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Introduction

1) Introduction générale

La psychiatrie est une spécialité qui bénéficie d’'une incroyable richesse de multidisciplinarité
tant elle associe a la fois des phénomenes biologiques, environnementaux, sociaux, mais aussi
politiques, philosophiques, ethnologiques et phénoménologiques. Néanmoins en tant que
discipline médicale et scientifique, on peut considérer qu’il s’agit d’'un domaine relativement
récent. A ce jour, en dépit d’indéniables progrés en matiére de thérapeutiques et de recherches
scientifiques, il persiste de trés nombreuses zones d’ombres tant sur les mécanismes
neurophysiopathologiques sous-tendant 'apparition des pathologies psychiatriques, que par
conséquent sur les traitements (pharmacologiques ou non), pouvant soulager les symptémes, et
sur la prévention. Cela impacte ainsi inévitablement le regard que porte la population générale,
la société et donc la communauté scientifique sur notre spécialité et les patients. La psychiatrie
reste en effet a ce jour le parent pauvre de la médecine publique, alors méme que cette derniére
semble déja ne pas étre la priorité de I'Etat quant aux financements, ce qui en dit long sur les
moyens dont nous disposons actuellement pour soigner nos usagers. Fort de ce constat il devient
urgent, parallelement au développement de stratégies de réinsertion, de prévention et de soins,
de poursuivre les avancées scientifiques, notamment fondamentales, en ce qui concerne les
pathologies psychiatriques. Ainsi ce sera sur des postulats et hypotheéses scientifiques
rigoureuses que nous pourrons acquérir les moyens dont nous manquons cruellement.

Dans ce contexte et rapidement au cours de mon internat, j'ai développé un intérét
particulier, d’abord pour la schizophrénie puis pour la discipline des neurosciences
fondamentales. Dans un premier temps, j’ai d’abord terminé et obtenu le master 1 Biologie Santé
de I"'Université de Montpellier. Ensuite, dans |'objectif d’acquérir des connaissances a la fois
théoriques et pratiques dans le domaine des neurosciences et de la recherche, j’ai rencontré
grace au Pr Delphine CAPDEVIELLE, le Dr Carine BECAMEL et son équipe « Neuroprotéomique et
signalisation des maladies neurologiques et psychiatriques » du département neurosciences de
I'Institut Génomique Fonctionnelle (IGF) de Montpellier, dirigée par le Pr Philippe MARIN. Le Dr
BECAMEL a accepté de m’accueillir en stage dans cette équipe avec comme objectif initial de

travailler sur un projet de phosphoprotéomique, dans I'intention d’éclaircir les liens entre les

21



récepteurs 5-HT6 de la sérotonine et la voie mTOR et leur implication dans les déficits cognitifs

retrouvés dans la schizophrénie grace a un modéle préclinique. A la suite de I'obtention de la

bourse d’Année Recherche et donc financée par I’Agence Régionale de Santé (ARS), j'ai pu

bénéficier d'une pause d’un an entre ma 3¢ et 4® année d’internat, afin d’acquérir le master 2 de

neurosciences et réaliser un stage a temps plein de 6 mois a I'lGF. Durant ce stage et au fur et a

mesure des résultats obtenus, de nouvelles questions ont été soulevées entrainant d’autres

hypothéses a vérifier.

Je vous présente ainsi, dans cette thése d’exercice, les résultats intermédiaires obtenus

durant ce stage. Je vous exposerai dans un premier temps le contexte général des théories de

recherche, les voies neuronales et zones cérébrales d’intérét ainsi que le modele pré clinique

utilisé durant les expériences. Puis vous prendrez connaissance des méthodes utilisées et des

résultats obtenus. Enfin, des hypothéses neurophysiopathologiques seront discutées dans la

derniere partie, et en conclusion je vous présenterai les expérimentations qu’il serait nécessaire

de réaliser afin de confirmer ou infirmer les hypotheses débattues précédemment.

2) Contexte

a Grey-matter volume changes during normal development
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lllustration 1 Insel, T. R. (2010). « Rethinking schizophrenia. » Nature

468

(7321): 187. Figure 1 neurodeveloppemental model of

schizophrenia (5)
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La schizophrénie est une pathologie psychiatrique touchant en moyenne 0,8 % de la population
générale, représentant ainsi en France environ 600 000 patients. Il existe trois catégories de
symptomes : les symptomes dits « positifs », incluant les hallucinations et les éléments délirants,
les symptomes « négatifs », a savoir entre autres I'anhédonie, les altérations de la volition,
I’asthénie, I'apathie... et enfin les symptomes « cognitifs » notamment des troubles de I'attention
et de la mémoire de travail. Ce sont principalement les symptémes cognitifs et négatifs qui sont
a I'origine d’un handicap déterminant chez les patients(13), en entravant l'accés a un emploi, le
maintien de I'autonomie et en altérant I'insertion socioprofessionnelle. lls représentent donc un
enjeu majeur de Santé publique, ce d’autant que les traitements utilisés actuellement n’ont que
peu d’effet thérapeutique sur ces catégories de symptomes (14).

GAM3 G72 DAAO CHRNA7 RGS4 PRODH PPP3CC Akt1 NRG1 Dysbindin DISC1

NSvev/4

Meurotransmission Plasticity Synapt

SN

Cellular neuropathology <+——  Dysregulated dopaminergic
transmission

Cogpnitive and other trait features Psychotic symptoms

Hlustration 2 Harrison, P. J., and D. R. Weinberger (2005). "Schizophrenia genes, gene expression,
and neuropathology: on the matter of their convergence." Molecular psychiatry 10(1): 40-68. (8)
Figure 1

TasLeEAU 20-1. — Principaux génes candidats testés dans la schizophrénie.

Giémes Nom complet Fonetion Localisarion
chromosomigue

RGS4 Regulator of G-prosein signaling 4 Signalisation intracellulaire 19233
DIsCt Disrupred in schizophrenia | Croissance des neurites et développement du cortex 1g42.1
DTNBPI  Dystrobrevin binding prosein | Orpanisation intracellulaire 6p22.3
STXT Syntaxin 7 Vésicules synaptiques et exocytose 6q23.1
TAARe Trace amine associated recepror & Récepteur endogenes des amines traces 6q23.2
PPP3CC  Prosein phosphatase 3, caralyric subunit, gamma Phosphorylation calcium-dépendante 8p21.3
isozyme
NRGI Newregulin 1 Signalisation intercelluaire 8pl2
DRD2 Dopamine recepror D2 Récepteur aminergique 11923
HITR24 Seroronin recepior 24 Récepteur aminergique 13ql4-q21
DAOA D-Amino acid axidase aceivaror Mémabolisme gluramatergique 13q34
AKT! w-Aks murine thymama viral oncogene homalag 1 Kinase importante pour la survie neuronale 14q32.32
CHRNAZ  Cholinergic recepeor, nicovinic, alpha 7 Récepteur nicotinique 15ql4
COMT Carechol-O-meshylrransferase Métabolisme aminergique 22q11.21
ARVCF Armadillo repear gene delesed in velocardiofacial Jonctions cellulaires complexes 22q11.21

syndrame

lllustration 3 Dalery, J., et coll. (2012). Pathologies schizophréniques, Lavoisier.(3)
Tableau 20-1
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Actuellement, la schizophrénie est considérée comme un trouble neurodéveloppemental,
secondaire a une importante interaction entre des causes génétiques et des facteurs
environnementaux multiples. En effet, dans la plupart des cas il existe une prédisposition
génétique (3) entrainant une vulnérabilité sur laquelle vont agir des facteurs environnementaux,
et ce lors de deux périodes critiques de développement cérébral (la période pré et périnatale et
I’adolescence). Il a d’ailleurs été démontré que parmi les nombreux genes candidats (DISC-1,
COMT, NRG1) plusieurs étaient impliqués dans les processus de neurodéveloppement tels que la
neurogenése, la synaptogéneése, la plasticité cérébrale, et la transmission synaptique (8). Ce
modele appelé « double hit » rend compte de I'existence de cette vulnérabilité génétique qui
subit d’abord I'influence d’une ou plusieurs agression(s) précoce(s) (par exemple une souffrance
feetale, une infection pendant la grossesse...) entrainant 'apparition d’'un phénotype de
neurodéveloppement particulier, sur lequel va agir une (ou plusieurs) agression tardive (facteurs
de stress environnementaux, consommation de toxiques..), avec a terme le possible

développement de la maladie (1, 10).

/ Genes
Environnement (stress, toxiques...

e AL

ironnement (infections, placenta...)

O
"
.'a.'"1 ’“‘
@@nl’l"

Vulnérabilité Transition Schizophrénie

P I ———— ""1 ‘ l’""l T ? ! - T,
[ Gyrsficatlon F C {w §F Maturauon . b 4

Hlustration 4 Figure 9-1 Fossati, P. (2015). Imagerie cérébrale en
psychiatrie : contributions physiopathologiques de la neuro-imagerie,
Lavoisier-Médecine sciences.(4)

Néanmoins malgré les avancées de la recherche actuelle, notre compréhension des mécanismes
neurophysiopathologiques secondaires a ces troubles neurodéveloppementaux et sous-tendant

I'apparition et le maintien des symptomes reste encore partielle.
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lHlustration 5 Figure 1 | Onset and progression of schizophrenia in relation to risk factors and
developmental processes affected by the disorder Millan, M. J., et al. (2016). "Altering the course of
schizophrenia: progress and perspectives. " Nature reviews Drug discovery 15(7): 485.(10)

3) Le systéme sérotoninergique

La sérotonine ou 5 -Hydroxy tryptamine (5-HT) est un neurotransmetteur(15, 16)

1683( 17 083 18-20 )i,
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Serotonin Pathway

Basal ganglia

Frontal lobe

Hypothalamus

Temporal lobe

Raphe nuclei

To spinal cord

Hllustration 6 Les voies sérotoninergiques

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Serotonin_(lllustration).png?use
lang=fr

Il existe dans la schizophrénie une « hypothése sérotoninergique » (21) avec le postulat
actuel qu’il existerait une augmentation excessive de la transmission sérotoninergique dans
certaines zones cérébrales, notamment dans le Cortex préfrontal (CPF) et le Cortex cingulaire
antérieur (CCA), altérant des lors le fonctionnement de nombreux neurones corticaux. Plusieurs
travaux étudient cette hypothese et certaines équipes ont rapporté des éléments pouvant
I’étayer, a I'aide de techniques d’imagerie cérébrale comme la spectroscopie par résonance
magnétique nucléaire (NMR spectroscopy) ou la tomographie cérébrale par émission de positons
(PET scanner) (22, 23) voire I'emploi des potentiels évoqués auditifs (PEA) (24-26). Un des
arguments en faveur de cette hypothese est [l'utilisation en pratique courante des
antipsychotiques atypiques (APA) avec une bonne efficience clinique. Or ces APA ont entre autres
la particularité d’antagoniser des récepteurs sérotoninergiques, principalement le R5-HT2A, mais
également en fonction des molécules d’autres récepteurs comme le 5-HT6 ou 5-HT7(2). Il est
d’ailleurs intéressant de constater que parmi ces APA, celui étant reconnu comme ayant la

meilleure efficacité clinique, a savoir la clozapine, est aussi celui interagissant avec Le plus grand
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wipipranoie

nombre de récepteurs sérotoninergiques(2).

4) Le Cortex préfrontal

clozapine

lllustration 7 D’aprés (2) S. M. Stahl (2013). Stahl’s essential psychopharmacology: neuroscientific basis
and practical applications, Cambridge University press. Chapitre 5 agents antipsychotiques. Profils
pharmacologiques et forces de liaison de |'aripiprazole, la clozapine et I’olanzapine (respectivement de
gauche a droite). Les formes comprenant une partie en pointillé représentent une fonction d’antagonisme

partiel.

Le Cortex préfrontal (CPF) a une fonction clé dans de trés nombreuses activités cognitives
(27), comme les fonctions exécutives supérieures (11, 28) (comprenant entre autres la flexibilité
cognitive, la gestion de I'impulsivité et I'attention), ’humeur et les processus émotionnels (29).
Il joue également un réle crucial dans la cognition sociale (par exemple la théorie de I'esprit =
Theory of Mind=ToM) (30, 31). Le développement normal de cette structure dépend de deux
périodes critiques. La premiere lors du premier trimestre de la grossesse, pendant laquelle on
observe une conséquente prolifération cellulaire permettant la neurogenese (28). La seconde
pendant I'adolescence qui constitue la phase de maturation du CPF pendant laquelle cette région
traverse des modifications morphologiques importantes comme le maintien ou I'élagage des
synapses. Ce processus est indispensable pour garantir un équilibre dans la balance
« excitation/inhibition » du systéme. Ces périodes critiques représentent donc des moments de
vulnérabilité, notamment a des facteurs environnementaux tels que I'exposition a des virus, la
pollution, des stress aigus ou chroniques ou I’exposition a des toxiques. De plus, le CPF est au
centre de trés nombreux réseaux et communique abondamment avec différentes structures
cérébrales telles que le thalamus, I'hippocampe et I'amygdale pour assurer ses fonctions. Le CPF
est, a l'instar d’autres structures corticales, composé a =75 % de projections de neurones
pyramidaux excitateurs, dont le neurotransmetteur principal est le glutamate, et a =25 % de

circuits locaux d’interneurones inhibiteurs utilisant le GABA (29). Les neurones pyramidaux de la
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couche V du CPF exercent par conséquent un réle majeur en intégrant la majorité des afférences
glutamatergiques excitatrices provenant des autres systemes cérébraux et également du
cortex(29). Par ailleurs, le CPF est densément innervé par des fibres sérotoninergiques provenant
des corps cellulaires situés dans les noyaux du raphé dorsaux et médians. Il recoit également des
projections des neurones dopaminergiques provenant de 'aire tegmentale ventrale du tronc
cérébral (6). Ces voies neuronales jouent ainsi une fonction essentielle dans la modulation des

transmissions excitatrices et inhibitrices au sein du CPF(29).

De nombreuses études ont démontré qu’il existait des anomalies dans le fonctionnement du
CPF et sa communication avec les autres structures cérébrales dans diverses pathologies
psychiatriques (30). Par exemple, I'hypothése dopaminergique (32, 33) largement répandue
rapporte que les symptémes négatifs et cognitifs de la schizophrénie seraient en partie
secondaires a un hypofonctionnement des projections dopaminergiques du tronc cérébral vers
respectivement le CPF ventromédial (vmPFC) et le CPF dorsolatéral (DLPFC) (2). D’autres travaux
démontrent d’une altération de la connectivité entre le thalamus médiodorsal (MD) et le CPF qui
participerait a la survenue des troubles cognitifs (11, 29, 34). Ainsi le CPF parait considérablement
impliqué dans les mécanismes physiopathologiques sous-tendant |’apparition entre autres des

symptomes négatifs. Néanmoins, nombre de ces mécanismes restent encore a élucider.

5) Le systéme glutamatergique et la plasticité cérébrale

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau (35), utilisé par
approximativement 60 % des neurones(36). Il est libéré dans la synapse par les fibres
présynaptiques en réponse a une dépolarisation neuronale, et est recapté par un transporteur,
I’'EAAT (Excitatory Amino Acid Transporter) situé au niveau neuronal et glial. Les récepteurs du
glutamate sont classés en deux catégories : les récepteurs ionotropiques (qui sont des récepteurs
de type canaux ioniques), et les récepteurs métabotropiques (RCPG entrainant des cascades de
signalisation moléculaire). Ces récepteurs métabotropique mGlu, d’action lente ont entre autres
une fonction de régulation de la neurotransmission glutamatergique. Les principaux récepteurs
ionotropiques sont les récepteurs N-methyl-D-aspartate (R-NMDA) et récepteurs alpha -amino-
3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate (R-AMPA). Ces derniers, d’action rapide, sont
perméables aux ions Na+ et K+ tandis que les premiers, d’action plus lente, sont perméables aux

ions Ca2+. lls sont tous deux impliqués dans la transmission synaptique, et jouent un réle clé dans
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les phénomenes de plasticité cérébrale qui comprend la dépression a long terme (DLT) et
potentialisation a long terme (PLT). Ces processus sont indispensables a la maturation cérébrale,
mais aussi aux mécanismes d’apprentissage et de mémorisation et a toute adaptation cérébrale.
Plusieurs travaux rapportent une altération du systeme glutamatergique dans de nombreuses
pathologies psychiatriques dont la schizophrénie. L’hypothése glutamatergique provient du fait
gue de nombreuses substances antagonisant les R-NMDA comme la kétamine ou la
phencyclidine (PCP) entrainent des symptomes habituellement retrouvés dans la pathologie (37-
39). Ces substances provoquent des hallucinations, des troubles cognitifs et du comportement
et méme des symptomes négatifs(8, 35, 36) chez des individus sains, et exacerbent les
symptomes déja présents chez les patients souffrant de troubles psychotiques (39). Ces
observations ont permis d’émettre I’hypothese d’un hypofonctionnement des R-NMDA dans la
schizophrénie. Cette hypothese est étayée par le fait que de nombreux genes candidats sont
impliqués dans la genése, la régulation et le fonctionnement de ce récepteur(2). De plus,
certaines études biochimiques réalisées en post mortem a partir de cerveaux de patients atteints
de schizophrénie montrent une diminution du taux de phosphorylation de ce récepteur, au
niveau du résidu sérine 897 de la sous unité GIuN1 dans le CPF, en comparaison avec des
individus contréles ou souffrant de troubles de I'"humeur (40). Ainsi cet hypofonctionnement
pourrait expliquer les anomalies de communication neuronales entre les différents réseaux et

notamment les altérations des voies dopaminergiques et sérotoninergiques.

6) Le récepteur sérotoninergigue 5-HT2A

Le récepteur 5-HT2A (R5-HT2A) est un RCPG, connu pour médier les effets hallucinogénes de
certaines drogues telles que la LSD (N, N-diéthyllysergamide) et la 2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine (DOI) (41) , provoquant ainsi des apparentés de symptémes psychotiques. Ce
récepteur est d’ailleurs la cible de plusieurs traitements tels que les antipsychotiques dits
« atypiques » (APA) et certains antidépresseurs par antagonisation (2, 42). L'intérét porté a ce
récepteur dans la prise en charge de de la schizophrénie est tel, que des essais cliniques ont été
menés, certains jusqu’en phase 2 et 3, pour déterminer le bénéfice de molécules I'antagonisant
de fagon plus sélective. Pour le moment, il n’y a pas d’éléments suffisants pour justifier d’une

utilisation isolée de tels antagonistes(43)
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Hlustration 8 D’aprés (2) S. M. Stahl (2013). Le R-HT2A est antagonisé par les APA et
par certains antidépresseurs, ici la mirtazapine.

Le R5-HT2A est fortement exprimé dans le CPF, en particulier au niveau des dendrites des
neurones pyramidaux de la couche V (41) dont il module I'excitabilité. Dans la schizophrénie,
plusieurs équipes se sont intéressées a l'implication possible de ce récepteur. Ainsi des
chercheurs ont démontré qu’il existait chez I’homme une dérégulation de I'expression de ce
récepteur(44). Il existe notamment des études histologiques et biochimiques post mortem des
cerveaux de patients atteints (45, 46) montrant une diminution de la densité des R5-HT2A
particulierement au niveau du CPF (43). D’autres équipes ont tenté d’étayer ces constats avec
des études in vivo recourant au PET Scanner avec des résultats mitigés (47). Toutefois, les travaux
de Ngan et coll. semblent confirmer au moins une altération du potentiel de liaison de la
sérotonine sur le R5-HT2A chez des patients naifs de tout traitement neuroleptique (48)
comparativement a des sujets sains. Ce dernier élément est crucial, car il pose la question d’un
possible endo phénotype versus une dérégulation secondaire a l'utilisation de traitements
psychotropes. Plusieurs travaux réalisés par mon laboratoire d’accueil se sont également
penchés sur ce récepteur, démontrant son importance dans la modulation de la transmission et
plasticité synaptique glutamatergique au niveau des synapses thalamo-corticales ainsi que dans
le contréle des fonctions cognitives (11, 41).

Le R5-HT2A est un RCPG principalement couplé a la phospholipase C via le recrutement de la
protéine Gq, cependant il posséde la particularité fonctionnelle d’également pouvoir se coupler

avec la protéine Gi s'il est activé par des agonistes hallucinogenes(41). De ce fait, ce récepteur
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représente un paradoxe pharmacologique avec deux classes d’agonistes : les hallucinogénes tels
gue le LSD et le DOI et les non-hallucinogénes tels que I'Ergotamine et le Lisuride. Chaque classe

entrainant une cascade de signalisation spécifique et induisant des comportements différents.

Dans la littérature, de nombreux travaux (49, 50), reposant essentiellement sur la neuro-
imagerie fonctionnelle, suggerent I'existence, chez les patients souffrant de schizophrénie, d’'une
altération de la connectivité entre le thalamus médiodorsal (MD-thalamus) et le CPF, qui serait

impliquée dans |'apparition des troubles cognitifs.

Agoniste Agoniste Non
Hallucinogéne Hallucinogéne
(DO (Lisuride)

©

Phospholipase C

Inactivation adénylate cyclase Signal Calcique

1 AMPc

Hlustration 9 : Voies moléculaires activées par le R5-
5HT2A en fonction du type d’agoniste.

A partir de ce postulat, I'équipe de Parnaudeau et coll. (34), a pu attester dans un modéle
murin, a 'aide de manipulations pharmacologiques, qu’une désynchronisation entre le MD-
thalamus et le CPF entraine des déficits cognitifs en particulier un trouble de la flexibilité
cognitive. Dans ce contexte, des travaux réalisés par mon laboratoire d’accueil ont montré que
ce récepteur le R5-HT2A joue un rbéle majeur dans la modulation des fonctions cognitives
notamment au niveau des synapses thalamo-corticales (11), ou il a été démontré présent a la fois
au niveau présynaptique (sur les fibres thalamiques) et postsynaptique (dans le CPF) (41). Grace
a une étude électrophysiologique réalisée sur des tranches aiglies de CPF, mon laboratoire
d’accueil a exposé qu’une activation bréve des récepteurs présynaptiques 5-HTza induit une
potentialisation robuste et significative de la transmission glutamatergique de type NMDA (11),
favorisant ainsi I'induction d’une plasticité synaptique. lls ont également démontré que ces
récepteurs étaient impliqués dans les processus de mémoire associative. L'équipe a également
montré qu’une activation pharmacologique prolongée des R5-HT2A postsynaptiques, par leur

agoniste le DOI, permet I'induction d’'une LTD (6) au niveau des synapses thalamo-corticales, via
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I'internalisation des, secondaire a la phosphorylation de leur sous-unité GLUA2 (SU GLUA?2) par
la protéine kinase C (PKC). Afin d’induire/mimer une augmentation de sérotonine extracellulaire,
ligand endogene du R5-HT2A, mon équipe d’accueil a réalisé un traitement subchronique d’une
semaine, avec de la Fluoxétine (un inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine (ISRS)
utilisée comme antidépresseur en psychiatrie), chez la souris. Ce traitement induit une activation
prolongée des R 5-HT2A, la phosphorylation de la SU GLUA2 des R-AMPA ainsi qu’une LTD au
niveau de ces synapses chez les souris sauvages. On constate néanmoins que cette plasticité est
absente chez les animaux Knock Out (KO) 5-HT2A (dont le géne codant pour le récepteur a été
invalidé) ayant recu le méme traitement. C’est la premiere fois qu’il est montré qu’une activation
prolongée d’un récepteur sérotoninergique induit les mémes phénoménes moléculaires que
ceux impliqués dans la plasticité cérébrale et habituellement provoqués par des mécanismes

neurophysiologiques.

i Synaptosomal fraction PSD-enriched fraction
WT mice 5-HT4 =~ mice WT mice
Basal DOI Basal DOI Basal DOI
pGIuA2 pGluA2 pGluA2
(Sert®) ' (Sert®0) (Ser®®) -
GluA2 - - GluA2 GluA2
2001 200 ;
*
d 41}
o . 150 o . 150 $=
23 325 2 ¢
O] 3 [ON n.s. ) g
S 21001 q 2 100 1 q 2
= <% < 0
39 3 2R
QT 50 QT 50 =
0 0
> A B
Q;b“’ <)O Q),be QO

Hlustration 10 : D’aprés (Berthoux et coll. 2018) Figure 4 (6). C) Fractions synaptosomales et
enrichies en protéines postsynaptiques (PSD= postsynaptic density protein) issues des CPF des
souris sauvages (WT) et des souris knockouts (KO) 5HT2A. Western blot et histogrammes
quantitatifs correspondants, représentant les taux de phosphorylation de la sous-unité GIuA2 sur
le résidu sérine 880 (Ser880) (Ratios phospho-GluA2/GluA2 totaux. *P < 0.05, **P < 0.01)
L’activation prolongée des R-5HT2A par du DOI entraine une augmentation significative de la
phosphorylation de la sous-unité GIluA2 du récepteur AMPA (AMPA-R) chez les souris WT. Cette
différence de phosphorylation n’est pas retrouvée chez les souris KO 5HT2A.
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Hlustration 11 : D’aprés (Barre et coll. 2016) (1, 11) et (Berthoux et coll. 2018) (6). L’activation prolongée
des R-5HT2A par du DOI entraine une phosphorylation de la sous-unité GIuA2 du récepteur AMPA (AMPA-R)
par la protéine kinase C (PKC) ce qui induit son internalisation via un processus dépendant de la clathrine.
Ce phénoméne est reproduit chez les animaux traités de fagcon subchronique par de la fluoxétine.

7) Le modele neurodéveloppemental préclinique de schizophrénie PCP

La schizophrénie étant une pathologie complexe et dont les facteurs étiologiques sont
multiples et mal connus, de nombreux modeles précliniques ont été développés(51). Un modele
préclinique doit pouvoir reproduire des analogues des symptémes cardinaux, avec comme
contréle fréquent I'amendement des équivalents de symptomes positifs (le plus souvent, une
altération du Pré pulse Inhibition = PPI) sous halopéridol ou clozapine(13) ou d’autres APA tels
que l'aripiprazole(52). Certains modeéles exploitent les variations génétiques déja connues,
comme le modele Knock Out (KO) DISC1 (53) ou KO Neuregulin. D’autres cherchent a reproduire
une trajectoire neurodéveloppementale. Pour cela, certains modeéles provoquent un stress
gestationnel (par exemple le modele gestationnel exploitant un antimitotique le
methylazoxymethanol (MAM), ou un stress inflammatoire en employant le PolylC). D’autres
modeles vont induire un stress postnatal avec par exemple un isolement social post sevrage.
D’autres encore recourent a des moyens pharmacologiques, utilisant les amphétamines pour
reproduire les altérations dopaminergiques ou des molécules blogquant les R NMDA comme la
kétamine ou de la phencyclidine (PCP). Cette derniére a été largement maniée selon divers

protocoles, en injections aiglies, chroniques, chez des animaux juvéniles ou adultes. Le modele
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précliniqgue de schizophrénie utilisé dans nos travaux fait partie des prototypes
neurodéveloppementaux de schizophrénie. Ce modéle consiste en des injections de
phencyclidine qui est une substance psychoactive, a raison de 10 mg/kg au 7e, 9e et 11e jour
postnatal. Ces souris seront ainsi désignées pendant la présentation du projet comme les « souris
PCP ». La PCP est un psychotrope hallucinogene, antagoniste non compétitif des récepteurs au
glutamate de type N-méthyl-D-Aspartate (NMDA)(54). Elle a été développée au départ dans les
années 60 pour étre un agent anesthésique, puis rapidement retirée du marché devant ses
importants effets secondaires comprenant hallucinations et troubles du comportement. Cela fait
maintenant plusieurs dizaines d’années que la PCP est utilisée dans des modeles précliniques
(55) qui permettent de reproduire non seulement les symptomes positifs et négatifs(56), mais
gui ont également eu la validation pour I'étude spécifique des déficits cognitifs retrouvés dans la
schizophrénie (39, 57-59). De plus, l'injection néonatale de PCP (60) permet de restituer

I’hypothese d’une trajectoire neurodéveloppementale dans I'émergence de la pathologie(60).

La littérature relate que les souris traitées de facon chronique avec la PCP présentent des
comportements évoquant des symptomes de type négatif, notamment une augmentation de
I'immobilité au test de nage forcée (Forced Swim Test (FST)(9, 61). Force est de constater que ces
manifestations sont souvent difficilement distinguables des signes négatifs de la schizophrénie
(par exemple I'anhédonie, I'apragmatisme et I'avolition). Certains travaux rapportent d’ailleurs
une amélioration de ces symptomes apres traitement par APA et certains antidépresseurs ciblant
le R5-HT2A plutot que SERT (le transporteur de la sérotonine) dans des modeéles de rongeurs (62),
suggérant l'implication probable du R5-HT2A. En accord avec cette hypothése, d’autres travaux
montrent par ailleurs une augmentation extracellulaire de sérotonine dans un modele
pharmacologique de schizophrénie (injection de PCP) (62, 63), ce qui pourrait entrainer une

activation prolongée des récepteurs sérotoninergiques et notamment les R5-HT2A.

8) Objectifs du stage de master 2

Les mécanismes physiopathologiques sous-tendant [|‘apparition des altérations
neurobiologiques retrouvées dans la schizophrénie sont a ce jour trés mal connus. Les
traitements pharmacologiques disponibles a I’heure actuelle sont au mieux partiellement
efficaces et responsables de nombreux effets secondaires. Par ailleurs, il n’existe actuellement

aucun traitement, médicamenteux ou non, capable d’améliorer ou de prévenir les déficits
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cognitifs et les symptomes négatifs émergeant au cours de I'évolution d’une pathologie
schizophrénique (64-66). Ces symptomes apparaissent de facon trés précoce et sont
responsables d’un handicap majeur. De plus, il est souvent difficile de réellement distinguer les
manifestations dépressives des symptomes négatifs dans la schizophrénie. Cela souleve a la fois
des questionnements concernant la stratégie thérapeutique, mais également quant aux voies
neuronales pouvant étre impliquées et dérégulées. Il est donc primordial de mieux comprendre
les mécanismes physiopathologiques sous-tendant I'existence de ces symptomes, le R5-HT2A
étant ici au centre de la réflexion.

Mon stage devait initialement poursuivre les travaux débutés par mon laboratoire
d’accueil sur le récepteur sérotoninergique 5-HT6 (R5-HT6) dans un modéle développemental de
schizophrénie (modeéle phencyclidine ou PCP) et un modeéle de consommation chronique de
cannabis pendant I'adolescence (modeéle THC). Le but étant de caractériser de facon globale, a
I'aide d’un crible de phosphoprotéomique, les modifications protéiques dans ces modeles,
secondaires a I'activation soutenue de la voie mTOR dans le CPF (67, 68), et définir les bénéfices
du traitement précoce administré pendant I'adolescence avec les inhibiteurs de la voie 5-
HT6/mTOR.

Mais avant de réaliser cette analyse phosphoprotéomique des étapes de mise au point
pour optimiser la préparation des échantillons, a I'aide d’'un modele d’étude permettant plus de
flexibilité, sont nécessaires. Dans ce contexte, déterminer le phosphoprotéome induit in vivo
dans le CPF a la suite de I'activation des R5-HT2A nous a semblé pertinent. Mon équipe d’accueil
a déja démontré dans de précédents travaux que l'activation des R5-HT2A entraine une
phosphorylation de la protéine ERK (P ERK), de la sous unité (SU) GIuN2B des R-NMDA et de la
SU GIuA2 des R-AMPA. Ainsi, utiliser un modele in vivo d’activation des R5-HT2A par du DOI, et
en confirmant par procédés biochimiques (Western Blot) la phosphorylation des protéines sus-
citées, nous assurant l'activation effective du récepteur, permettra une mise au point
satisfaisante des échantillons. Pour résumer les objectifs, des travaux réalisés pendant mon stage

ont été de :

1) Déterminer si les R5-HT2A sont impliqués dans I'apparition des symptomes types négatifs

observés dans le modele PCP grace notamment a une lignée de souris KO 5-HT2A.

2) Mettre au point la préparation des échantillons biologiques pour permettre I'analyse du

phosphoprotéome induit par I'activation des R 5-HT2A, in vivo.
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Méthodes

1) Le modele utilisé : modéle pharmacologique neurodéveloppemental de schizophrénie

Les souris sauvages C57B/6J (Wild type WT) ou KO 5-HT2A (KO) ont été injectées soit avec
de la PCP a 10 mg/kg (souris PCP) soit avec une solution saline (souris contréle ou vehicle = Veh)
en sous-cutanée, au 7%, 9¢ et 11° jour postnatal (P7, P9 et P11). Les expériences de biochimie,
immunohistochimie et comportement ont ensuite été réalisées sur les souris adultes, a partir du

60e jour post natal (P60).

Modéle PCP
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ImmunoHistoChimie
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PCP (10 mg/kg) ou solution saline

Figure 1 : Schéma représentant les séquences temporelles dans le modéle PCP

2) Expériences de comportement

Les tests comportementaux ont été réalisés par I'équipe avec des souris sauvages (Wild

Type, WT) (+/- PCP) et des souris KO 5HT2A (+/- PCP).

a) Test de nage forcée (Forced Swim Test (FST))

Le principe de ce test dérive de sa relation supposée avec un comportement de
résignation. Aprés une phase d'agitation (temps d'adaptation), I'animal cesse de nager et se fige
adoptant un comportement de désespoir. Aprés un temps d’adaptation, les souris sont
individuellement déposées dans des béchers contenant de I'eau courante. Leurs temps de nage
et d’immobilité sont chronométrés pendant 6 minutes, permettant la mesure du temps

d’'immobilité.

b) Test de préférence Sucrose (Sucrose Preference Test (SPT))

Ce test est utilisé afin de mesurer chez les animaux une perte de la sensation de plaisir,
connue également sous le nom d’anhédonie. Les animaux ont dans cette épreuve I'acceés a deux
biberons remplis respectivement d’une solution sucrée et d’eau courante. Habituellement, les

rongeurs présentent une nette préférence pour la solution sucrée et vont donc majoritairement
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consommer le biberon contenant cette solution. Ainsi dans ce test, il est possible d’apprécier une
perte de plaisir si les animaux ne manifestent pas une telle préférence. Apres un temps
d’adaptation, les souris sont exposées pendant 12 h a deux biberons de méme volume, I'un
contenant de I'eau avec du sucrose (1 %) et I'autre de I'’eau courante (mesures de référence).
Puis les animaux sont privés d’eau et de nourriture pendant 24 h. Immédiatement apres la
privation, tous les animaux recoivent individuellement un accés de 12 h a deux biberons de
méme volume contenant soit de I’eau contenant du sucrose (1 %) soit de I'’eau courante (test de
référence). Chaque biberon est pesé avant et apres le test. L’anhédonie est définie selon un ratio
de préférence de sucrose, acquise au cours du test de préférence, par rapport a un groupe

témoin.

3) Immunofluorescence

Les souris WT (+/- PCP) et KO 5HT2A (+/- PCP) ont été perfusées au niveau intra cardiaque
avec une solution d’ACSF. Puis les cerveaux ont été prélevés et stockés dans une solution de
Paraformaldéhyde a 4 % pour fixer les tissus. Apres rincage au PBS, les cerveaux ont été coupés
en tranches 40um m d’épaisseur au niveau du CPF grace a un vibratome, puis stockées a -20 °C
dans du cryoconservateur. Ensuite, apres plusieurs cycles de ringage, incubation 2h a
température ambiante dans une solution de saturation contentant 1 % de triton, et du sérum de
chevre, les tranches ont été incubées 36 h dans une solution d’anticorps primaires puis dans une
solution d’anticorps secondaires couplés a des fluorophores pendant 2 h. Les immunomarquages

ont été observés au microscope Apotome Zeiss. Les analyses ont été réalisées avec le logiciel Fiji.

4) Mise au point de I'analyse phosphoprotéomique

a) Préparation des échantillons fractionnés pré et post synaptigues

Les animaux agés de P30 a P35 ont recu une injection en Intra Péritonéal (IP) soit de DOI
(5 mg/kg), soit de sérum physiologique puis ils ont été sacrifiés 1 h aprés I'administration. Les
CPF ont rapidement été prélevés puis lysés et homogénéisés grace a un potter en verre dans un
tampon Hepes (10 mM, pH 7.4) et sucrose (0.32 mM) contenant des inhibiteurs de phosphatases
et de protéases. Apres une centrifugation a 1000 g pendant 10 min a 4 °C, le surnageant a été
conservé. Une partie (extraits bruts de CPF = input) a été conservée dans du laemmli 4X, une

autre partie a subi une centrifugation a 12 000 g pendant 20 min a 4 °C. Le culot a ensuite été
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repris dans une solution contenant du tampon HEPES (4 mM, pH 7.4), de 'EDTA (1 mM), des
inhibiteurs de protéases et de phosphatases. Cette étape a été répétée deux fois. Le culot
résultant a été réhomogénéisé dans une solution contenant du tampon Tris (20 mM, pH 6), du
SDS (1 %), du triton (1 %) associés a des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (=
préparation de synaptosomes de CPF). Aprés 30 min sur roue a 4 °C, les échantillons ont été
centrifugés a 40 000 g pendant 30 min a 4 °C. Le culot résultant a été réhomogénéisé dans une
solution contenant du tampon Tris (10 mM, pH 8), du triton (1 %) associé a des inhibiteurs de
protéases et de phosphatases, placé sur roue pendant 30 min a 4 °C puis centrifugé a 40000 g
pendant 30 min a 4 °C. Le surnageant correspondant a l'enrichissement présynaptique a été
conservé dans du laemmli 4X, le culot a été repris dans du SDS 5% (= enrichissement

postsynaptique).

b) Western Blot

Aprés dosage des divers échantillons, les protéines ont été séparées sur gel gradient 7-
15 % SDS PAGE, puis transférées sur une membrane de nitrocellulose. Aprés saturation dans du
lait +T-BST 5 % (Tween-Tris Buffered Saline) les membranes ont été incubées toute la nuit a 4 °C
dans de la BSA 5% (Bovine Serum Albumine) contenant I'anticorps primaire (aux dilutions
indiquées par le fournisseur). Les membranes ont ensuite été lavées avec du T-BST et incubées
avec I'anticorps secondaire conjugué a la horseradish peroxydase (1/5000) 1 h a température
ambiante. L'immunoréactivité a été détectée par chimioluminescence sur un microscope

Apotome.

Résultats

1) Les souris PCP présentent un phénotype comportemental dépendant des R5-HT2A

Dans un premier temps, I'équipe a réalisé les analyses comportementales chez des souris WT
(+/- PCP) et KO 5-HT2A (+/- PCP). Les expériences de comportement ont été exécutées sur les
souris PCP a I'age adulte, a P60. Les animaux WT-PCP présentent un temps d’immobilité
significativement supérieur dans le FST par rapport aux animaux WT-Veh (pour rappel Veh =
souris contréles injectées avec de la solution saline) (figure 1A), ainsi qu’une diminution
significative de la préférence au sucrose dans le SPT (figure 1B). En revanche, les souris KO 5-

HT2A-PCP ne présentent pas de différence significative par rapport aux souris KO-Veh dans aucun
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de ces deux tests (Figure 1). L'ensemble de ces résultats indiquent que les souris WT-PCP
présentent des symptomes objectivés par des comportements significativement différents par
rapport aux souris controles (Veh), en accord avec les données de la littérature. Cette différence
de phénotype ne se retrouvant pas entre les souris KO 5HT2A-Veh et PCP, suggere I'implication.

du R5-HT2A dans I'apparition de ces comportements.

2) Les R5-HT2A sont activés dans le modéle de souris PCP
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Figure 1 histogrammes quantitatifs des résultats des tests FST (A) et SPT (B) chez des souris WT Veh et souris
WT ayant été injectées en période néonatale avec de la PCP a J7, J9 et J11. Résultats des mémes tests chez
des souris KO 5HT2A Veh et injectées en période néonatale avec de la PCP. (FST : n=14 WT-Veh, n=14 WT-
PCP, n=11 KO-Veh, n=15 KO-PCP) (SPT : n=15 WT-Veh, n=10 WT-PCP, n=11 KO-Veh, n= 15 KO-PCP) * p<0,05,
** p<0,01. Analyse statistique one-way ANOVA comparaisons multiples

Afin de déterminer si le comportement observé chez les souris WT-PCP relevait d’une activation
des R5-HT2A, nous avons réalisé une analyse biochimique de I'état de phosphorylation de
différents effecteurs de la voie de signalisation dépendante des récepteurs R5-HT2A. Pour rappel
I’équipe avait précédemment démontré que les résidus S880 de la SU GIuA2 et |la Ser1303 de la
SU GIuN2B subissaient une phosphorylation dans les suites de I'activation des R 5-HT2A. J’ai donc
suivi I'état de phosphorylation de ces deux SU par une analyse biochimique de type WB a partir

d’extraits de CPF.
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Figure 2 résultats des WB réalisés a partir d’inputs de lysats de CPF de souris WT et de
souris KO 5HT2A traitées ou non avec de la PCP en période néonatale

Ainsi, nous observons chez les souris WT-PCP une phosphorylation robuste de la SU
GluN2B (= NR2B) des R NMDA, et de la SU GIuA2 des R AMPA ainsi que de la protéine ERK, par
rapport aux souris WT-Veh. Par conséquent la phosphorylation de la protéine ERK nous permet
de confirmer I'activation du R5-HT2A dans notre modele préclinique de schizophrénie. D’autre
part, étant donné que les phosphorylations des SU des récepteurs glutamatergiques sont
habituellement connues pour étre impliquées lors des phénomeénes de plasticité synaptique, ces
résultats sous-entendent la mise en place, au moins sur le plan moléculaire, de processus
équivalents. Nous n’observons pas de différence de I'état de phosphorylation de ces protéines
entre les souris KO 5HT2A-PCP et KO 5HT2A-Veh (Figure 2), suggérant que I'activation des R5-
HT2A est bien impliquée et nécessaire aux phosphorylations des SU des R-AMPA et NMDA dans

ce modele.
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3) Les souris PCP présentent une augmentation de la transmission sérotoninergique.
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Figure 3 : Images d’immunofluorescence et histogrammes quantitatifs représentant en pourcentage
par rapport aux souris WT -Veh, la surface occupée par le marquage 5HT et SERT au niveau des
neurones pyramidaux de la couche V dans les coupes de CPF. * p<0,05, ** p<0,01. Analyse statistique
Unpaired t Test. (N=1 par condition)

Nous avons ensuite étudié I'origine de I'activation des R5-HT2A dans le modéle PCP. Pour
cela nous avons réalisé une analyse immunohistochimique sur des tranches de CPF de souris PCP
ou souris Veh en utilisant des anticorps dirigés contre la sérotonine (=5HT), le ligand endogéne
des R5-HT2A, et dirigés contre SERT, le transporteur de la sérotonine (marqueur des fibres
sérotoninergiques). Les souris WT-PCP présentent un taux de marquage 5HT significativement
inférieur aux souris WT-Veh suggérant une diminution de la quantité de 5-HT dans les fibres, qui
peut étre due, soit a une majoration de sa libération, soit une diminution de sa synthése. Comme
nous avons vu que les R 5-HT2A sont activés, la premiére hypothése semble la plus probable et

renforce ’hypothése d’une libération sérotoninergique augmentée chez les souris PCP (Figure 3).
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Figure 4 : Western Blot et histogramme quantitatif représentant le taux de R5HT2A chez des souris
WT-Veh (n=3) et WT-PCP (n=3) * p<0,05, ** p<0,01. Analyse statistique Unpaired t Test.

Ensuite, nous avons évalué en analyse biochimique le taux d’expression des R5-HT2A au niveau
du CPF des souris WT-PCP par rapport aux souris contréles. Les souris WT-PCP présentent un
niveau d’expression des R5-HT2A significativement supérieur par rapport aux souris WT-Veh

(Figure 4). Ces résultats suggerent I'apparition d’'un phénomeéne adaptatif.

4) Analyse phosphoprotéomigue : mise au point
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Figure 5 résultats des WB chez des souris Veh, et des souris injectées en IP par des doses de DOI de
2 mg/kg ou 5 mg/kg, puis sacrifice a 1 h. (n=6 par condition) la dose 5 mg/kg avec sacrifice a 1 h
permet de voir la phosphorylation au niveau de la SU GIuN2B des RNMDA et de la protéine ERK.

Enfin dans le but de caractériser le phosphoprotéome induit a la suite de I'activation des

R 5-HT2A in vivo, nous avons mis au point les préparations des échantillons biochimiques en vue
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de 'analyse phosphoprotéomique. Pour cela nous avons réalisé des extraits de CPF a partir
d’animaux ayant été injectés soit avec du DOl (2 mg/kg ou 5mg/kg IP), soit du sérum
physiologique. La dose de DOI a 5 mg/kg induit un niveau de phosphorylation des protéines ERK
et GIuN2B significativement plus important que la dose 2 mg/kg (Figure 5). Nous avons donc
choisi cette condition pour effectuer la suite de nos expériences. N = 6 animaux ont été utilisés
par condition (DOI vs solution saline). Pour préparer les enrichissements pré et post synaptiques
nous avons poolé les CPF de 2 animaux afin d’obtenir au minimum 100 ug de protéines par
condition. Les échantillons ont ensuite été transférés sur la plateforme de protéomique de

I'institut (http://www.fpp.cnrs.fr/) pour I'enrichissement en phosphopeptides et analyse en

spectrométrie de masse. Nous attendons actuellement les résultats.

Discussion

1) Analyse des résultats et hypothéses physiopathologiques

Dans cette étude, nous démontrons que les souris PCP présentent une différence
significative en matiere de comportement. Reste a déterminer dans quel phénotype peuvent
s’inscrire les altérations observées. Les tests utilisés dans ces travaux (FST et SPT) sont des tests
couramment utilisés pour évaluer les symptomes de types dépressifs(69, 70). Le premier test, le
FST, est d’ailleurs un test gold standard dans les modeéles précliniques pour évaluer la réponse a
un traitement antidépresseur. Il s’agit d’un test de « désespoir »(69) et de sensibilité a I’lhumeur
négative. Le deuxieme, le SPT, est considéré comme un test évaluant I'anhédonie(71, 72),
puisque les souris, habituellement particulierement friandes de sucrose, perdent cette
préférence dans nos travaux. Cependant, ces tests ne sont pas |I'apanage des modeles de
dépression, mais sont également utilisés dans de nombreux modeéles cherchant a recréer et
évaluer les symptomes négatifs retrouvés dans la schizophrénie. Par exemple, a l'instar du FST,
le Tail Suspension Test (TST=test de suspension caudale) est un test utilisé dans les modeles de
dépression et est considéré comme un test de « désespoir »(69, 70). Néanmoins, certaines
équipes l'utilisent, au méme titre que le FST, pour évaluer des équivalents de symptomatologie
négative(59, 73), en partant du postulat qu’il s’agirait également de tests pouvant refléter une
perte de motivation de I'animal, symptéme clé dans la schizophrénie(74). Le fait que les tests
utilisés pour évaluer un phénotype de type dépressif soient les mémes que ceux utilisés pour
reconnaitre un phénotype de type négatif peut troubler. Mais est-ce si surprenant ? Au regard

de la pratique clinique, cela ne semble pas si saugrenu. En effet, différencier chez nos patients

43


http://www.fpp.cnrs.fr/)

atteints de schizophrénie les symptomes dépressifs des symptomes négatifs n’est pas chose
aisée. La tristesse et I'anhédonie, entre autres, mais aussi I’'apragmatisme, la perte de motivation,
I"avolition et encore I'émoussement des affects peuvent exister et de plus co-exister chez un
méme patient. Pourtant ces signes existent dans la description clinique et de I'épisode dépressif

caractérisé (EDC) comme celle des symptomes négatifs de la schizophrénie(7).

Depressive and
Depressive negative Negative
Symptom symptoms symptoms symptoms

Anhedonia
Emotional blunting
Anergia
Amotivation
Asociality
Avolition

Low mood
Pessimism
Suicidal ideation X
Observed sadness

Alogia

Foor attention and concentration

Blunted affect

Social withdrawal

> 2 2 > > X

> <

e - I 4

Illustration 12 Krynicki, C. R., et coll. (2018). (7)"The relationship between negative
symptoms and depression in schizophrenia: a systematic review." Acta Psychiatrica
Scandinavica 137 (5): 380-390. Table 2. Association of symptoms within the depressive
and negative symptoms

Parmi les patients atteints de schizophrénie, nombreux sont ceux souffrant également
d’EDC de fagcon comorbide ou en matiere de complication (avec une prévalence pouvant aller de
25 % a 81 %) (75, 76). Les symptdmes dépressifs peuvent exister a chaque étape de la maladie
schizophrénique, et sont particulierement fréquents au stade prodromal de la pathologie, chez
les individus a ultra haut risque (UHR) de transition psychotique et dans les premiers épisodes(1,
77-79). Cette comorbidité dépressive péjore le pronostic, favorise les rechutes et les ré
hospitalisations, altére la qualité de vie. Sans oublier que cet état dépressif majore fortement le
risque de déces par suicide. La schizophrénie est en effet associée a une surmortalité par suicide
comparativement a la population générale, avec une prévalence entre 5 a 13 % (80). De plus, les
effets secondaires de certains antipsychotiques, notamment le syndrome extrapyramidal,

peuvent également mimer un syndrome dépressif (75, 80).
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Symptomes névrotiques Anxieté : 18 %
Inquiétude : 17 %

Symptémes thymigues Humeur dépressive : 16 %
Manque d'énergie : 8.6 %

Symptémes cognitifs Troubles de la concentration : 13 %
Symptémes physiques Troubles de I'appétit et du sommeil : 13,5 %
Symptémes positifs Suspicion : 9,7 %

|dées de références : 7,1 %

Symptémes négatifs Retrait social : 9,7 %
Problémes professionnels : 7 %
Isolement : 6 %

Hlustration 13 : Krebs, M.-O. (2015). Signes précoces de schizophrénie, Dunod. (1)
Figure 5,3 symptémes prodromiques de la schizophrénie d’aprés Hafner et coll.
(1992)(12)

Ainsi cette interrogation des symptomes dépressifs dans la schizophrénie a intéressé de
nombreuses équipes. Déja en 1999 I'équipe d’Hafner et coll. (81) se posait la question si cette
dimension dépressive pouvait finalement faire partie des symptomes de la schizophrénie, s'il
s’agissait plutot d’effets secondaires des traitements, ou plutét d’'une complication secondaire a
I’évolution de la maladie psychotique voire parfois les 3 a la fois. Dans nos travaux ce qui fait
pencher la balance en faveur d’un phénotype plutét de type négatif que dépressif, est
I’"hypothese physiopathologique qui semble sous-tendre cette différence comportementale. La
principale hypothese physiopathologique connue dans la dépression est celle d’une diminution
de la transmission sérotoninergique, ce qui expliquerait I'efficacité des antidépresseurs, ayant
pour but pharmacologique d’augmenter la disponibilité de la sérotonine dans les synapses. Or
dans nos travaux, nous avons constaté que le phénotype observé résulte de la présence, mais
aussi (et surtout) de I'activation des R5-HT2A, puisqu’il n’existe pas chez les souris dépourvues
de ce récepteur. Les premiers résultats que nous avons obtenus en immunohistochimie
suggerent que cette activation dépende d’une augmentation de la libération extracellulaire de 5-
HT dans le modele PCP, ce qui est en accord avec les données de la littérature (74). En effet,
I’équipe de Martin et coll. en 1998 (63) avait prouvé grace a la micro dialyse (permettant la
mesure directe du taux d’'un neurotransmetteur dans une zone cérébrale donnée) qu’une
administration systémique aiglie de PCP chez des rats adultes entrainait une augmentation du
taux de 5 HT dans le CPF médian chez ces animaux. Une autre équipe, celle de Noda et coll., a

démontré d’abord que I'administration répétée (chronique) de PCP chez des souris adultes
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provoquait une augmentation significative de I'immobilité au FST (9). Cette augmentation est

significativement atténuée par des APA tels que la clozapine et la ritanserine, mais aussi
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lHlustration 14 : D’apres Noda, Y. et coll. (1995). « Enhancement of immobility in a forced swimming
test by subacute or repeated treatment with phencyclidine: a new model of schizophrenia. » British
journal of pharmacology 116 (5): 2531-2537.(9) d’aprés les figures 1, 6 et 7

I’'olanzapine (61). Une telle réduction n’existe pas dans le cas d’un traitement par Halopéridol
(antipsychotique de premiere génération n’antagonisant pas le R-5HT2A). Néanmoins,
I"augmentation de la libération extracellulaire de 5 HT dans notre modele reste a confirmer
expérimentalement par des études de micro dialyse, qui sont prévues en collaboration avec

I’équipe d’Alain GARDIER de Chatenay-Malabry.

Par la suite, cette méme équipe a montré que certains antidépresseurs comme la
miansérine (qui a I'instar de la mirtazapine antagonisent également le R-5HT2A) entrainent une
réduction de I'immobilité au FST induite par le traitement par PCP(62). Dans la méme étude, ils
observent une augmentation de la transmission sérotoninergique chez les animaux traités par la
PCP, en mesurant le taux d’acide 5-hydroxyindoleacetic (5-HIAA), un métabolite de la 5 HT dans
le CPF. Par ailleurs, I’hypotheése d’un réle de la suractivation des R-5HT2A dans la genese des
symptomes négatifs a déja fait I'objet de nombreuses études, précliniques (74), mais aussi
cliniques en explorant les effets chez des patients souffrant de schizophrénie de traitements
connus pour antagoniser les R-5HT2A, APA ou antidépresseurs(82, 83). Enfin, dans nos travaux
nous démontrons que les souris PCP présentent au niveau du CPF, un degré d’expression de R5-
HT2A significativement supérieur par rapport aux souris controles. Ce résultat étonnant pourrait

étre di a un mécanisme neurodéveloppemental adaptatif en réponse a I'excés de 5-HT.
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L’hypothese neurophysiopathologique pourrait ainsi étre la suivante : le phénotype observé chez
les souris WT-PCP appartiendrait a un phénotype de type négatif, qui pourrait étre secondaire a
une activation soutenue des R5-HT2A au niveau du CPF par une augmentation de la transmission
sérotoninergique, entrainant ainsi des altérations de la plasticité cérébrale au niveau

neurodéveloppemental.

2) Forces des travaux présentés

Les forces des travaux exposés résident déja dans le prototype utilisé. En effet, il s’agit d’un
modele reproduisant la trajectoire neurodéveloppementale de la schizophrénie tout en
exploitant I’"hypothese d’un hypofonctionnement des R-NMDA dans la pathologie. De plus dans
ce modele les animaux présentent des équivalents des trois catégories de symptomes cardinaux,
ce qui rend ce paradigme particulierement robuste(13). C'est, a notre connaissance, la premiéere
fois qu’est évaluée dans ce modele neurodéveloppemental avec administration néonatale de
PCP la fonction des R-5HT2A et par extension le réle de la sérotonine, dans I'apparition des
altérations comportementales. Il s’agit de résultats solides sur le plan du contrdle de l'implication
des R-5HT2A, puisqu’ils sont comparés a des populations d’animaux n’exprimant plus le
récepteur a la suite d’une manipulation génétique. Enfin, ces travaux associent plusieurs
catégories d’expérimentations, d’abord comportementales, mais aussi biochimiques et

immunohistochimiques.

3) Limites des travaux présentés

La principale limite des travaux présentés est le fait que d’'une maniére générale, et d’autant
plus dans une pathologie aussi multifactorielle et complexe que la schizophrénie, il soit délicat
de faire une extrapolation directe entre les modeles précliniques et la clinique en elle-méme.
Dans la schizophrénie, il n’existe pas, a ce jour, de modeéle unique, reproduisant parfaitement
toutes les anomalies neurobiologiques et comportementales connues a ce jour dans la
schizophrénie. De plus, il parait difficile de recréer et surtout d’évaluer chez I'animal les
manifestations a caractéres subjectifs (comme les idées délirantes ou les hallucinations), ou
certaines altérations de fonctions cognitives propres a I'homme (mémoire verbale ou
sémantique) (13). Néanmoins, les modeéles précliniques nous permettent de monitorer
I'apparition des symptomes et d’étudier en profondeur les mécanismes pathologiques sous-
jacents (notamment les mécanismes moléculaires) et ainsi de réunir progressivement des
éléments nous permettant de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie. Cela permet

par conséquent de mettre en lumiere de potentielles cibles thérapeutiques et donc a terme des
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traitements qu’on espere efficaces. La seconde limite pourrait étre I'impossibilité a ce jour de
confirmer de facon formelle si ce que nous observons peut d’intégrer réellement dans un

phénotype de nature négatif ou bien s’il s’agit finalement de comportements de type dépressif.

4) Ouverture

Ainsi d’autres travaux complémentaires vont étre nécessaires afin d’étayer et approfondir
les suppositions soulevées par ces résultats intermédiaires. Notamment, il faudra confirmer ou
infirmer I'hypothése d’une augmentation de la transmission sérotoninergique au sein du CPF.
Pour cela il sera possible de doser directement le niveau de S5HT extracérébrale au niveau du CPF
(technique de micro-dialyse) et de valider en immunofluorescence (IF) la présence de I'enzyme
limitante de la formation de la sérotonine : la tryptophane hydroxylase (TPH2). Ce dernier
contréle serait intéressant notamment pour vérifier que la réduction du marquage 5HT observé
en IF chez les animaux WT-PCP ne serait pas simplement secondaire a une diminution de la
synthése du neurotransmetteur. Pour confirmer le role du R5-HT2A dans I'apparition de ces
anomalies, nous envisageons de réaliser les mémes expériences sur des animaux ayant recu une
injection avec un antagoniste 5-HT2A avant le test, ainsi si nous ne retrouvons pas les altérations
précédemment observées, nous pourrons conclure que I'activation du récepteur est
indispensable a leur apparition. D’autre part, des enregistrements électrophysiologiques sur des
tranches de CPF issus d’animaux PCP seront nécessaires afin de déterminer s’il existe des
variations de plasticité synaptique au niveau des synapses thalamo-corticales ce qui
corroborerait d’un point de vue « électrique » et fonctionnel ce que nous observons sur le plan
moléculaire et biochimique. Enfin pour confirmer que ces anomalies retrouvées dans le modele
PCP néonatal peuvent s’inscrire dans I’élucidation des mécanismes physiopathologiques dans la
schizophrénie, il sera nécessaire de vérifier si elles peuvent étre répliquées dans un autre
prototype, génétique cette fois. Il s’agirait du modéle de souris DISC-1 (Disrupted In
Schizophrenia 1) que le laboratoire vient d’obtenir. DISC 1 est un géne codant pour la protéine
synaptique DISC 1, qui est une protéine d’échafaudage (scaffold protein) essentielle dans des
processus de développement cérébraux tels que la migration neuronale et I'arborisation
dendritique(51, 84). DISC 1 fait partie des genes candidats favorisant le développement de la
schizophrénie. Il existe différents types de modeles précliniques de mutations génétiques allant
du KO du gene a des protéines tronquées. Les animaux de ces modeéles présentent des anomalies
comportementales, mais également des altérations morphologiques cérébrales habituellement

retrouvées dans la schizophrénie, a savoir des ventricules cérébraux élargis et une diminution de
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I’épaisseur de la substance blanche corticale(53, 85). Ainsi si nous retrouvons des résultats
similaires aux travaux exposés dans ce modele, nos hypothéses s’en retrouveront renforcées,
puisque les phénomenes observés le seraient a la fois dans un modele reproduisant la trajectoire
neurodéveloppementale de la schizophrénie, utilisant un agent pharmacologique, mais
également dans un modele génétique de schizophrénie. Enfin pour confirmer, si tant cela est
possible, que le phénotype constaté soit bien de type négatif, d’autres tests comportementaux
pourraient étre utilisés, notamment dans |'appréciation de la motivation(56), ou en utilisant
d’autres tests évaluant 'anhédonie. Enfin, la mise au point des échantillons autorisant I’étude du
phosphoprotéome induit dans le CPF par l'activation des R5-HT2A permettra également
d’étudier les modifications du phosphoprotéome induit dans les modeles PCP, mais également
dans le modele DISC1. Cela pourrait permettre a terme de mettre en évidence de nouvelles cibles

thérapeutiques voire des candidats de biomarqueurs.
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Résumé

Introduction

La schizophrénie est une pathologie psychiatrique chronique intriquant facteurs génétiques et
environnementaux. L’équipe de I'Institut Génomique Fonctionnelle (IGF) a développé un modéle
neurodéveloppemental de schizophrénie, utilisant la phencyclidine (PCP) en injections
néonatales. De plus, I'expression du R5-HT2A est connue comme dérégulée dans la maladie. Les
objectifs de cette étude sont de déterminer si les R5-HT2A sont impliqués dans I'apparition des
symptomes de type négatif observés dans le modele PCP grace notamment a une lignée de souris
Knock-Out 5-HT2A et de mettre au point la préparation des échantillons biologiques pour
permettre I'analyse du phosphoprotéome induit par I’activation des R 5-HT2A, in vivo.
Méthodes

Des analyses comportementales ont été réalisées sur les animaux adultes issus de notre modele
(souris PCP), comparativement a des animaux contréles. Des analyses biochimiques et en
immunofluorescence ont été réalisées a partir d’extraits du CPF de ces animaux. Les mémes
expérimentations ont été réalisées sur des animaux de la lignée KO-5-HT2A, exposés ou non a la
PCP.

Résultats

Nous confirmons que les souris adultes PCP présentent un phénotype comportemental de type
négatif comparativement aux controles. Il existe une activation chronique du R-5HT2A entrainant
des phosphorylations des sous-unités des récepteurs glutamatergiques, ainsi qu’une diminution
significative du marquage de la sérotonine en Immunofluorescence. Ces éléments suggerent une
augmentation de la transmission sérotoninergique. Nous démontrons qu’il n’existe pas de telles
différences entre les souris KO-PCP et les KO-controles ce qui questionne le réle du R5-HT2A dans
leur apparition. Enfin nous montrons que ce récepteur est surexprimé dans le cortex préfrontal
des souris PCP, ce qui laisse présager d’'un mécanisme neurodéveloppemental adaptatif.
Conclusion

Nous montrons dans ces travaux qu’il existe des altérations comportementales, biochimiques
et immunohistochimiques chez les animaux adultes PCP, dont I'apparition semble dépendre de
I’expression et de I'activation du R5-HT2A. D’autres expérimentations restent nécessaires afin
de confirmer ou infirmer les hypothéses soulevées.

Mots-Clés

Schizophrénie Phencyclidine symptoémes négatifs 5-HT2A sérotonine modele

neurodéveloppemental préclinique Cortex Préfrontal (CPF)
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