rapport a la condition contrble, dans les
neurones de striatum seulement (figure 16,84 + 1,22 um, n=430, p _ 0,00@4 condition contrdle :
neurones traités par un peptide TAT scrambled). A\3 B observe une diminution significative de la
longueur des neurites des neurones traités avec letidepTATCt320-342, dans les neurones issus des
trois régions cérébrales étudiée (figure 15). Liattion entre le récepteur 5-HTet GPRIN1 semble
donc devenir fonctionnellement importante pour I'élongatides neurites entre |e°?€ et le 3™ jour

de culture, correspondant astade 3de la différenciation des neuronés vitro décrite par Dottiet al.
(Dotti, Sullivan, et Banker 1988). Ces données corrolidesmésultats obtenus dans les cellules NG108-
15 et précisent le stade de différenciation a partigdel la voie de signalisation dépendant du complexe

5-HE-GPRIN1 entre en action pour promouvoir I'élongaties neurites dans les neurones.

Dans les cellules NG108-15, nous avions pu mettrévidence un effet de GPRINL1 sur la ramification
de l'arborisation dendritique. Dans les neuronesceriture, I'étape 4 de la différenciation neuronale

correspond a la complexification de I'arborisatiomdgtique, elle débute a 4 DIV et dure 10 jours.

Nous avons choisi d’étudier I'implication de l'inteiact entre GPRIN1 et le récepteur 5sHians la
complexification de I'arborisation dendritique dams Ineurones de striatum pour deux raisons : d’'une
part, il s’agit de la structure dans laquelle legpteur est le plus exprimé (Gérard et al. 1996). B&au
part, ces neurones développent une arborisation pldense et complexe que les neurones

d’hippocampe ou de cortex en culture, facilitant Ude de I'arbre dendritique.
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Nous avons traité les neurones de striatum avec le peptidTCt320-342, a 4, 7, 9 et 11 DIV avant de
les de I'arborisation dendritique, comparée a cellessetyée dans les cultures traitées par un peptide
TAT scrambled (figure 16A).

Afin de vérifier que cet effet est imputable a GPRINdo& a un autre partenaire qui interagirait avec le
méme site du récepteur, nous avons généré un vaodant pour un shRNA ciblant la I'efficacité du
shRNA. Sur trois cultures différentes, I'infectiors dellules avec le shRNA inhibe fortement I'expogss

de GPRIN1 (figure 16B). Nous avons donc ensuiteéteslieffets de I'inhibition de I'expression dela
GPRIN1 sur la différenciation des neurones de stmicaul 3 DIV. L'extinction de I'expression de GPRIN1
réduit la complexité de I'arborisation dendritique decbn similaire a ce qui est observé dans les cultures

traitées par le peptide TATCt320-342 (figure 16C).

Il est important de souligne que le temps nécessaifexgression du shRNA suite a I'infection, ainsi que
le «turn-over »de la protéine GPRIN1 ne nous a pas permis de tlest@ffets de son extinction aux DIV
1,2et3.

Collectivement, ces résultats indiquent que I'expresslerGPRIN1 et de ce fait son interaction
avec le récepteur 5-HBont nécessaires au bon déroulement des stades et l4 différenciation des
neurones de striatum en culture, correspondant a Irgjation et a la complexification de I'arborisation

dendritique.
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récepteur 5-Hg dans la différenciation de neurones en culturenmire issus de différentes régions

FIGURE 33- L'INTERACTION ENTRE LE RECEPTEURGRRT$1EEST NECESSAIRE POUR L'ELONGATION DES NENRILES CULTURES PRIMAIRES
NEURONALES.

Les neurones en culture issus de striatum, cortexigbocampe, ont été traités chaque jour soit avedAT peptide
Ct320-342 qui rompt I'interaction avec GPRIN1 soit avec uil PAptide « srcambled » comme contréle. Les larselle
de neurones ont été fixées 1 jour (1DIV), 2 jouBl¥d ou 3 jours (3DIV) aprés la mise en culture ptelongements

ont été marqués par immunocytochimie avec un anficoprimaire anti MAP2 (en vert sur I'image) etrlangueur

a été quantifiée avec le logiciel imaggAl) Les images montrent des champs représentatifs dés texpériences
indépendantes menées sur des cultures différenfB3Les histogrammes montrent les résultats de la gifimation

de lalongueur des neurites a 1, 2 et 3 DIV poucchales types neuronaux testés. Statistique©ne Way» ANOVA,
testa posterioride Tukey (résultats de 'ANOVA, de gauche a droipaddampe, E 1230 78,12, p_ 0,0001 n| 200

; Striatum, F = 129.6,P _ 0,0001,. n]400 ; Cortex(eyF = 16,07 P _ 0,0001, n |120). Les résultats sont

(4, 2278)" 827)"
représentés en moyenne + SEN?. ~ 0.05 P _ 0.01 et ""p_0.001 vs. condition contréle. Ecleeb0 *m.
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GPRIN1, afin d’éteindre son expression dans lesomes: Nous avons tout d’abord vérifié

FIGURE 34- L'INTERACTION ENTRE LE RECEPTEURS®PINA EST NECESSAIRE POUR L'ELONGATION DESINERLES CULTURES PRIMAIRES
NEURONALES.

Panel du haut (AlL.es neurones en culture issus de striatum, ont ébétdis avec le TAT peptide Ct*22 ou un TAT peptide
contréle, a 4, 7, 9 et 11 DIV avant d’étre fixés3d.les neurones fixés ont été marqués par immunocytodhiavec un
anticorps primaire anti MAP2 (en vert sur I'image)ie anticorps primaire anti GPRIN1 (en rouge 'smialge). La ramification

a été quantifiée via I'analyse de sholl, avec tgdiel SynD et la longueur des neurites avec indages images montrent des
champs représentatifs de trois expériences indépmmeds menées sur des cultures différenteanel du bas Les neurones

de striautm en culture ont été infectés a 3 DIV @um virus contenant soit un shRNA dirigé contr&®(BR, soit un shRNA

« scrambled» comme contrdle. Les neurones ont été fixés o@dyd 13 DIV. L’extinction de I'expression de GPRINL.3&
I'infection a été quantifiée par western bi{).Les neurones fixés ont été marqués par immunocyitbénavec un anticorps
primaire anti MAP2 (en vert sur I'image) et un aotps primaire anti GPRIN1 (en rouge sur I'imagayamification a été
quantifiée via I'analyse de sholl, avec le logi&8ghD et la longueur des neurites avec image Jinkages montrent des
champs représentatifs de trois expériences indépamds menées sur des cultures différentdses résultats sont
représentés en moyenne + SENP.~ 0.05 P _ 0.01 et "“'p_0.001 vs. condition contréle. Ecleeb0 “m. 128

















































































































































































