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Sommaire
Le gabapentin est une molécule lipophile dérivée de 1’acide y-aminobutyrique
(GABA). Ce médicament traverse la barriere hémato-encéphalique, se lie a la sous-unité
ouP des canaux calciques voltage-dépendents de type L et réduit I’influx de Ca®* dans les
neurones de rat. Le gabapentin diminue la libération de la sérotonine dans le systeme
nerveux central. Par contre, il n’affecte pas directement les récepteurs sérotoninergiques
et ne modifie pas la recapture du neurotransmetteur. Des études animales et cliniques ont
démontré que le gabapentin posséde des propriétés anticonvulsivantes, anxiolytiques et
analgésiques. Si ’activité anticonvulsivante du gabapentin peut étre, du moins, en partie,
expliquée par son effet inhibiteur sur les canaux calciques de type L, son mécanisme
d’action anxiolytique est encore inconnu. A I’encontre des benzodiazépines qui
influencent la neurotransmission GABAergique, le gabapentin n’affecte pas directement
les cibles moléculaires de cette neurotransmission. L’implication de la neurotransmission
sérotoninergique dans ’anxiété est supportée par 1’efficacité thérapeutique des agonistes
5-HT;a et des inhibiteurs spécifiques de la recapture sérotoninergique, ainsi que par les
propriétés anxiogéniques des agonistes 5-HT ;. Considérant ces observations, nous avons
émis 1‘hypothése que le gabapentin, en diminuant la libération de la sérotonine centrale,
induirait des modifications de la densité des récepteurs 5-HT4 et 5-HT g, sans affecter
pour autant les transporteurs. Pour évaluer cette hypothése, nous avons étudi€ les effets
de ’administration chronique du gabapentin sur la radioliaison de ligands spécifiques aux
récepteurs 5-HTa, aux récepteurs 5-HTp et aux transporteurs sérotoninergiques du rat.
Le gabapentin fut administré i.p. pendant 21 jours a 30 mg/kg et a 100

g/kg et comparé au salin. Les études topologiques ont été effectuées par autoradiographie

il



quantitative en utilisant le [*H]citalopram pour la radioliaison aux transporteurs
sérotoninergiques, le [*H]8-OHDPAT pour marquer les récepteurs 5-HT4 et le [PHJGR
125743 pour la radioliaison aux récepteurs 5-HTg. La densité des récepteurs et des sites
de recapture de la sérotonine a ét¢ évaluée par un analyseur d’images informatisé
(MCIDTM) qui permet une haute résolution dans la quantification des densités optiques de
films autoradiographiques. Les régions cérébrales analysées ont été les suivantes: le
cortex (cingulaire, frontal, parietal, enthorinal), le septum (latérodorsal et
latérointermédiaire), les noyaux raphé (dorsal et médian), I’hippocampe (CA1,2,3 et
DG@G), la substance noire, le globus pallidus, le noyau accumbens et caudéputamen (rostral
et caudal).

Nous avons trouvé que le traitement au gabapentin diminue la radioliaison
du 8-OHDPAT tritié aux récepteurs 5-HT;4 de I’hippocampe (le CAl et DG), du cortex
frontal et du septum et réduit aussi la radioliaison du GR 125743 tritié aux 5-HT;p du DG
hippocampique. Par contre, ce traitement n’affecte pas la radioliaison aux sites de
recapture de la sérotonine. Une interprétation possible de nos résultats est que le
gabapentin affecte les récepteurs sérotoninergiques de fagon indirecte. En diminuant
’influx calcique dans les canaux calciques centraux, au niveau du cortex frontal, de
’hippocampe (CA1 et DG) et du septum, le gabapentin pourrait entrafner une réduction
de la libération de la 5-HT. La diminution de ce neurotransmetteur induirait alors une
régulation a la baisse des autorécepteurs 5-HTg dans le DG. Par ailleurs, la diminution
de I’entrée du calcium provoquée par le gabapentin pourrait induire une baisse d’affinité

des récepteurs 5-HT) 4 postsynaptiques pour leur ligand spécifique.
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Chapitre I - Introduction



1.1 Gabapentin: généralités

Le gabapentin (Neurontin®) est une nouvelle molécule antiévilentique aui possede
une homologie structurale avec ’acide v-aminobutvriaue (GABA). En fait. le gabapentin est
’acide 1-(aminomethvl)-cvclohexanacétiaue. L’acide aminé inhibiteur GABA est fixé 4 un

novau cvclohéxane.

HZN Hz NN
H,N coo-
H2C02H

Structure chimique du gabapentin GABA (acide y-aminobutyrique)

Le mécanisme d’action du gabapentin n’est pas encore bien élucidé. Cette molécule
est utilisée en cliniaue comme un antiépileotiaue adiuvant pour les convulsions partielles
résistantes aux thérapies conventionnelles (Goa & Sorkin 1993 pour revue) et pour les
convulsions généralisées (McLean. 1995). Récemment. des rapports cliniques et des études
contrdlées ont rapporté aue le gabapentin est efficace dans les maladies du comportement
(Rvback et Rvback. 1995). dans la manie aigué (Stanton et al.. 1997). la maladie bivolaire
(Schaffer et Schaffer. 1997). différentes pathologies neurodégénératives (Weltv et al.. 1995:
Stefani et al.. 1997). anxiété comorbide et les états de panique avec ou sans agoraphobie
(Chouinard et al.. 1998: Harden et al.. 1999: Pollack et al.. 1998: Ketter et al.. 1999). Les
prooriétés anxiolvtiaues du eabaventin semblent comparables a celles du diazepam (Singh et

al.. 1991: Singh et al.. 1996). En plus de ses propriétés anxiolvtiaues. le gabapentin posséde



des propriétés hypnotiques semblables a celles des benzodiazépines. Il conserve son
efficacité, a dose stable, pendant plusieurs mois sans augmenter la dose et son administration
ne oénére ni dénendance ni svndrome de retrait A I’encontre de I’acide valnroiaque et les
benzodiazépines, le gabapentin semble étre un médicament de choix pour une thérapie
anxiolytique a long terme (Chouinard et al., 1998). Certaines études suggérent que le
gabapentin ait un spectre anxiolytique plus avantageux que la buspirone, un agoniste des
récepteurs 5-HT4 (Singh et al., 1996). Chez les rats, on suggére que le gabapentin bloque
I’hyperalgésie et I’allodynie induites par les 1ésions nerveuses (Xiao et Bennett, 1995). Ces
effets pharmacologiques s observent aussi chez I’homme puisque le gabapentin est efficace
dans le traitement de la douleur neuropathique de patients souffrant de dystrophie réflexe
sympathique (Mellick et al. 1995). Enfin, I’absence d’effets adverses sérieux augmente le

potentiel thérapeutique de cette molécule (Singh et al., 1996).

1.1.1 Pharmacodynamie du gabapentin

Le gabapentin a été développé pour augmenter les actions du GABA (Satzinger,
1994), mais son mécanisme d’action n’emprunte pas la voie GABA-ergique (Taylor, 1995).
Cette molécule lipophile traverse la barriére hémato-encéphalique, contrairement a ’acide y-
aminobutyrique (GABA) (Emilien et Maloteau, 1998) et elle n’interagit pas avec les
récepteurs GABA du systéme nerveux central (Watson et al., 1997). Des études plus récentes
(Gee et al., 1996) ont identifié le site spécifique de liaison du [’H] gabapentin comme étant la
sous-unité 028 (alfa2delta) des canaux calciques voltage-dépendents (Brown et al., 1998).
Méme si la conductance calcique joue un réle important dans 1’activité antiépileptique de

plusieurs antiépileptiques (Stefani et al., 1998), Schumacher et al. (1998) ont démontré que le




gabapentin n’affecte pas cette conductance dans les neurones temporaux de patients souffrant
d’épilepsie chronique.

Le gabapentin augmente [activité enzymatique de la décarboxylase de I’acide
glutamique "in vitro” (Taylor et al., 1994), le métabolisme du GABA “in vivo” et les réponses
non-synaptiques GABA "in vitro” (Kocsis and Honmou, 1994; Honmou et al., 1995). Alors
que le Gabapentin augmente la libération du GABA, il réduit “in vitro”la libération induite
par le potassium de différents neurotransmetteurs mono-aminergiques dans le cerveau:
noradrénaline, dopamine, sérotonine (Reinmann, 1983; Schlicker et al., 1985). Les résultats
de Schlicker et al. (1985) suggérent que le gabapentin diminue la libération de la
noradrénaline et de la sérotonine dans le cortex du rat (Schlicker et al., 1985).

Certaines études de liaison supportent le fait que le gabapentin n’a pas d’affinité pour
les récepteurs GABAA ou GABAg (Bartoszyc et Reinmann, 1985) et que le gabapentin ne se
comporte pas comme un antagoniste des récepteurs GABA en inhibant le relichement de la
sérotonine. Cela s explique par le fait que, sur des tranches de cortex cérébral pré-incubées
avec de la sérotonine tritiée, le GABA conserve ses actions inhibitrices sur la 5-HT en
présence du gabapentin (Schlicker et al., 1985).

De plus, ce médicament ne réagit pas directement avec les récepteurs o-adrénergiques
ou sérotoninergiques des neurones sérotoninergiques (Schlicker et al., 1985).

Enfin, le gabapentin ne semble pas augmenter les concentrations endogénes de
noradrénaline par I’inhibition des processus de recapture des monoamines, comme les SSRIs.
Des études précliniques ont démontré que le gabapentin, chez la souris, peut inhiber les

potentiels d’action dépendants du Na' dans les neurones centraux en culture (Welty et al.,



1993). Cette activité de blocage dépend du voltage et de la fréquence et se manifeste a des
concentrations cliniquement efficaces du médicament.

Les substances qui agissent sur le complexe NMDA possédent un large éventail
d’effets pharmacologiques, par exemple 1’agoniste partiel au récepteur de glycine/NMDA (+)-
HA-966 a des propriétés anxiolytiques, antinociceptives et anticonvulsivantes (Hunter et
Singh, 1994; Dunn et al., 1992). L’administration intracérébroventriculaire de la D-sérine, un
agoniste du récepteur glycine/NMDA, a antagonisé 1’action anxiolytique, antinociceptive et
anticonvulsivante du gabapentin, indiquant que la D-sérine partage avec le gabapentin une
voie commune et un mécanisme commun d‘action. Cette observation suggére que les sites
glycine/NMDA puissent médier les actions du gabapentin (Singh et al., 1996). Les études de
radioliaison n’ont pas confirmé cette hypothése (Singh et al., 1996).

Chez I’humain, le gabapentin semble augmenter le niveau de la sérotonine totale
sanguine. La sérotonine peut agir comme un neurotransmetteur inhibiteur et son interaction
avec les plaquettes sanguines humaines peut illustrer ses actions centrales (Rao et al., 1988).

Le mécanisme d’action du gabapentin n’est pas encore bien connu. Des études
animales et cliniques suggerent que le gabapentin puisse posséder des propriétés psychotropes
trés utiles similaires aux autres anticonvulsants utilisés aujourd’hui en psychiatrie (Dimond et

al., 1996).

1.2 Implication de la sérotonine dans I’anxiété
Le gabapentin (Neurontin®) est un dérivé de I’acide y-aminobutyrique (GABA) qui,
en plus de son action antiépileptique, posséde aussi une activité anxiolytique et antipanique

(Dimond et al., 1996). Ainsi, des données anecdotiques provenant d’études cliniques sur




I’épilepsie indiquent que les patients traités avec ce médicament éprouvent une amélioration
de ’humeur, du bien-étre, et une diminution de I’anxiété (Dimond et al., 1996).

Les hypothéses qui ont tenté d’expliquer le substrat neurobiologique de 1’anxiété sont
nombreuses, mais nous allons focaliser seulement sur la théorie sérotoninergique.

La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est une amine biogéne (une indolamine)
qui a été d’abord découverte dans I’intestin, dans des cellules entérochromaffines et baptisée
“entéramine” (Vialli ei Erspamer, 1933). Plus tard, il fut démontré que la 5-HT correspond a
une substance vasotonique trouvée dans le sérum d’ou son nom de: sérotonine (Rapport et al.,
1948). Sa structure chimique a été établie en 1948 et elle a été officiellement renommée 5-

hydroxytryptamine ou sérotonine (voir Owens et Nemeroff, 1994).

N

H

HO

5-hydroxytryptamine, sérotonine (5-HT)

La sérotonine se trouve aussi dans le cerveau (Twarog et Page, 1953) ou elle régule le
sommeil, ’appétit, la perception de la douleur, la locomotion, la mémoire et I’activité
sexuelle (Wilkinson et Dourish, 1991; Saudou et Hen, 1994). De plus, le role de la 5-HT en
psychiatrie a été démontré par de nombreuses études sur I’anxiété (Traskman et al., 1990;
Lopez-Ibor, 1992), la dépression, la schizophrénie (Ninan et al., 1984; Lévy et al., 1984), la
maladie obsessive compulsive, la maladie bipolaire (Sleight et al., 1991), ’humeur (voir

Ramboz et al.), 'impulsivité (Lopez-Ibor, 1994) le déficit attentionnel (Irwin et al., 1981), le




syndrome hyperkinétique (Wender, 1969), le comportement suicidaire, 1’alcoolisme, les
dysthymies saisonniéres et les désordres alimentaires (voir Lopez-Ibor, 1994). La diversité
des effets de la sérotonine est due au fait que les neurones sérotoninergiques projettent
virtuellement dans toutes les parties du cerveau et de la moelle épiniére, méme si leurs corps
cellulaires sont concentrés dans le noyau raphé (Vergé et al., 1985). De plus, il existe
plusieurs types de récepteurs a la sérotonine (7 types avec 14 sous-types) et différents
mécanismes de transduction du signal.

Des études précliniques et cliniques ont suggéré que la neurotransmission
sérotoninergique (5-HT) soit impliquée dans I’anxiété, "'impulsivité, la dépression (Brown et
Goodwin, 1984; Brown et van Praag, 1991) et aussi les états de panique (Ohara et al., 1996).
Les récepteurs de la sérotonine jouent un réle important dans I’anxiété puisque les
médicaments affectant la fonction sérotoninergique ont des effets sur ’anxiété (Oakley et
Tyers, 1992).

De fagon générale, les médicaments qui diminuent le taux de sérotonine endogéne
réduisent 1’anxiété et ceux qui augmentent la neurotransmission sérotoninergique induisent de
’anxiété (Schreiber et de Vry, 1992). Cette concordance n’est toutefois pas aussi simple. De
multiples variables doivent étre prises en considération: I’existence de plusieurs sous-types de
récepteurs sérotoninergiques, de plusieurs modéles animaux d’anxiété et de différents types
d’anxiété exprimés par ces modéles (Broekkamp et al., 1989). Les SSRIs démontrent a la fois
des propriétés antidépressives et des propriétés anxiolytiques, méme si leur effet premier est
une inhibition de la recapture de la sérotonine. Les propriétés antidépressives des SSRIs
peuvent s’expliquer par une augmentation de la neurotransmission sérotoninergique puisque

la dépression a été associée a un manque de 5-HT (Coppen, 1969). 1l faut cependant signaler




que la dépression s’accompagne souvent d’anxiété qui, elle, serait liée a un excés de 5-HT et
que les antidépresseurs améliorent les états de panique, les troubles obsessifs-compulsifs et
’anxiété généralisée (Nutt, 1997). Pour palier a la contradiction apparente d’une
augmentation de la transmission sérotoninergique dans I’anxiété par les antidépresseurs,
Graeff et al. (1996) ont suggéré I’existence de différentes voies sérotoninergiques avec
plusieurs sous-types de récepteurs comme substrat neuronal de la dépression, de l'anxiété et
de la panique (voir figure 1). Les inhibiteurs de la recapture de la 5-HT peuvent réduire la
libération de la sérotonine par une action indirecte sur les récepteurs 5-HT14 somatiques qui,
stimulés par I’augmentation du niveau de la sérotonine dans la fente synaptique, réduisent la
décharge des neurones sérotoninergiques. Cependant, des études d’électrophysiologie (de
Montigny, 1991) et de microdialyse (Artigas, 1993) ont démontré que cette réduction de
décharge neuronale a lieu seulement dans les premiéres phases de 1’administration du
médicament et elle coincide avec 1’aggravation de I’anxiété (Kahn et al., 1988; Nutt, 1999).
Par la suite, on observe une réduction de ’anxiété qui correspond a une é€lévation de la
neurotransmission sérotoninergique consécutive a une désensibilisation des autorécepteurs
somatiques présynaptiques (5-HT1a, 5-HT;p et 5-HTip) (de Montigny et al., 1992). Comme
les antidépresseurs administrés a long terme induisent une régulation a la baisse des
récepteurs 5-HT2ac dans le cortex frontal, on a postulé que ces récepteurs pourraient étre
hypersensibilisés dans les états de panique et la maladie obsessive-compulsive (Kahn, 1988).
Les agonistes des récepteurs 5-HT4 ont un effet anxiolytique (Parks et al., 1998) en
diminuant le niveau de sérotonine, et sont utilisés avec succés dans le traitement de ’anxiété
(Coplan et al., 1993). Ils semblent interagir avec les récepteurs 5-HT;4 pré- et postsynaptiques

(Andrade et Nicoll, 1987, Sprouse et Aghajanian, 1986).
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La découverte de plusieurs sous-types de récepteurs sérotoninergiques et le
développement de ligands sélectifs pour ces récepteurs ont permis de mieux comprendre le
réle de la sérotonine dans I’anxiété (Clément et al, 1995). Ainsi, le récepteur 5-HTia
caractérisé par la liaison du 8-OHDPAT, de la buspirone et de ses congénéres semble
impliqué dans I’anxiété. Les récepteurs 5-HT;p/5-HTip jouent un réle important dans le
modeéle d’anxiété “defensive burying” du rat et médient probablement I’action anti-impulsive
d’une nouvelle classe de médicaments, appelés séréniques (Griebel et al., 1990). Le récepteur
5-HT;c, maintenant connu comme le 5-HT,c, est impliqué chez I’animal dans le modele
d’anxiété de stimulation aversive et joue un réle important chez I’humain dans les effets
anxiolytiques de la mianserine ( Eison et Eison, 1994). Dans le modéle animal de conflit de
Vogel, la ritanserine, un antagoniste du récepteur 5-HT, a démontré des propriétés
anxiolytiques, mais plus faibles que celles des benzodiazépines (Eison et Eison, 1994). Les
antagonistes du récepteur 5-HT; ont montré des effets anxiolytiques dans le test d’interaction
sociale chez I’animal et les résultats cliniques de ’Odansetron dans le traitement de I’anxiété
généralisée sont encourageants (voir Eison et Eison, 1994).

Plusieurs hypothéses ont tenté d’expliquer le substrat neurobiologique de I’anxiété,

mais nous allons focaliser seulement sur la théorie sérotoninergique.

Hypothése de la sérotonine:
Certains auteurs suggérent qu’il existe une anomalie de la fonction sérotoninergique
chez les patients souffrant de troubles de panique et que ce neurotransmetteur serait aussi

impliqué dans la pathogénése de I’anxiété (den Boer et al. , 1995).
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Les voies sérotoninergiques ascendantes originent dans les noyaux raphé dorsal et
médian (NRD et NRM) (Dahlstrom et al. , 1964). Elles se projettent dans le cortex frontal,
I’amygdale et autres aires lymbiques (Azmitia et al., 1978), dans 1’aire tegmentaire ventrale
(ATV) et la substance noire (SN) (Pasquier et al., 1977, Azmitia, 1978). Comme ces régions
sont impliquées dans le contrdle des émotions, de 'humeur et des mouvements, il est
vraisemblable que la 5-HT joue un réle important dans les troubles affectifs, dans I’anxiété et
le contréle moteur (Oakley and Tyers, 1992).

Par ailleurs, la 5,7-dyhydroxytryptamine (5,7-DHT), en détruisant une grande partie
des neurones sérotoninergiques, diminue la libération de sérotonine et posséde aussi des
propriétés anxiolytiques (Iversen, 1984; Tye et al, 1977). Il faut signaler cependant la
vraisemblance d'une synthése et d'une libération accrues de sérotonine dans les neurones
sérotoninergiques épargnées, comme phénomeéne compensatoire. De méme, les lésions du
noyau raphé dorsal et [’administration de la parachlorophénylalanine entrainent, par
diminution des niveaux de sérotonine, une désinhibition dans le test d’interaction sociale du
rat (File et al., 1979). Dans ce test, une lumiére forte et la présence de partenaires étrangers
dans la méme cage constituent des stimuli anxiogénes aversifs (Oakley et Tyers, 1992).

En s'appuyant sur la relation entre la diminution des niveaux de sérotonine et la
diminution de I'anxiété, plusieurs molécules sélectives ont été développées (Oakley et Tyers,
1992). Parmi ces derniéres, des agonistes spécifiques aux récepteurs 5-HT 1 ont montré chez
le rat des effets anxiolytiques dans différents modéles d’anxiété: I’anxiété conditionnée et
non-conditionnée, le conflit, I’interaction sociale et I’exploration de la nouveauté (de Vry et

al., 1993; de Vry, 1995). De plus, certains agonistes du récepteur 5-HT ;4 ont montré, chez les
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patients souffrant d'anxiété de type généralisé, des propriétés anxiolytiques (Schreiber et al.,
1993).

Dans un modéle d’anxiété conditionnée chez le rat, I’application locale d’ipsapirone
ou de 8-OHDPAT dans le noyau raphé dorsal entraine une réduction de I'anxiété. Il en est de
méme avec la neurotoxine 5,7-DHT ou le pCPA, qui induisent des lésions neuronales du
sytéme sérotoninergique (Schreiber et de Vry, 1993).

L’importance des récepteurs 5-HT;a dans I’anxiété a commencé a étre évidente depuis
la découverte, en 1979, de la buspirone, un anxiolytique efficace en clinique (File, 1996).
Malgré le fait que la buspirone, la gépirone et I’ipsapirone soient des anxiolytiques de grande
utilité chez I’humain, les modéles animaux d’anxiété ont donné des résultats contradictoires.
Chez le rat, dans les modéles d’anxiété utilisant le conflit (les rats sont privés de I’eau et ils
doivent accepter un choc électrique pour pouvoir boire de 1’eau), ’administration de la
buspirone, de 'ipsapirone et du 8-OHDPAT est moins efficace que celle des aﬁxiolytiques
benzodiazépiniques (diazépam, chlordiazépoxide) (Barrett et al., 1986; McCloskey et al.,
1987). Par contre, chez les pigeons, ces mémes substances ont produit un effet anxiolytique
puissant dans le test de conflit (Witkin et Barrett, 1986). Dans le test d’interaction sociale du
rat, File et ses collaborateurs (File et Andrews, 1991) ont rapporté que la buspirone, la
gépirone et le 8-OHDPAT ont une faible action anxiolytique, mais d’autres chercheurs (Dunn
et al, 1989) ont trouvé que les mémes molécules dans le méme test ont eu un effet
anxiolytique marqué. Dans le test de conflit de Montgomery (elevated X maze), les effets
anxiolytiques de la buspirone ont été observés aprés une injection locale dans I’hippocampe
(Kostowski et al., 1989). Il y a plusieurs explications possibles des résultats contradictoires

issus des différents modéles animaux d’anxiété. En effet, chaque modele animal représente
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chez I’humain un type différent d’anxiété et chaque type d’anxiété releve d’une thérapie
pharmacologique spécifique (Wilkinson et Dourish, 1989). Dans la pratique clinique, on
distingue plusieurs types d’anxiété, comme I’anxiété généralisée, I’agoraphobie, les troubles
de panique, la maladie obsessive-compulsive, la phobie sociale et les phobies simples (Spitzer
et Williams, 1988). De plus, ’efficacité thérapeutique des anxiolytiques varie selon la nature
de I’anxiété. Ainsi, I’agoraphobie et les troubles de panique sont mieux controlés par les
antidépresseurs et les benzodiazépines (Lydiard et Ballenger, 1987), la maladie obsessive-
compulsive par les SSRIs (Zohar et Insel, 1987), et la phobie sociale par les B-bloqueurs
(Gorman et Gorman, 1987). La faible efficacité des agonistes des récepteurs 5-HT14 comme
anxiolytiques chez 1’animal peut aussi s’expliquer par un effet retard de ces médicaments
(Broekkamp et al., 1989; Wilkinson et Dourish, 1989).

Il faut noter toutefois que les perturbations complexes de I’humeur ne sauraient
s’expliquer uniquement par le déséquilibre d’un seul neurotransmetteur, méme si la
sérotonine semble trés importante dans I’anxiété et la dépression (Deakin, 1991; 1998, Graeff,

1996; Kahn et al. , 1988).

1.3 Classification des récepteurs sérotoninergiques et leur role dans I’anxiété

La découverte de différents types de récepteurs de 5-HT et la caractérisation
pharmacologique de ces sous-types de récepteurs par différents agonistes et antagonistes ont
permis de mieux appréhender leur role dans I’anxiété (Griebel, 1995 ; Handley, 1995).

Initialement, les récepteurs de la sérotonine ont été caractérisés seulement par des

ligands pharmacologiques et 2 types de récepteurs ont été identifiés, soit: le 5-HT; et le 5-
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HT,. Le récepteur 5-HT; a une grande affinité pour la sérotonine, alors que le récepteur 5-HT,
a une faible affinité pour la sérotonine, mais une grande affinité pour la spipérone (Snyder et
Peroutka, 1979). Avec des outils pharmacologiques et de biologie moléculaire plus avancés, 4
types de récepteurs 5-HT ont été décrits subséquement: les 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3 et 5-HT4 et
14 sous-types ont été identifiés (Bradley et al., 1986a; Zifa and Filion, 1992; Peroutka, 1993),
chaque sous-type de récepteur ayant une distribution spécifique dans le cerveau (Hoyer et al.,
1994; Martin et Humphrey, 1994; Peroutka, 1994). (voir tableau I).

Plus récemment, la biologie moléculaire a confirmé cette classification et de plus, a
conduit a I’identification de nouveaux récepteurs de 5-HT (5-HTir, 5-HT;s, 5-HTs, 5-HT7)
(Hoyer et Martin, 1996) qui ont été clonés et exprimés dans des lignées cellulaires. Selon leur
structure moléculaire, on distingue les récepteurs couplés aux protéines G et le récepteur
formant un canal ionique "ligand-gated" (le récepteur 5-HT3) (voir figure 2).

Les récepteurs couplés aux protéines G ont une structure monomérique (420-460
acides aminés) avec 7 domaines transmembranaires. Chaque domaine renferme entre 20 et 28
acides aminés et les sites de reconnaissance des agonistes sont situés sur ces domaines
(Strader et al., 1989, Curtis et al., 1989, Zifa et Fillion, 1992). Ces récepteurs ont un domaine
extracellulaire aminé terminal renfermant des sites de glycosilation et un domaine
intracellulaire carboxy-terminal possédant des sites de phosphorylation. De plus, ils
renferment trois boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires. La troisiéme boucle
intracellulaire est impliquée dans le couplage a la protéine G (Strader et al., 1989; Lechleiter

et al.,, 1990, Zifa et Fillion, 1992).
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Elle porte des sites de phosphorylation. Le domaine intracellulaire COOH terminal,
dans sa partie proche de la membrane, est aussi impliqué dans le couplage aux protéines G
(Strader et al., 1989; O’Dowd et al., 1989).

Les relations dans I’évolution entre les familles connues des récepteurs 5-HT ont été
déterminées par ’analyse de 1’arbre phylogénétique (Peroutka, 1992; Peroutka et Howell,
1994). Les séquences alignées de tous récepteurs de la sérotonine couplés aux protéines G ont
été comparées et un arbre phylogénétique a été construit (Feng et Doolitle, 1990). La longueur
de chaque branche de cet arbre phylogénétique représente la distance d'évolution entre les
sous-populations des récepteurs. Les récepteurs primaires couplés aux protéines G se sont
différenciés en 3 familles majoritaires, comme indiqué aussi par les 3 branches de I’arbre
phylogénétique: les récepteurs 5-HT; (incluant les récepteurs 5-HTs et 5-HT-), les récepteurs
5-HT; et les récepteurs 5-HT¢ (Peroutka, 1994).

Plusieurs études pharmacologiques ont suggéré que les récepteurs 5-HT4, les 5-
HTanc et les 5-HT3 jouent un role important dans 1’anxiété (Costall et al., 1988; Oakley et

Tyers, 1992; Schreiber et de Vry, 1993).

1.4 La famille des récepteurs S-HT;

La famille des récepteurs 5-HT; inclut les récepteurs 5-HT 4, 5-HTs, 5-HTp, 5-HT g
et 5-HT ¢ (Peroutka, 1994).

Tous ces récepteurs sont couplés aux protéines G par I’intermédiaire d’une protéine G;
ou G,, codés par des génes sans introns, ont entre 365 et 422 acides aminés, avec une
homologie de séquence de 40%. Ces récepteurs sont couplés négativement a I’adénylate

cyclase (Hoyer et Boddecke, 1993).
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En utilisant la [*H]5-HT, les récepteurs 5-HT; ont été identifiés au début, comme sites
de haute affinité pour la 5-HT dans des études de radioliaison sur les homogénats de cerveau
(Peroutka et Snyder, 1979). Par la suite, les sous-types 5-HTia, 5-HTip, 5-HTip ont été
identifiés dans le cerveau avec des ligands plus sélectifs, comme: le 8-OHDPAT, le RU
24969, MDL 73005EF, la mésulergine, ’anpirtoline, le CP 93129, le RU 24969, le
Sumatriptan et avec le GTI, GR46611, 1.-694,247 respectivement (Gozlan et al., 1983; Hoyer
et al. , 1985 ; Pazos et al. ,1984 ; Bruinvels et al. , 199 ; Boulenguez et al. , 1995 ; Hoyer et

al., 1994).

1.4.1 Les récepteurs S-HTia

1.4.1.1 Distribution et fonction :

La distribution des récepteurs 5-HT;a dans le cerveau a été étudiée chez de nombreuses
especes animales comme le rat, la souris, le cobaye, le chat, le veau, le cochon, le singe et
I’humain. Une distribution similaire de ces récepteurs a été trouvée chez toutes ces especes
(Zifa et Fillion, 1992). Le géne qui encode ce récepteur est situé sur le chromosome humain
5-q11. La plus haute densité des récepteurs 5-HT;a a été observée dans I’hippocampe (le
gyrus dentelé et le CAl), le septum, ’amygdale et dans les aires corticales lymbiques (le
cortex entorhinal) (Marcinkiewicz et al., 1984; Radja et al., 1991; Hoyer et al., 1994). Parce
que ces régions sont impliquées dans le contrdle de ’anxiété et des émotions, la distribution
préférentielle des récepteurs 5-HT;a dans ces aires, suggére leurs implications dans le
contrdle du comportement (Iversen, 1984).

Les 5-HT;a sont présents en haute densité dans les noyaux raphé (dorsal et médian),

qui contiennent les corps cellulaires sérotoninergiques (Pazos et al., 1987; Hoyer et al., 1994).
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Ils sont localisés présynaptiquement et modulent 1’activité des neurones sérotoninergiques.
Cette distribution a été démontrée par Vergé et al. (1985, 1986) qui ont observé une
diminution marquée de la densité des récepteurs aprés des lésions sérotoninergiques sélectives
par la 5,7-DHT.

Dans le raphé, les 5-HT;a se comportent comme des autorécepteurs
somatodendritiques qui inhibent la décharge ("firing”) des neurones sérotoninergiques et la
libération de la 5-HT vers des sites postsynaptiques (Zifa et Fillion, 1992; de Montigny et
Blier, 1991; Hoyer et al., 1994). L’activation des autorécepteurs somatodendritiques du raphé
diminue la synthése de 5-HT et sa libération, ainsi que 1’activité électrique neuronale (Hyorth
et Sharp, 1991; de Montigny et Blier, 1991) avec comme conséquence une réduction de
Iactivité ascendante sérotoninergique (Oakley et Tyers, 1992). En agissant dans le noyau
raphé dorsal, un agoniste 5-HT;4 réduit la fonction sérotoninergique et peut avoir un effet
anxiolytique (Oakley et Tyers, 1992).

Le blocage des autorécepteurs somatodendritiques 5-HTa chez le rat a peu d’effet sur
les niveaux extraneuronaux de 5-HT. Par contre, il potentialise I’augmentation de la 5-HT
induite par ’administration des SSRIs. Cette observation suggére que la désensibilisation des
autorécepteurs 5-HT;o lors de Padministration chronique de SSRIs contribue a
’augmentation de la sérotonine dans la fente synaptique (Gobbi et al., 1991; Sharp et al,
1991; Blier et al., 1998). Chez les patients dépressifs, I’administration concomitante de
pindolol, un antagoniste du récepteur 5-HT14, a augmenté aussi I’efficacité thérapeutique des
SSRIs et diminué la durée du début de action (Blier et de Montigny, 1999; Blier et al.,

1997).
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Les récepteurs 5-HT;a sont aussi localisés postsynaptiquement par rapport aux
terminaisons nerveuses sérotoninergiques, a4 savoir au niveau des cellules pyramidales
hippocampiques. En effet, Hall et al. (1985) et Vergé et al. (1986) ont observé une diminution
de 50% de ces récepteurs aprés des lésions provoquées avec l’acide kainique dans cette
région. En concordance avec cette hypothése, le traitement avec la 5,7-DHT ne diminue pas
la densité des 5-HT;s dans I’hippocampe. Ces derniéres observations suggérent que les 5-
HT; 4 sont localisés postsynaptiquement sur des neurones non-sérotoninergiques et aussi sur
des cellules gliales (Zifa et Fillion, 1992; Hoyer et al., 1994). La densité des récepteurs 5-
HT;4 est réduite dans I"hippocampe chez les patients souffrant de la maladie d’Alzheimer de
fagon proportionnelle & la perte des cellules pyramidales, ce qui implique que les récepteurs
5-HT; 4 dans ’hippocampe sont localisés sur des cellules pyramidales et donc postsynaptiques
aux afférences sérotoninergiques (Cross et al., 1990).

L’activation des récepteurs postsynaptiques 5-HT4, chez le rat, induit un syndrome
sérotoninergique caractéristique. Il est généralement accepté que les agonistes des récepteurs
5-HT4 induisent ce syndrome qui refléte plutét ’activation postsynaptique des récepteurs 5-
HT, 4 En effet, ce syndrome n’est pas influencé par la déplétion sérotoninergique causée par
la pCPA (parachlorophénylalanine) ou par la 5,7-DHT (Wilkinson et Dourish, 1989). Ce
syndrome se manifeste par une posture plate du corps, "forepaw treading”, du balancement
de la téte (Tricklebank, 1985), de I’hypothermie et une libération d’ACTH (Wilkinson et
Dourish, 1991). Ces symptomes ne sont pas tous causés par ’activation des récepteurs 5-
HT; 4 puisque la plupart d’entre eux sont antagonisés par des substances qui n’ont pas une
grande affinité pour les 5-HT1a (par ex. la ketanserine, ’haloperidol et la prazosine; voir

Tricklebank et al., 1984). Par contre, chez le rat, la posture plate du corps et le reciprocal
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Jorepaw treading illustrent ’activation des récepteurs 5-HT4 postsynaptiques parce que les
effets moteurs provoqués par le 8-OHDPAT ne sont pas abolis par la déplétion de la
sérotonine et sont bloqués par des substances qui ont des propriétés antagonistes aux
récepteurs 5-HT ;4 comme le (-)pindolol, le (-)propranolol (Yamada et al., 1988).

Chez I’humain, le syndrome sérotoninergique se manifeste par de la confusion, de la
nervosité, de I’hyperréfléxie, de I’hypomanie, de I’excitation, de la myoclonie et des
tremblements (Sternbach, 1991).

La stimulation des récepteurs 5-HT;a postsynaptiques peut causer de l’anxiété
(Wilkinson et Dourish, 1991). Les agonistes des récepteurs 5-HT;o exercent leur effet
anxiolytique par un mécanisme postsynaptique. Ainsi, dans le test fear potentiated startle
(Panxiété est mesurée par la magnitude de la réponse startle a un stimulus sonore fort, quand
le son est précédé par une lumiére associée a un choc), les effets anxiolytiques de la buspirone
n’ont pas été bloqués par des lésions du noyau raphé dorsal ou médian (Davis et al., 1998). De
plus, des études de microdialyse ont indiqué que différents stimuli stressants, comme la
manutention, le pincement de la queue et I’exposition au labyrinthe élevé en forme de X,
rendent les rats plus anxieux et augmentent la libération de la 5-HT dans ’hippocampe, la
zone ou se trouvent les récepteurs 5-HT;4 postsynaptiques (Bickerdike et al., 1995; Kalen et
al., 1990). Les résultats de Lopez-Rubalcava (1996) suggérent que, chez le rat, dans le test de
burying behavior (les rats ont le comportement connu comme defensive burying quand ils
sont confrontés a un stimulus qui leur fait peur), les propriétés anxiolytiques des ligands 5-
HT 4 sont mediés par les récepteurs postsynaptiques. En effet, tous les agonistes du récepteur

5-HT 4 utilisés dans son étude ont produit la méme réduction dans le test de burying behavior
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chez les rats témoins et les rats léSionés (dont les corps cellulaires des neurones
sérotoninergiques ont été détruits) avec la 5, 7-DHT et pré-traités avec le p-CPA.

L’activation des récepteurs S5-HT;n présynaptiques a, chez le rat, des effets
anxiolytiques; on pourrait ainsi expliquer I’efficacité clinique anxiolytique des agonistes 5-
HT4a, comme le 8-OHDPAT, la gépirone, la buspirone, 1’ipsapirone (Wieland et Lucki, 1990;
Fletcher et al., 1995). Dans leurs études, ils ont trouvé que les injections locales dans le noyau
raphé dorsal médian d’agonistes 5-HT;,, comme le 8-OHDPAT, I’ipsapirone, la buspirone et
I’indorenate, ont augmenté le nombre de transitions entre les compartiments noirs et blancs,
dans le test light/dark box. La réduction du burying behavior et l'accroissement des transitions
traduisent une diminution de l'anxiété. Par contre, ces tests ne sont pas affectés par la 1ésion
du noyau raphé avec la 5,7-DHT.

Ainsi, il semblerait que le mécanisme anxiolytique des agonistes du récepteur 5-HT14
est fondé sur leurs propriétés agonistes aux récepteurs présynaptiques dans les noyaux raphé
et sur leurs propriétés agonistes partiels au niveau des récepteurs postsynaptiques (Zifa et
Fillion, 1992). Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer les différences
d'activité intrinséque des ligands du récepteur 5-HT;a Une des hypothéses suggere des
différences régionales dans le nombre de récepteurs de réserve 5-HT 4 (Zifa et Fillion, 1992).
Dans le noyau raphé dorsal, il existe une grande réserve de récepteurs 5-HT 4 (Meller et al.,
1990), mais non dans 1’hippocampe (Yocca et al., 1990). On peut donc supposer que les
agonistes partiels de ces récepteurs induiront des réponses quantitatives différentes selon les
structures cérébrales impliquées (Van den Hoof et Galvan, 1991). L’activité intrinséque des
ligands dépend aussi des différences dans le mécanisme de traduction du signal: différentes

protéines G;, couplage différent ou de la stoechiométrie entre le récepteur et les protéines G;
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(Yocca et Maayani, 1990). Boddecke et al. (1992) ont démontré que ’activité intrinséque du
ligand dépend de la densité des récepteurs dans le tissu et de I’existence de différents
systémes de second messager. De plus, Radja et al. (1992) ont apporté des preuves
expérimentales sur l'existence de différents sous-types de récepteurs 5-HT 4 dans le CAl et le
DG du cerveau de rat.

11 faut souligner que les propriétés anxiolytiques des agonistes 5-HTa s’observent en
une administration aigué chez I’animal, mais seulement en administration chronique chez
’humain. Cette divergence entre I’animal et ’humain ne permet pas de préciser si les
propriétés anxiolytiques des agonistes 5-HT;a relévent d’un accroissement de leur activité
sérotoninergique tel qu’observé chez ’animal ou d’une diminution de cette activité par
désensibilisation des autorécepteurs telle que suggérée chez I’homme (Zifa et Fillion, 1992).

Les agonistes 5-HT;5 possédent, en plus de leur action anxiolytique, des propriétés
antidépressives aussi bien chez I’humain que dans les modéles animaux de dépression,
comme le modéle de learned helplessness (Kinney et al., 1998; Dimitriou et Dimitriou, 1998).
Les récepteurs postsynaptiques 5-HT4 sont localisés sur des neurones non-séotoninergiques.
Certains de ces récepteurs modulent le reldchement d’autres neurotransmetteurs alors que
d’autres hyperpolarisent les cellules pyramidales du CA, hippocampique (Andrade et Nicoll,
1987) par I’ouverture de canaux potassiques, ce qui entraine une diminution de la décharge
neuronale (Saudou et Hen, 1994). Par exemple, le 8-OHDPAT augmente la libération de
’acétylcholine dans le cortex du rat et du cobaye (Siniscalchi et al, 1993; 1990). Les
récepteurs de 5-HT;o réduisent Pexcitation, induite par le glutamate, des neurones
adrénergiques du “locus coeruleus” (Charlety et al., 1991). Chaouloff (1990) a rapporté que

la buspirone et I’ipsapirone induisent une libération d’adrénaline par activation des récepteurs




24

5-HT;4 et conséquemment une hypoglycémie (Bagdy et al., 1998; Chaouloff et al., 1990).
Hamon et al. (1988) ont observé que, a I’encontre du 8-OHDPAT, les agonistes des
récepteurs 5-HT,5 augmentent le «turn-over » de la dopamine, ce qui suggere que leur effet
ne soit pas médié par les autorécepteurs 5-HT;a. Par contre, Benloucif et Galloway (1991),
en utilisant la microdialyse, ont montré que la libération de dopamine est augmntée par le
TFMPP, le mCPP, le RU24969 et aussi le 8-OHDPAT. Ils ont proposé que les 5-HT4 soient
impliqués dans la modulation de la libération de la dopamine.

Les agonistes 5-HT;4 stimulent le reldichement de 1’adrénocorticotropine (Gilbert et
al., 1988; di Sciullo et al., 1990), de la B-endorphine (di Sciullo et al., 1990), de la
corticostérone (Matsuda et al., 1991) et du facteur de libération de la corticotropine (Owens et
al., 1990). Ces résultats illustrent une implication des 5-HT;a dans I’axe hypothalamo-
hypophysaire (Zifa et Filion, 1992).

Les récepteurs 5-HTa se retrouvent aussi dans le néocortex, I’hypothalamus et la

substance gélatineuse de la moélle épiniére (Hoyer et al. , 1994).

1.4.1.2 Structure moléculaire :

En étudiant le récepteur P,-adrénergique, le groupe de recherche du professeur
Lefkowitz a isolé le géne G21 situé sur le chromosome 5 (Kobilka et al., 1987). Un an plus
tard, Fargin et al. (1988) ont démontré que ce géne encode le récepteur 5-HT14 humain. Ce
géne est localisé sur le chromosome 5, chez ’humain, sur les bandes 5q11.2 jusqu’a q13, sur
la partie proximale de D5S76 et il ne posséde pas d’introns (Kobilka et al., 1987, Melmer et

al., 1991). Chez le rat, ce geéne est situé sur le chromosome 13 (Oakley et al., 1991) et le
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récepteur 5-HT;4 du rat a une homologie de séquences de 99% avec le récepteur humain
(Maurer et al. 1985; Albert et al., 1990; voir Albert, 1992).

Le récepteur-protéine 5-HT1 posséde une chaine monomérique (422 acides aminés
chez le rat et 421 chez I’humain) qui est caractérisée par un domaine carboxy-terminal court
(16 aminoacides) et une longue troisiéme boucle intracellulaire (Strader et al., 1989). Cette
boucle posséde 2 résidus de thréonine, qui sont les cibles de phosphorylation par la PKC (la
protéine-kinase C) (Zifa et Fillion, 1992) (voir figure 3).

Une autre caractéristique de la structure du récepteur 5-HT1, est la présence d’une
fermeture éclair (“zipper”) de leucine dans les IlI-iémes domaines transmembranaires (Hartig
et al., 1990). Ce “zipper” existe aussi dans les oncogeénes et les protéines qui se lient a 'ADN
ou il facilite la formation de diméres et ’interaction avec d’autres protéines (Struhl, 1989).
Cette propriété est retrouvée aussi dans les 5-HT, mais pas dans d’autres récepteurs couplés
aux protéines G Ainsi, il est possible que les interactions fonctionnelles entre les récepteurs
5-HT4 et 5-HT, soient dues au “zipper” de leucine (Hartig et al., 1990).

Le site de reconnaissance des ligands agonistes est situé sur le résidu Asp-113, dans le
troisiéme domaine transmembranaire, ou il forme une liaison ionique avec le groupe aminé de
la 5-HT. Cette liaison est stabilisée par les groupes aromatiques (un tryptophane et deux
phénylalanines) qui ’entourent (Hibert et al., 1991). Weinstein et Osman (1990) ont proposé
que la chaine latérale du résidu d’His-162, chargée positivement (imidazoliuni), soit
impliquée aussi dans la liaison des ligands agonistes et que cette liaison induirait un transfert

de protons, qui a son tour, activerait le récepteur.



26

Figure 3
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Structure du récepteur 5-HT A
L'ordre des acides aminés et les domaines putatifs transmembranaires du récepteur du rat
5.HT, sont montrés. Les acides aminés montrés en couleurs indiquent les résidus en
commun avec le récepteur du hamster B,-adrénergique. Les sites de glycosylation sont

représentés par des carrés. Les sites putatifs de phosphorylation sont chargés

négativement et représentés par des points noirs. Un site putatif de palmitoylation est

symbolisé par une vrille.

Adaptée de Albert, 1992
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1.4.1.3 Les systéemes de transduction

Le principal systéme de transduction des récepteurs 5-HT ;4 est celui de I’adénylate-
cyclase. Les 5-HT 4 sont couplés négativement a I’adénylate-cyclase par I’intermédiaire de la
protéine Gi, plus exactement par la sous-unité o; La 5-HT et les agonistes du récepteur 5-
HT 4 inhibent I’activité de I’ AC (adénylate-cyclase) stimulée par la forskoline et cette activité
de I’AC est bloquée par les antagonistes des 5-HT ;4 (Oksenberg et Peroutka, 1988).

A Pinstar du récepteur dopaminergique D; (Sidhu et al., 1991) et des récepteurs
muscariniques m; (Stein et al., 1988 ; Zifa et Fillion, 1992), m, (Lai et al., 1991; Zifa et
Fillion, 1992) et my (Peralta et al., 1988), les 5-HT;s possédent différents systémes de
transduction. En plus de 1’adénylate-cyclase, les récepteurs 5-HT4 sont liés directement a
Pactivité de la PLC (phospholipase C) et la voie de la transduction de ce signal dépend du
type de cellule qui I’exprime (Liu et Albert, 1991).

L’augmentation de la production de I’'IP3 est sensible a la toxine pertussique et
indépendante de I’AMP, (Fargin et al., 1989). Cette élévation de I'IP3 s’accompagne d’une
mobilisation de calcium (Middleton et al., 1990), d’une augmentation de la synthése du
phosphate Na-dependent par activation de la protéine-kinase C (PKC) (Raymond et al., 1991)
et d’une activation de I’ ATP-ase Na'/K" (Middleton et al., 1990).

En plus de leur couplage aux enzymes attachées a la membrane (1’adénylyl cyclase, la
phospholipase), les récepteurs 5-HT ;4 contrdlent aussi les canaux K couplés aux protéines G,
surtout au niveau de I’hippocampe (Andrade et al., 1986), du noyau raphé dorsal (Innis et al.,
1988) et de I’hypothalamus ventromédial (Newberry, 1992). L’activation du récepteur 5-HT 14
induit ’ouverture du canal et entraine une hyperpolarisation de la membrane cellulaire par

augmentation de la conductance au K*. En conséquence, la décharge neuronale diminue.
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Dans I’hippocampe, "ouverture des canaux potassiques par les 5-HT1a nécessite la présence
d’une protéine G sensible a la toxine pertussique (Innis et Aghajanian, 1987, Hoyer et al,,

1994).

1.4.1.4 Agonistes et antagonistes

Un agoniste est un ligand qui active le récepteur et entraine une action physiologique
identique a celle du neurotransmetteur (Meunier et Shivaloff, 1992).

L’agoniste le plus sélectif du récepteur 5-HT;a est une aminotétraline, le 8-OHDPAT,
qui, in vivo, est unique dans sa combinaison de haute efficacité et grande puissance (Zifa et
Fillion, 1992). De nombreux agonistes 5-HT} 4, surtout des agonistes partiels, ont montré des
propriétés anxio-dépressives. Ils se divisent en 5 familles selon leur structure chimique: les
pyrimidinylpipérazines (buspirone, ipsapirone, gépirone) (Schreiber et de Vry, 1992), les
naphtylpipérazines (S-14671), les benzodiaxones (MDL 72832, la spirotraxine, le MDL
73005EF, le WB 4101), les arylpipérazines hétérobicycliques (flesinoxan) et les
phénylpipérazines (BMY 7378, NAN-190) (voir Zifa et Filion, 1992).

Un antagoniste est un ligand qui s’oppose a I’action d’un agoniste et qui est inactif si
I’agoniste est absent (sauf dans le cas d’agonistes inverses). L’antagonisme n’est pas une
propriété physiologique, elle est une propriété pharmacologique (Meunier et Shivaloff, 1992).
Actuellement, 5 molécules sont reconnues comme antagonistes sélectifs et puissants des
récepteurs 5-HT1a: le NI-(bromoacetyl)-[N8-(3-(4-indolyloxy)-2-hydroxypropyl}-(Z)-1,8-
diamino-p-métane (Liau et al, 1991); le S-14063 (Dabiré¢ et al., 1991), le SDZ 216-525
(Hoyer et al., 1992), un nouvel analogue de la 8-OHDPAT, le (S)-UH-301 (Bjork et al., 1991)

et le () WAY 100135. Ce dernier est un antagoniste sélectif qui est dépourvu d’activité
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agoniste partielle (Fletcher et al., 1993, Starkey et Skingle, 1994). L’activité intrinséque et la
puissance de ces molécules dépendent de la densité des récepteurs et du couplage récepteur-

effecteur (Boddecke et al., 1992).

1.4.2 Les récepteurs 5-HTip

Initialement, le sous-type 5-HT;p a été défini comme étant moins sensible a la
spipérone que le sous-type 5-HT4 (Pedigo et al., 1981; Zifa et Fillion, 1992). Les récepteurs
5-HT;p se trouvent chez le rat, la souris et I’opossum, mais sont beaucoup moins nombreux
dans d’autres espéces animales. Son homologue pharmacologique, le récepteur 5-HTp, est
absent chez les rongeurs et présent chez le chien, le cobaye et ’humain (Saudou et Hen,
1994). Plus tard, les études moléculaires de clonage ont démontré que le correspondant
humain du récepteur 5-HT;p du rat est le 5-HTipg (voir Hartig et al., 1992), pour le
différencier d’un autre récepteur 5-HTip, qui est encodé par un géne différent. La différence
entre le récepteur 5-HTs et 5-HTipp est d’un seul acide aminé (Parker et al., 1993). La
similarité entre les séquences d’acides aminés du récepteur humain 5-HTipg et celles du
récepteur 5-HTip du rat est de 96%, ce qui suggére que ces deux récepteurs sont des
homologues (Saudou et Hen, 1994).

Le géne qui encode pour le récepteur 5-HTp/5-HTpg est localisé sur le chromosome
9 (position 9E) chez la souris et sur le chromosome 6, locus 6q13, chez I’humain

(Demchyshyn et al., 1992) .
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1.4.2.1 Distribution et fonction

Les ganglions de la base (Pazos et Palacios, 1985; Hoyer et al., 1994), surtout le
globus pallidus et la partie réticulée de la substance noire, démontrent une grande densité des
sites de liaison de type 5-HT;pip. Dans le cerveau du rat, a cause de leur profil
pharmacologique, ces sites sont des 5-HTp (Pazos et Palacios, 1984; Hoyer et al., 1994),
alors que dans le cerveau des autres mammiféres, ils sont des 5-HTpg. En utilisant le ligand
des 5-HTg et 5-HTpg, le ['®I]GTL on a remarqué que la distribution des sites de 5-HT)p
dans le cerveau de rat est similaire a celle des 5-HTpp dans le cerveau humain et du cobaye,
avec la plus grande concentration dans la substance noire, le globus pallidus, le subiculum
dorsal et les collicules supérieures (Boulenguez et al., 1991; Palacios et al., 1992).

L’ARN,, des 5-HT;p /5-HTips a été trouvé dans les noyaux raphés, le striatum, le
cervelet (la couche des cellules Purkinje), I’hippocampe (la couche des cellules pyramidales
de CA1l), le cortex entorhinal, le cortex cingulaire (la couche IV), les noyaux sous-
thalamiques et le noyau accumbens, mais pas dans la substance noire (Voigt et al. , 1991 ; Jin
et al., 1992; Hoyer et al., 1994).

Middlemiss (1984) et Limberger et al. (1991) ont montré, chez le rat. que le
relichement de la 5-HT a partir des terminaisons sérotoninergiques est controlé par des
autorécepteurs 5-HTp présynaptiques (Schipper et al., 1987; Galzin et al, 1992). Une
activation de ces récepteurs méne a une augmentation de I’anxiété (Chopin et al., 1994), de la
locomotion (Maroteaux et al., 1992), a une diminution de I’appétit, de Iactivité sexuelle
(Clément et al., 1995) et aussi de I’agressivité (Sanchez et al., 1993).

Méme si plusieurs agonistes montrent une activité anxiogénique dans des modéles

animaux d’anxiété, comme le “elevated plus-maze test” chez la souris, par exemple, (voir
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Rodgers, 1997; Clément et al., 1995), leur implication dans ’anxiété n’est pas encore bien
établie.

Chez le rat, des lésions par injection intrastriatale d’acide kainique ont réduit la densité
des récepteurs 5-HT;p, alors que des destructions de neurones dopaminergiques de la
substance noire n’ont eu aucun effet. Ces résultats suggérent que les récepteurs 5-HT g sont
localisés sur les terminaisons des fibres nonsérotoninergiques, possiblement GABAergiques,
qui originent dans le striatum et innervent la partie réticulée de la substance noire (Hamon et
al., 1990). En effet, la Iésion provoquée dans le caudé-putamen diminue beaucoup la liaison
des ligands dans la substance noire. Par contre, la destruction des neurones dopaminergiques
de la substance noire ne provoque pas une diminution des sites nigraux de liaison des ligands
5-HTp. Ces observations suggérent que les récepteurs 5-HTg sont situés sur des cellules qui
contrdlent I’activité des ganglions de la base, mais ils ne se trouvent pas sur les neurones
dopaminergiques (Hoyer et al., 1994). Des évidences préliminaires suggerent qu’une petite
population de récepteurs 5-HTi;p puisse se comporter comme des autorécepteurs
somatodendritiques dans le raphé (Davidson et Stamford, 1995).

En plus de son activité comme autorécepteur présynaptique homologue, le récepteur 5-
HT,p peut fonctionner aussi comme un hétérorécepteur terminal qui contrdle la libération de
différents neurotransmetteurs, tels I’acétylcholine dans I’hippocampe de rat (Maura et al,
1989; Harel-Dupas, 1991; Hoyer et al., 1994), la noradrénaline dans les tissus périphériques
(Molderings et Gothert, 1990; Hoyer et al., 1994), le glutamate (Engel et al., 1986; Limberger
et al., 1991), la dopamine (Galloway et al., 1993) et du GABA (Bruinvels et al., 1993).

L’évaluation des effets comportementaux des rats influencés par les récepteurs 5-

HT ;3 est difficile a cause de I’absence de ligands trés sélectifs pour ces récepteurs. Malgré
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tout, des résultats ont été ébtenus avec le TEFMPP, mCPP et avec le RU 24969 qui ont réduit
la température corporelle et ’apport alimentaire de rats et de souris (Bendotti et Samanin,
1987, Kennett et Curzon, 1988). Ces effets impliquent des récepteurs localisés sur des
neurones nonsérotoninergiques puisque 1’activité est observée aussi apres I’administration du
pCPA qui provoque une déplétion dans la 5-HT neuronale.

Il y a quelques effets comportemeﬁtaux qui sont mediés par les 5-HTp. La stimulation
des 5-HT)p centraux postsynaptiques chez la souris (O’Neill et al., 1996) mais pas chez le rat
(Kalkman, 1995) cause de I’hyperlocomotion, de I’hippophagie (Kennett et Curzon, 1988) et
de I’érection pénienne chez le rat (Berendsen et Broekkamp, 1987, Wilkinson et Dourish,
1991). Chez le cobaye, 1’activation des 5-HTig postsynaptiques induit de I’hypothermie
(Skingle et al., 1995). La souris mutante qui n’a pas de récepteurs S-HTp est plus agressive
que la souche normale (Ramboz et al., 1996) et a une plus grande attirance pour I’alcool
(Crabbe, 1996). Des ligands plus spécifiques sont nécessaires pour mieux comprendre le role

comportemental des récepteurs 5-HTs.

1.4.2.2 Structure moléculaire

Le clonage du géne de 5-HTp du rat a été réalisé par Voigt et al. (1991). Le récepteur
a une chaine monomérique de 386 acides aminés et 7 domaines. Plus récemment, la séquence
d’acides aminés du récepteur a été caractérisée et elle a été trouvée identique a 93% au
récepteur 5-HTpg et identique 2 96% dans le cas des composantes situées a I'intérieur des
domaines transmembranaires. Ce récepteur est un homologue proche du récepteur 5-HTp

trouvé dans les espéces supérieures et chez I’humain (Hartig et al., 1992; Hoyer et al., 1994).
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Les séquences génétiques sont trés similaires et les différences ne représentent au plus que 2

acides aminés dans chaque région transmembranaire (Hartig et al., 1992).

1.4.2.3 Les systémes de transduction

Les récepteurs 5-HTp sont couplés négativement a 1’adénylate-cyclase (Hoyer et al,,
1994). Dans la substance noire du rat, les agonistes des 5-HTg inhibent I’activité de I’adényl-
cyclase stimulée par la forskoline (Schoeffter et Hoyer, 1989).
Les autorécepteurs présents sur les terminaisons sérotoninergiques de ’hippocampe ne sont
pas couplés aux protéines G, G; ou G,, comme démontré par 1’absence d’interaction avec la

toxine pertussique, la toxine cholérique et la N-éthyl-maléimide (Blier, 1991).

1.4.2.4 Agonistes et antagonistes

La plus grande partie des agonistes 5-HT ;5 ont une grande affinité pour les sites 5-
HT 4 et il n’existe pas encore un agoniste sélectif des récepteurs 5-HTp.

Le RU 24969 a été le premier agoniste total des récepteurs 5-HT . Dans des études de
liaison, il est seulement 5 fois plus sélectif pour les 5-HT;4 que pour les 5-HTp,1p (Hoyer et
al., 1994). Le CGS 12066B est aussi un agoniste total qui posséde une sélectivité de plus de
10 fois pour le récepteur 5-HT;a (Schoeffter et Hoyer, 1989). Le TFMPP
(trifluorméthylphénylpipérazine) et le mCPP (m-chlorophénylpipérazine) sont tous deux des
agonistes partiels, peu sélectifs (Schoeffter et Hoyer, 1989). Les autres agonistes caractérisés
sont le MK 464 (Street et al., 1995) et les agonistes qui pénétrent la barriere hémato-
encéphalique, soit le BW 311C90 (Glen et al., 1995), le SKF 99101H (Hagan et al., 1995) et

le GR 46611 (Barf et al., 1996). L agoniste le plus puissant rapporté est le L-694.247 (pKp
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=10.0), mais la 5-(nonyloxy)triptamine est celui qui a la plus grande sélectivité pour le 5-
HT;4 (Glennon et al., 1996). Aucun de ces agonistes ne différencie les soustypes 5-HT)p et 5-
HTp et seulement le MK 464 et la 5-(nonyloxy)triptamine ont une sélectivité prononcée pour

le S-HTlA.

1.4.2.4.1 Les antagonistes

Les autorécepteurs terminaux 5-HT;p contrdlent la libération de la 5-HT dans le
cerveau du rat, du cobaye et de ’humain (Hoyer et al., 1994). Le GR127935, connu aussi
comme GR125743, (pKp 9.9) (N-[4-methoxy-3(4-metylpiperazin-1-yl)phenyl]-3-methyl-4-
(4-pyridil)benzamide), le premier antagoniste puissant et sélectif des 5-HTp/5-HT1p, diminue
la 5-HT extraneurale dans le cerveau du cobaye (Skingle et al., 1995). Cet effet peut étre dii a
son activité agoniste partielle pour le récepteur 5-HT 5 (Walsh et al., 1995) ou 4 la présence
des récepteurs 5-HTp dans le noyau raphé qui se comportent comme des autorécepteurs
somatodendritiques (Starkey et Skingle, 1994) pour lesquels le GR127935 a aussi des
propriétés agonistes (Pauwels et Colpaert, 1995). Cette théorie est supportée par I'incapacité
du SB-224289, un nouvel antagoniste sélectif silencieux, le pKp-8.0, >60 fois plus sélectif
pour les 5-HT;p que pour les autres récepteurs), & augmenter la libération de sérotonine dans
le cortex frontal (Roberts et al., 1997).

En plus du GR 127935, SB-224289 et du GR 55562, on connait peu d’antagonistes
sélectifs pour le récepteur 5-HT;p. Les plus utilisés sont le cyanopindolol, le pindolol et le
SDZ 21009. Ces molécules ont une puissance comparable dans leurs propriétés antagonistes
ou agonistes partielles du récepteur 5-HT,, mais se comportent plutét comme des

antagonistes des récepteurs B-adrénergiques (Hoyer et al., 1994). Ainsi, ’isamoltane a une
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sélectivité de 30 fois supérieure pour les 5-HT;p a celle pour les 5-HT, 4, mais posséde une

plus grande affinité pour les récepteurs B-adrénergiques (Waldmeier et al., 1988).

1.4.3 Les transporteurs sérotoninergiques

L’inactivation de la transmission sérotoninergique se fait principalement par un
mécanisme de recapture de la sérotonine libérée dans la fente synaptique (Iversen, 1978). La
recapture des monoamines dans la cellule est médiée par des systemes de transport (Graham
et Langer, 1992) qui permettent de concentrer et d’entreposer la 5-HT pour une libération
subséquente (Kenigsberg et Trifaro, 1980). Les transporteurs sont groupés en 2 catégories: les
transporteurs vésiculaires et les transporteurs de la membrane plasmique, ces derniers étant
hautement spécifiques pour un substrat (Nelson et Lill, 1994). Le transporteur de la sérotonine
médie la capture de cette amine dans une grande variété des cellules (e.g. les neurones
sérotoninergiques, les plaquettes, les cellules mastoidiennes et les cellules endothéliales) en
réduisant de cette fagon les concentrations cellulaires de cette amine biogéne (Agnel et al.,

1996).

1.4.3.1 Localisation des transporteurs sérotoninergiques

Les neurotransmetteurs peuvent étre confinés a la fente synaptique (participant
uniquement a la transmission nerveuse hard-wired) ou diffuser vers des sites ou récepteurs
plus éloignés (participant dans la transmission paracrine ou de volume) en fonction de
plusieurs facteurs :

e lalocalisation des sites de libération par rapport a celles des récepteurs,

e la quantité de molécules libérées,
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e le degré de diffusion du neurotransmetteur loin du site de relichement,

e larecapture du transmetteur par les transporteurs (Bunin et Wightman, 1998).

Le transporteur de la 5-HT (5-HTT), qui est responsable de la recapture de la 5-HT, semble
étre 1’élément critique dans la régulation du tonus et de la durée de la transmission
sérotoninergique (Amara et Kuhar, 1993). Les sites de recapture sont situés
présynaptiquement dans les régions terminales de la substance noire, le globus pallidus, du
néostriatum, sur les corps cellulaires et les dendrites des neurones sérotoninergiques des
noyaux raphé (somatodendritiques) (Olivier et al., 1998). Les essais menés par Zhou et al., en
1998, utilisant I’autoradiographie et les enregistrements voltamétriques, ont indiqué que les
5-HTTs, situés sur les axones sérotoninergiques a grande distance de la synapse, fonctionnent
de la méme maniére que les 5-HTTs terminaux pour la capture de la 5-HT. Leurs résultats
suggeérent aussi que le role des 5-HTTs ne soit pas uniquement pour la terminaison de la
transmission synaptique, mais aussi pour la régulation de la 5-HT par I’intermédiaire de la
transmission extra synaptique (volumétrique).

Certaines études ont suggéré que l’accumulation de la 5-HT soit confinée aux corps
cellulaires et aux dendrites (Louizou, 1972; Descarries et al., 1975), mais les axones y
participent aussi (Chazal et Ralston,1987). L’expression des sites de recapture de sérotonine
n’est pas restreinte aux seuls neurones qui synthétisent le neurotransmetteur (Bonisch et
Eiden, 1998). En effet, le mécanisme de la recapture de sérotonine n’est pas localisée dans la
fente synaptique, elle est située dans des sites périsynaptiques et le long de la membrane
axonale (Zhou et al., 1998). Les transporteurs de 5-HT sont localisés : 1. sur le domaine
extrasynaptique (périsynaptique), a savoir [’axolemme des varicosités entourant la synapse, 1a

ou les axones sont gonflés et contiennent une agglomération de vésicules synaptiques et, 2.
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sur les segments axonaux entre les varicosités. Les 5-HTTs périsynaptiques sont situés pres de
la fente synaptique et les 5-HTTs entre les varicosités sont localisés & une certaine distance
des synapses (Zhou et al., 1998). Ils seraient absents des membranes du corps cellulaire
(Niirenberg et al, 1996; 1997, Amara et Kuhar, 1993; Lester et al, 1994).
L’immunocytochimie (en utilisant un anticorps contre la partie N-terminale des transporteurs
de la 5-HT) a démontré que les transporteurs ne sont pas associés seulement aux varicosités
sérotoninergiques mais aussi aux axones. La microscopie électronique révele que la majorité
des sites de recapture est située sur I’axolemme, & I’extérieur des synapses (Zhou et al,
1998). L’autoradiographie a permis de démontrer la présence de sites de recapture
sérotoninergiques sur les voies axonales sérotoninergiques (Dewar et al., 1991). De plus, il fut
démontré que le citalopram, un bloqueur de la recapture sérotoninergique, se lie
spécifiquement aux fibres sérotoninergiques, mais de fagon inégale dépendant de la
distribution de ces fibres dans le cerveau (Zhou et al., 1998). Le marquage le plus intense a
été trouvé dans I’hippocampe, le globus palidus, le striatum, I’amygdale, les noyaux raphé, le
thalamus et aussi dans les axones du fascicule cérébral moyen, le fascicule cingulaire et sur
d’autres voies sérotoninergiques.

Les 5-HTTs périsynaptiques transportent les molécules de sérotonine périsynaptiques
prés de la synapse alors que les 5-HTTs axonaux capturent les molécules de 5-HT qui ont
diffusé aux sites distaux. Le concept de recapture a haute affinité supporte I"hypothese de la
transmission volumique ou extrasynaptique des monoamines. En effet, les neurotransmetteurs
peuvent étre libérés a d’autres sites que celui de la jonction synaptique et, de plus, ils diffusent
vers d’autres cibles distales (Bunin et Wightman, 1998 ; Zhou et al., 1998). Ces transporteurs

axonaux jouent un role important dans le recyclage et la conservation de la 5-HT qui a
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échappé a la fente synaptique. La sérotonine recollectée est possiblement deposée dans les
vésicules des varicosités voisines.

En conclusion, les 5-HTTs axonaux setrouvent en grande partie au long de la
membrane axonale et peuvent affecter les mécanismes de plusieurs inhibiteurs sélectifs de la

recapture de la 5-HT, qui sont couramment utilisés en clinique (Zhou et al., 1998).

1.4.3.2 Structure moléculaire des transporteurs

La biologie moléculaire a permis d’approfondir nos connaissances des sites de
recapture. Le clonage des transporteurs de la sérotonine a été réalisé grace a la technique de la
réaction de polymérisation en chaine (PCR) (Blakely et al., 1991). Les transporteurs de la 5-
HT ainsi que ceux de la NA, de la dopamine, du GABA, de la glycine, de la proline et de la
créatine appartiennent tous & une méme famille de génes, celle des transporteurs dépendants
du sodium et du chlore (Kitayama et Dohi, 1996 ; Bonish et Eiden, 1998). Les transporteurs
de 5-HT sont des protéines formées de 607 acides aminés. Ils ont une masse moléculaire de
68.000 (Graham et Langer, 1992) et renferment 12 segments transmembranaires
hydrophobes. Les extrémités amino et carboxy terminales sont intracellulaires. Entre les
domaines transmembranaires 3 et 4, il existe une grande boucle qui porte des sites de
glycosylation. Dans les domaines intracellulaires, prés du domaine NH; terminal, il existe des
sites de phosphorylation qui interagissent avec la PKC (la protéine kinase C), la protéine
kinase dépendante de I’AMP cyclique (AMP,) et la protéine kinase dépendante du calcium et

de la calmoduline (Ca""/calmoduline) (Kitayama et Dohi, 1996).
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1.4.3.3 Mécanisme des transporteurs sérotoninergiques

Les transporteurs sérotoninergiques présentent les caractéristiques d’un systeme de
transport secondaire (Ross et Hall, 1983). En effet, ils sont saturables, sont dépendants de la
température et du sodium et requiérent de 1’énergie (transport actif). En fait, la pompe Na'/K"
ATPase crée un gradient électro-chimique transmembranaire qui permet la recapture du
neurotransmetteur (Graham et Langer, 1992). Enfin, les transporteurs de sérotonine sont
inhibés par la ouabaine (un inhibiteur de la pompe Na+/K+ ATPase) et les inhibiteurs
spécifiques de la synthése d’ATP (le dinitrophénol et le cyanure). On peut donc conclure que
la recapture de 5-HT est modulée par la pompe Na+/K+ ATPase (De Felice et Blakeley,
1996).

Pour la recapture de la 5-HT dans les neurones, un ion de sodium et une molécule de
sérotonine protonée se lient au transporteur (voir figure 4). Le chlore n’est pas nécessaire pour
cette liaison mais sa liaison est requise pour le transport. Il y a ensuite une translocation de ces
trois composantes, a cause du changement de conformation du transporteur. Le sodium, le
chlore et la 5-HT se dissocient du c6té cytoplasmique de la membrane et un ion de potassium
se lie au transporteur qui reprend sa conformation d’origine et permet ainsi au cycle de
recommencer (Marcusson et Ross, 1990).

Il faut noter que sous certaines conditions expérimentales, le transporteur de la dopamine

peut étre responsable de la recapture de sérotonine (Frazer et Daws, 1998).

1.4.3.4 Régulation des transporteurs sérotoninergiques

La phosphorylation pourrait contrdler soit la densité soit 1’activité des transporteurs de
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Figure 4

Schéma du mécanisme de transport du site de recapture sérotoninergique
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la 5-HT d’une maniére similaire a la régulation des récepteurs couplés aux protéines G
(Levitan, 1994; Fergusson et al., 1996). Les agents qui augmentent les niveaux d’AMPc, soit
la toxine cholérique et la forskoline, causent une régulation a la hausse du transporteur
sérotoninergique dans les cellules issues d’une lignée cellulaire placentaire humaine
choriocarcinomateuse (Cool et al., 1991). Par contre, un autre groupe de chercheurs a trouvé
une régulation & la baisse de la recapture de la 5-HT dans les cellules PC12 du rat suite a ces
traitements (King et al., 1992). Ces résultats suggérent que la régulation des transporteurs
pourrait différer selon I’espéce (Kitayama et Dohi, 1996) ou selon le type de cellules.

L’expression génique du transporteur sérotoninergique est régulée in vitro par des
voies de messagers secondaires dépendantes et indépendantes de ’AMPc. De plus, leur
expression, in vivo, peut étre influencée par les hormones stéroidiennes ainsi que par les
antidépresseurs (Bradley et Blakely, 1997). Récemment, certains polymorphismes ont été
décrits pour le promoteur du géne du transporteur membranaire de la sérotonine humaine, et
ces polymorphismes paraissent avoir un impact sur ’expression de ce géne et de sa protéine
(Lesch et al., 1996).

La glycosylation pourrait aussi jouer un rdle régulateur. Cette réaction semble en effet
étre nécessaire pour la stabilité optimale du transporteur sérotoninergique dans la membrane
plasmique, mais elle n’aurait aucun effet sur la liaison du substrat et sa translocation (Tate et

Blakely, 1994).

1.4.3.5 Blogueurs des transporteurs sérotoninergiques

Les tricycliques et les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine ("Selective

Serotonin Re-uptake Inhibitors”, ou SSRIs) induisent pour la plupart une augmentation de la
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sérotonine au niveau du S.N.C.en réduisant sa recapture par le blocage des transporteurs et
prolongeant ainsi sa durée d’activité (tricycliques et SSRIs) (Frazer, 1997). De Montigny et
Aghajanian (1978) furent les premiers & rapporter qu’un traitement aux antidépresseurs
tricycliques augmentait 1’excitabilité des neurones du cerveau antérieur a la sérotonine. Le
traitement aux électrochocs (ECT) semble avoir le méme effet (de Montigny, 1984).

La fluoxetine fut le premier agent de cette classe qui a été décrit (Wong et al,, 1974,
Fuller, 1974). Depuis, plusieurs autres SSRIs ont été développés (Richelson, 1996; Stahl,
1998). Ces médicaments ont des structures moléculaires trés différentes, mais sont regroupés
sous le nom de SSRIs a cause de leur action pharmacologique commune (Fuller, 1991). Ces
médicaments sont mieux tolérés que les inhibiteurs de la MAO et les tricycliques parce qu’ils
causent moins d’effets indésirables. Malgré tout, les patients traités aux SSRIs se plaignent de
nausées, de céphalées et souvént de dysfonction sexuelle (Nemeroff, 1998). Des études post-
mortem sur des cerveaux humains ont démontré une diminution marquée des transporteurs
sérotoninergiques chez les patients déprimés (Stanley et al., 1982; Perry et al., 1983). De plus,
les études effectuées sur des plaquettes provenant de patients déprimés ont confirmé une
diminution de sites de recapture sérotoninergique (Briley et al., 1980; Paul et al, 1981,
Nemeroff et al., 1988). Enfin, une étude in vivo chez [’humain a montré une réduction de la
densité des transporteurs sérotoninergiques chez les patients souffrant de dépression majeure
(Malinson et al., 1998).

Les inhibiteurs sélectifs de la sérotonine (SSRIs) ont été développés dans les 15
derniéres années et ils sont couramment utilisés dans le traitement de différents désordres
affectifs (Graham et Langer, 1992). Les SSRIs sont devenus les antidépresseurs les plus

prescrits a cause de leur profil favorable d’innocuité (Sclar et al., 1998).
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La fluoxétine, la sertraline, la paroxetine et la fluvoxamine, le citalopram, la litoxetine
sont seulement quelques SSRIs qui ont trouvé une large application dans la clinique. En plus
de leur efficacité dans la dépression, ces médicaments ont un effet bénéfique dans le
traitement du trouble de panique, de I’anxiété, de la maladie obsessive—compulsive, de la

boulimie et de I’obésité (Graham et Langer, 1992).




Chapitre II- La Problématique
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La problématique

L’anxiété est une des émotions humaines les plus communes. Tous les 6 mois, 9% des
américains sont affectés par des troubles anxieux et I’incidence a vie de cette pathologie est
d’environ 16% (Walley et al., 1994).

Le gabapentin (Neurontin®) est un dérivé de 1’acide y-aminobutyrique (GABA) qui,
en plus de son action antiépileptique, posséde aussi une activité anxiolytique et antipanique
(Dimond et al., 1996). Ainsi, des données anecdotiques provenant d’études cliniques sur
I’épilepsie indiquent que les patients traités avec ce médicament éprouvent une amélioration
de I’humeur, du bien-étre, et une diminution de 1’anxiété (Dimond et al., 1996).

Cette observation clinique n’est pas surprenante puisque d’autres anticonvulsants,
comme le valproate et la carbamazépine, stabilisent I’humeur chez les patients souffrant de la
maladie bipolaire (Dilsaver et al., 1993; McElroy et al., 1992) et améliorent I’anxiété
(Primeau et al., 1990; Galpern et al., 1991). Des études animales et cliniques montrent que le
gabapeﬁtin a des actions psychotropes similaires aux autres anticonvulsivants utilisés
aujourd’hui en psychiatrie. Plusieurs modéles animaux de comportement chez le rat ont
démontré que le gabapentin a un profil anxiolytique : le test "rat light/dark box”, le test de
conflit Vogel, le test “elevated maze X-plus” (Singh et al.,, 1996). Dans ces mod¢les, le
gabapentin (aux doses minimes effectives de 10-30 mg/kg) a été aussi puissant que le
chlordiazepoxide & 10 mg/kg. Cette observation suggére que le gabapentin pourrait posséder
une activité anxiolytique chez I’humain (Dimond et al., 1996). Le gabapentin induit trés peu

d’effets secondaires chez I’humain et chez le rat, méme a des fortes doses (Dimond et al.,
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1996). Le mécanisme d’action pharmacologique du gabapentin n’est pas encore bien €lucidé
méme si, initialement, cette molécule a été développée pour augmenter les effets du GABA
(Satzinger, 1994). Cet agent n’agit pas directement sur les récepteurs GABA et ne produit pas
son effet par aucun mécanisme gabaergique connu (Singh et al., 1996).

Il a été démontré que le gabapentin, in vifro, réduit la libération induite par le
potassium de la noradrénaline, de la dopamine et de la sérotonine (Reinmann, 1983; Schlicker
et al., 1985). Chez ’homme, in vivo, le gabapentin augmente les taux sanguins de sérotonine
(Rao et al, 1988). On sait par ailleurs que la neurotransmission sérotoninergique a été
associée a la physiopathologie de ’anxiété. De fait, I’efficacité anxiolytique de la buspirone,
un agoniste sélectif des récepteurs 5-HTia, ou de la fluoxétine, un inhibiteur sélectif de la
recapture de sérotonine, supportent I"'importance de la sérotonine dans 1’anxiété. L activation
des récepteurs 5-HT 5 augmente ’anxiété et la locomotion (Saudou et al., 1994 ; Chopin et
al,, 1994). Méme si plusieurs agonistes des 5-HT;s montrent une activité anxiogénique chez
le rat, leur implication dans I’anxiété n’est pas encore bien définie (Rodgers et al., 1992).

L’implication de la 5-HT dans I’anxiété souléve la possibilité que le gabapentin exerce
ses effets anxiolytiques par interaction avec le systéme sérotoninergique central. Notre
hypothése est que le gabapentin diminue le niveau central de la 5-HT et modifie ainsi le
fonctionnement des récepteurs 5-HTa « B €t des transporteurs sérotoninergiques. A partir de
cette hypothése de recherche, nous avons étudié les effets du traitement chronique, chez le rat,
sur la radioliaison des ligands aux récepteurs 5-HT14, 5-HT g et, aussi, aux sites de recapture
de la 5-HT.

La résolution du mécanisme d’action du gabapentin est trés importante pour

comprendre le potentiel thérapeutique de cette molécule. De plus, une meilleure
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compréhension des effets de ce produit sur le systéme sérotoninergique nous donne une

meilleure perspective sur les mécanismes sous-jacents des agents anxiolytiques.




Chapitre I1I- Matériel et méthodes
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3.1 Discussion du choix du matériel et méthodes utilisées

Pour évaluer le mécanisme d’action des propriétés anxiolytiques du gabapentin sur les
récepteurs 5-HT)4, 5-HTp et sur les sites de recapture de la sérotonine, nous avons utilise le
rat comme modeéle expérimental. Les rats ont été traités de fagon chronique, 21 jours, avec
deux doses de gabapentin, soit 30mg/kg et 100mg/kg, par voie i.p. En effet, dans cette espéce
animale, le gabapentin a démontré des effets anxiolytiques lors des tests de conflit, de
changement d’éclairage (light/dark box) et du labyrinthe en forme de X élevé (elevated X-
maze) (Singh et al., 1996). Comme on ne connait pas les changements fonctionnels induits par
’anxiété au niveau des récepteurs et des transmetteurs centraux, nous avons choisi ’animal
sain adulte qui a été bien caractérisé a cet égard. Nous avons choisi 2 doses de gabapentin,
soit 30mg/kg et 100mg/kg. Les deux doses correspondent a celles utilisées par Singh et ses
collaborateurs en 1996 pour démontrer les effets comportementaux (amxiolytic-like) du
gabapentin chez le rat. De plus, la dose de 30mg/kg correspond & la dose moyenne utilisée
chez ’homme, soit 2400mg/jour (fractionnée en 3 reprises, pour un poids moyen de 75 kg).
C’est a cette dose qu’on observe les effets bénéfiques du gabapentin sur I’humeur (Dimond et
al., 1996).

Comme le traitement de l’anxiété est généralement chronique et que les effets
modulateurs des anxiolytiques sur la neurotransmission sérotoninergique ne s’observent
qu’aprés 2-3 semaines de traitement, nous avons opté pour une administration quotidienne
intra-péritonéale de médicament pour une durée de 3 semaines. A la fin de ce traitement, une

période d’épuration de 24 heures fut réalisée pour éliminer tout le médicament.
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3.2 Rats expérimentaux

Vingt et un rats adultes, de sexe masculin, de souche Sprague-Dawley (Charles River,
Montréal, Québec) ont été utilisés dans notre étude. Sept rats ont regu par voie
intrapéritonéale du gabapentin a raison de 30mg/kg de poids corporel, sept rats ont regu le
gabapentin 4 raison de 100mg/kg et les sept autres rats du salin (0.9%) en quantité
équivolumétrique. Les trois groupes de rats furent traités pendant 21 jours, 1 fois/jour. Toutes
les procédures suivies ont été approuvées par le Comité de Déontologie pour
I’Expérimentation Animale du Centre de Recherche Fernand Seguin, en accord avec « Le
guide pour les soins et l'utilisation des animaux de laboratoire (Canadian Council on Animal
Care, 1993) ». Pendant toute la durée de ’étude, les rats ont eu un acces libre a ’eau et a la
nourriture. Ils ont été logés deux par cage, avec un cycle jour-nuit fixe de 12 heures. Le poids
moyen des rats dans le groupe salin au début de I’étude était de 425+ 29.7 g, celui du groupe
gabapentin 30 mg/kg de 428 + 15.2 g et celui du groupe gabapentin 100 mg/kg est de 420 +

142g

3.3 Médicament étudié
Le médicament étudié est le gabapentin (Neurontin®), fourni par PARKE-DAVIS,
Division of Warner-Lambert Company. La poudre de gabapentin a été dissoute dans une

solution saline a 0.9%.
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3.4 Préparations des coupes cérébrales

Vingt-quatre heures aprés la derniére administration intrapéritonéale, soit le 22e jour
aprés le début de I’étude, tous les rats ont été sacrifiés par décapitation. Immédiatement aprés
la décapitation, le cerveau a été prélevé et immergé 10 secondes dans du N-méthyl-butane
refroidi a -20°C avec de I’azote liquide. Par la suite, la conservation s’est faite dans un
congélateur (Revco) a -80°C jusqu’a la préparation des coupes cérébrales. Pour I’obtention de
ces derniéres, le cerveau a été monté, coté du cervelet, sur le support du cryostat avec une
substance qui fixe en place les tissus congelés de spécimen (Tissue-Tek, OCT compound,
Miles Inc.) afin d’obtenir des coupes transversales a partir du mésencéphale jusqu'au
diencéphale.

A I'aide du microtome (Cryocut 1800, Reichert-Jung), des coupes coronales de 35 pm
d épaisseur ont été obtenues, puis montées sur des lames gélatinées dans leur ordre
d’obtention. Pour chaque cerveau de rat, 7 lames ont été préparées a la fois: 2 pour les sites de
recapture de la sérotonine, 2 pour les récepteurs 5-HT14, 2 pour les récepteurs 5-HTp et une
pour ’analyse histologique. Les lames ont ensuite été placées dans des boites spéciales (boite

microslide, VWR) et conservées dans un congélateur a -20°C.

3.5 Préparation des lames gélatinées

La préparation des lames gélatinées a été faite en utilisant des lames de 25x75 mm
(microslides, VWR Inc.). Ces lames ont été d’abord placées dans des porte-lames métalliques
et rincées pendant 2 minutes avec de I’eau distillée. Ensuite, elles ont été placées dans une

solution de HCI (200ml de HCI 16 M avec 400 ml d’eau distillée) pour 3 minutes et rincées
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pendant 2 minutes avec de I’eau distillée. La prochaine étape a été 'imprégnation dans une
solution de gélatine pendant 30 secondes et leur incubation subséquente dans un four sec a
558C pour une période de 24 heures (incubateur VWR Scientifique 1510E, VWR Inc.). Les
lames ont été ensuite conservées a 4°C, dans une chambre froide.

La solution de gélatine a été préparée a partir de 7 g de gélatine porcine (300 bloom,

Sigma) dissoute dans 500 ml d’eau distillée et chauffée a 80°C. Cette solution a été refroidie a
55®C pour y incorporer 1 g de sulfate de chromium-potassium-sulfate (Sigma) et ensuite cette

solution a été refroidie a la température de la piéce et filtrée sur papier Whatmann no.1.

3.6 Radioliaison des préparations cérébrales
3.6.1 La technique d'autoradiographie
L’autoradiographie de coupes cérébrales permet la localisation tres précise des sites de

liaison de radioligands trés spécifiques a des récepteurs ou aux sites de recapture des
neurotransmetteurs. Cette technique est utilisée depuis plusieurs années (Barnard, 1979,
Rogers, 1979, Wamsley et Palacios, 1983) afin de localiser dans différents tissus la répartition
de marqueurs variés (Reader et Strazielle, 1999).
Les techniques autoradiographiques nécessitent la détermination de plusieurs paramétres,
notamment:

e La composition de la solution d’incubation.

e Le choix du ligand et des conditions d’incubation (durée, température, concentration).

e L’optimisation du rapport [liaison spécifique] / [liaison non-spécifique].
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e L’élaboration d’un protocole de lavage, afin de se débarrasser d’une plus grande quantité
de ligand “libre”, non-lié et diminuer ainsi la liaison non-spécifique. (Geary II et
Wooten, 1985).

L’étape la plus importante pour les techniques autoradiographiques cérébrales est celle
du choix du ligand parce que c’est la localisation des sites de liaison du marqueur radioactif
qui sera visualisée et quantifiée. La radioliaison spécifique doit étre aussi saturable pour
assurer un marquage total de tous les sites de captage. Le ligand doit étre spécifique a une
seule cible et doit posséder une forte affinité pour son site primaire de reconnaissance.Toutes
ces caractéristiques sont estimées a partir d’études de liaison sur homogénats. En utilisant des
homogénats, on peut varier les concentrations et les paramétres de temps pour optimiser la
courbe de fixation du ligand et en déterminer les constantes cinétiques et les constantes
d’inhibition (Reader et Strazielle, 1999).

La validité de I’autoradiographie quantitative repose surtout sur la précision de la
collecte des données brutes. Les systémes d’analyse d’images informatisés permettent une
haute résolution dans la quantification des densités optiques de films autoradiographiques

(Reader et Strazielle, 1999).

3.6.2 Autoradiographie des sites de recapture de la sérotonine, des récepteurs S-HT, et
5-HTis
3.6.2.1 Radioliaison du citalopram tritié aux sites de recapture de la sérotonine

Les sites de recapture de la sérotonine ont été visualisés en utilisant le [*H]Citalopram,

un inhibiteur sélectif de la recapture de sérotonine (SSRI).
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La liaison totale représente la liaison aux compartiments tissulaires autres que le
récepteur. La liaison non-spécifique est la quantité de marquage qui a lieu dans la présence
d’un excés d’un ligand froid non-marqué (spécifique pour le méme site de liaison comme le
ligand radioactif marqué).

La liaison spécifique représente la différence entre la liaison totale et la liaison non-
spécifique.

Les lames (deux lames par animal, & savoir une pour la liaison totale et une pour la
liaison non-spécifique) contenant des coupes cérébrales furent réchauffées pendant 5 minutes
a la température ambiante, puis préincubées pour 30 minutes dans un tampon Tris 50mM
contenant 120mM NaCl et 5SmM KCI. Utilisant un pH-métre Beckmann ¢ 32 calibré entre 7
(avec un tampon pH 7 green, Beckman) et 10 (avec un tampon pH 10, blue), le pH du tampon
a été ajusté a 7.4 en ajoutant du HCL

Les lames utilisées pour la radioliaison totale ont été incubées pendant 60 minutes
dans le méme tampon auquel on a ajouté 1 nM de citalopram triti¢ (A.S.=86.0 Ci/mMol,
0.012umol/ml). La radioliaison non-spécifique a été déterminée avec la fluoxetine: final

10puM fluoxetine (M.W.=345, Ely Lily). La fluoxetine et le citalopram sont des inhibiteurs

sélectifs de la recapture de la sérotonine.

3.6.2.2 Radioliaison du 8-OHDPAT tritié aux récepteurs 5-HT 4

Les récepteurs 5-HT;4 ont été visualisés avec du [*H]8-OHDPAT, un agoniste des
récepteurs 5-HT1a. Aprés décongélation, les lames ont été préincubées pendant 30 minutes
dans un tampon qui contient 170mM Tris a un pH = 7.6. La radioliaison totale a été effectuée

en présence de 8-OHDPAT tritié 2nM (A.S.=124.9Ci/mmol, 0.008pmol/ml). La radioliaison
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nonspécifique a été faite avec la sérotonine (concentration finale 10uM). L’incubation des

lames a été de 60 minutes.

3.6.2.3 Radioliaison du GR125743 tritié aux récepteurs 5-HTp

Les récepteurs 5-HTjp ont été marqués avec du N-méthyl [PHJGR125743. Le
GR125743 est un antagoniste des récepteurs 5-HTp.

De fagon similaire aux manipulations décrites ci-haut, les lames servant pour la
radioliaison des récepteurs 5-HT;p ont été décongelées pendant 5 minutes a la température
ambiante, puis préincubées dans un tampon contenant 50 mM Tris et 4mM CaCl2, a un pH de
7.7. Le pH a été ajusté en utilisant du HCL Les lames utilisées pour la radioliaison totale ont
ensuite été incubées dans une solution tampon contenant en plus 10uM de pargyline, 0.1%
d’acide ascorbique et InM de N-méthyl [PHJGR125743 (A.S.=47Ci/ml, 100uCi/ml). Les
coupes anatomiquement adjacentes & ces derniéres ont servi pour la radioliaison non-
spécifique. La radioliaison nonspécifique a été effectuée avec la sérotonine (5-HT,
M.W .=387.4, concentration finale 10uM). L’incubation a été de 60 minutes a la température

du laboratoire (environ 21°C).

A la fin de I’incubation, toutes les lames ont été lavées 3 fois pendant 5 minutes dans
des bacs contenant dﬁ tampon qui a été refroidi pendant 1 heure a 4°C dans une chambre
froide. Elles ont ensuite été rincées 15 secondes avec de I’eau distillée refroidie a 4°C et
séchées a I’air froid. Une fois séchées, les lames ont été co-exposées avec un étalon
d’autoradiographie ([*HJMicroscales™, Amersham) monté sur une lame gélatinée. Des
autoradiographies ont été obtenues dans une chambre noire, en juxtaposant un film sensible

au tritium [*H] Hyperfilm™, Amersham) aux lames dans une cassette (Hypercassette™ RPN
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1643, 24x30 cm, Amersham). L’exposition des coupes au film pour la radioliaison du
citalopram tritié aux sites de recapture de la sérotonine a duré 4 semaines. La radioliaison du

8-OHDPAT tritié a nécessité 6 semaines et celle du [*H]JGR125743, 8 semaines.

3.6.3 Quantification des récepteurs par autoradiographie

A 1a fin de la période d’exposition pour chaque ligand, les films sensibles au tritium
ont été développés dans une chambre noire avec une lumiére rouge, a I’aide d’un révélateur
(Kodak Developer. D-19) pendant 3 minutes, d’un stabilisant (acide acétique, 0.2%) pendant
30 secondes et d’un fixateur pendant 3 minutes (T-Fixer, Kodak fixer, Polymax). Le film a
ensuite été rincé a I’eau froide du robinet et séché.

La densité des récepteurs a été quantifiée avec un systéme d’analyse d’images
(MCID, Imaging Research, Ontario, CANADA) couplé 4 un ordinatéur‘ Ce systéme présente
les caractéristiques physiques suivantes:

e Une lecture vidéo de haute résolution (high resolution video scanning.)

e Une illumination constante du film (constant back-film illumination).

e Un point focal constant.

e Une capacité d’agrandissement.

e La possibilité d’utiliser différentes lentilles optiques.

e Une digitalisation des signaux analogiques.

e Une capacité d’emmagasinage de 4 images (4 canaux de lecture).

Ce systéme d’analyse d’image MCID™ a été développé par Dr Peter Ramm a I’Université

Brock, & St. Catharines, en Ontario. Cet analyseur d’images permet la lecture a 'intérieur
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d’un outil d’échantillonnage (sample tool) de la densité optique de plusieurs pixels et en
calcule leur moyenne (Ramm, 1990).

Il est possible de transformer les densités optiques (OD) du marquage en
femtomoles/milligramme de protéines par comparaison a des étalons commerciaux. Ces
derniers sont apposés aux films lors de leur exposition. Aprés le développement des films, la
valeur de I'étalon en nCi/mg est transformée en femtomoles/mg*protéines avec une correction

pour la dégradation radioactive de I’isotope:

[(ST) () / (ASA) * 107/ 0.3 =V

ou ST = la valeur en nCi/mg de I’étalon a sa date de fabrication, f= le facteur correctif pour la
dégradation, ASA = I’activité du ligand pour la date de I’expérience (donc corrigée pour la
dégradation de D’isotope), et ¥ = la valeur en femtomoles/milligramme de protéines
(Unnerstall et al., 1982; Reader et Strazielle, 1999). La valeur 0.3 représente la valeur
moyenne de protéines contenues dans 1 milligramme de tissu sectionné (Unnerstall et al,
1982). La calibration du systéme d’analyse d’images MCID™ 4 partir de I’étalon commercial
permet d’obtenir la transformation quantitative automatisée des densités optiques.

La densité de marquage par le radioligand se calcule a partir de I’image du marquage
spécifique. Pour obtenir cette image, la coupe du marquage total est d’abord digitalisée (canal
1). Ensuite, on y superpose la coupe du marquage non-spécifique (canal 2). On soustrait
ensuite la deuxiéme a la premiére, ce qui résulte en une image qui représente le marquage
spécifique du radioligand a des sites de liaison (canal 3). La liaison du ligand dépend du

nombre des sites, de la concentration du ligand et de I’affinité du ligand pour les récepteurs.
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Parce qu’on a utilisé une seule concentration de ligand, la densité du marquage observée peut

étre expliquée par le nombre de sites de liaison du ligand et/ou leur capacité de fixer le ligand.

3.7 Zones cérébrales étudiées

Les zones cérébrales étudiées sont le néostriatum caudal (de bregma +2.20 mm,
interaural 11.20 mm a bregma —0.30 mm, interaural 8.70 mm) et rostral (de bregma —0.40
mm, interaural +8.70 mm a bregma —2.56 mm, interaural 6.44mm), le noyau accumbens (de
bregma +2.70 mm, interaural +11.70mm a bregma +1.00 mm, interaural 10.00 mm), le globus
pallidus,(de bregma -0.40 mm, interaural +8.60 mm & bregma —1.80 mm, interaural +7.20
mm), I’hippocampe : le CA1 (de bregma —2.56 mm, interaural +6.44 mm a bregma —5.80
mm, interaural 3.20 mm), le CA 2 (de bregma —2.56 mm, interaural +6.44 mm & bregma —
5.80 mm, interaural 3.20 mm), le CA3 (de bregma —2.12 mm, interaural +6.88 mm a bregma
~6.04 mm, interaural 2.70 mm),le DG (de bregma —2.12 mm, interaural +6.88 mm a bregma —
6.30 mm, interaural +2.70 mm), la substance noire (de bregma —4.80 mm, interaural +4.20
mm a bregma —6.04 mm, interaural +2.96 mm), les noyaux raphé dorsal (de bregma —7.64
mm, interaural +1.36 mm & bregma —8.30 mm, interaural +0.70 mm) et médian (de bregma —
7.30 mm, interaural +1.70 mm a bregma —8.00mm, interaural+1.00 mm), le cortex cingulaire
(de bregma +3.20mm, interaural+12.20 mm a bregma —1.30 mm, interaural +7.70 mm),
frontal (de bregma +3.20 mm, interaural +12.20 mm & bregma —2.80 mm, interaural +6.20
mm), pariétal (de bregma +2.20 mm, interaural +11.20 mm & bregma —3.80 mm, interaural
+5.20 mm), entorhinal (de bregma —5.80 mm, interaural +3.20 mm a bregma -8.72 mm,
interaural +0.28 mm), le septum latéral dorsal (de bregma +1.20 mm, interaural +10.20 mm a

bregma —0.40 mm, interaural +8.60 mm) et intermédiaire (de bregma +1.20 mm, interaural
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+10.20 mm a bregma —0.41 mm, interaural+8.60 mm). Toutes ces coordonnées proviennent
de I'atlas « The rat brain, in stereotaxic coordinates, second edition», par Paxinos G. et
Watson C. De multiples lectures ont été faites pour chaque région (environ 6 a 22 coupes), ce
qui permet de calculer pour chaque récepteur et chaque ligand la densité optique et la

moyenne. (voir figures 5, 6, 7, 8, 9).

3.8 Les produits chimiques a I’étude

Acide acétique glacial: p.m. = 60.05 (Sigma)
Acide ascorbique (0.1%): p.m. = 176.10 (Sigma)
Acide hydrochlorique (HCI): p.m. =36.46 (BDH)

Chlorure de calcium (CaCl2): p.m. = 111.0(Sigma )
Chlorure de potassium (KCl): p.m. = 74.55 (Sigma )
Chlorure de sodium (NaCl): p.m. = 58.44 (Sigma )
Fluoxetine: p.m. (Ely-Lily)

Gélatine (peau porcine, 300 bloom)

Gabapentin (Neurontin ) p.m. = 171.24 (Parke-Davis)
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Pargyline: p.m. = 195.70 (Sigma)
Sérotonine: p.m. =387.4 (RBD)
Sulfate de chrome de potassium: p.m. = 58.44 (Sigma )
Trizma base (triz): p.m. = 121.1(Sigma )

3.9 Les ligands radioactifs

[H] citalopram (NEN8USA) a.s. = 86.0 Ci/mmol
[*H] 8- OHDPAT (NEN, Boston, USA)  a.s.= 124.9Ci/mmol
N-méthyl [*H] GR125743 (Amersham)  a.s. = 47Ci/mmol

3.10 Analyses statistiques

Toutes les données expérimentales, en fmol/mg protéines, furent évaluées par analyse de
variance pour groupes paralléles. Pour chacune des aires cérébrales étudiées et pour chaque
ligand utilisé, la comparaison du gabapentin par rapport au témoin fut évaluée en fonction de

la dose de médicament. Ainsi, en comparant la dose de 0 mg/kg a celle de 100 mg/kg et ces
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a la dose du médicament (tendance linéaire), ou si la différence obtenue a 30 mg/kg ne se

situait pas entre les deux extrémes (tendance quadratique).
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Résultats

4.1 La liaison du [*H]citalopram aux transporteurs de sérotonine

La radioliaison du [°*H] citalopram aux sites de recapture de la sérotonine est présentée
au tableau IL

Cette liaison est plus marquée dans les noyaux raphé (dorsal et médian), la substance
noire (SNR) et le cortex enthorinal; intermédiaire dans I’hippocampe (CA;, CA;, CA3), le
septum (latéral et intermédiaire), le caudé-putamen caudal et le globus pallidus, les plus
basses valeurs ont été enregistrées dans le cortex frontal, pariétal et cingulaire, dans le caudé-
putamen rostral et dans I’hippocampe (le DG).

L’analyse de variance ANOVA n’a montré aucune différence statistiquement
significative entre les rats traités avec la solution saline, les rats traités au gabapentin 30
mg/kg et les rats traités au gabapentin 100mg/kg dans les régions suivantes: le caudé-putamen
rostral (F2,;7=1.06, p=0.37) et caudal (F;16=0.18, p=0.84), le noyau accumbens (F,17=0.12,
p=0.99), le globus pallidus (F2,7=2.37, p=0.01), I’hippocampe (F216=0.46, p=0.65, pour le
CA,, pour le CAz: F;14=0.10, p=0.90; pour le CAj3 :F216=0.10, p=0.91) et pour le DG :
F2,16=0.62, p=0.56, respectivement), la substance noire (Fz,15=1.64, p=0.22), les noyaux raphé
dorsal (F216=1.73, p=0.21) et médian (F2;5=0.13, p=0.87), le cortex cingulaire (F,15=1.99,
p=0.16), parietal (F515=1.35, p=0.29), enthorinal (F215=0.12, p=0.89), dans le septum lateral
(F2,17=0.80, p=0.51) et intermédiaire (Fz,17=0.13, p=0.88).

¢Dans le cortex frontal, I’analyse de variance a montré une différence significative
entre le groupe des rats traités avec le gabapentin a 30mg/kg et le groupe traité avec le
gabapentin & 100mg/kg (F,15=4.89, p=0.038). Par contre, aucune différence n’est observée

entre la solution saline et les deux autres traitements (F1,15=1.36, p=0.26).
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Radioliaison du [*H]citalopram aux sites de recapture de sérotonine. Les
données représentent les valeurs moyennes en fmol/mg de protéine +
Ierreur-type de la moyenne.

CPUr

124,3%13,54

S G30 G100
NAC 220,1%38,76 219,6£22,79 213,6+44,05
GP 174,1+21,82 186,7+18,57 231,8+14,39
SNR 361,7+26.87 412,2+48,90 324,5+20,79

1

T 129.8+£16,55

CPUc

201,3+22.20

204.3+26,26

22182757

CAl 226,6+31,14 197.4+23,18 228,9+25,59
CA2 252.5+38,02 246,4+28 91 266,7£2927
CA3 281.4+37,24 261,4429 35 263,7+30,84

137,5+£25,02

594 8+102,87

119,3%+17,77

417,8+80,30

521,4+110,24

467,3+70,51

Cingulaire 186,2+14.29 1215, T 154,2+12,33
Frontal 172,2+13 58 217,5+18,60 170,2+12,47
Parietal 161,5+7.87 173,6+14,35 148 648,92

Entorhinal

SLD

309,6+29,83

214,7+25 51

295,2+29,52

198,521 21

SLI

200,6+39,70

195,4+18,46

181,8+21,71
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4.2 La radioliaison du [*H] 8-OHDPAT aux récepteurs S-HT1a

La radioliaison du 8-OHDPAT tritié aux récepteurs 5-HTia est présentée dans le
tableau I1I.

L’analyse de variance n’a montré aucune différence significative entre les 3
traitements dans les régions suivantes : le CAs, le cortex cingulaire, le cortex pariétal, et le
cortex entorhinal.

#Dans la région hippocampique CAs, on ne note aucune différence statistiquement
significative entre les traitements (F2,15=2.08, p=0.152). En effet, le terme linéaire n"est point
significatif (F 15=1.82), de méme que le terme quadratique (Fy,15=2.35).

¢ Dans le noyau raphé dorsal, on n’observe pas de différence significative entre les 3
traitements (F2,14=1.99). En effet, le terme linéaire (Fy14=2.02) et le terme quadratique
(F1,14=1.96) ne sont significatifs.

eDans le cortex cingulaire, I'analyse de variance ne montre pas de différence
significative entre les traitements (Fz15=2.92, p=0.79). En effet, ni le terme linéaire
(F1.15=3.59), ni le terme quadratique (F1,15=2.25) ne sont significatifs.

eDans le cortex pariétal, I’analyse de variance ne démontre aucune différence
significative entre les groupes de rats traités (F2,1s=2.98, p=0.76). De plus, ni le terme linéaire
(F1,15=2.74), n1 le ferme quadratique (Fy,15=3.21) ne sont significatifs.

#Dans le cortex entorhinal, ’analyse de variance ne montre pas de différence
significative (F2,7=2.26, p=0.13). Les termes linéaires (F117=2.92) et quadratiques

(F1,17=1.60) ne sont pas significatifs non plus.
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L’analyse de variance démontre une différence significative dans les prochaines zones
cérébrales: le CA;, le CA, le DG, le cortex frontal, le septum lateral et le septum
intermédiaire.

#Dans I’aire hippocampique CA;, on observe une différence significative entre les 3
groupes de traitement (F,17=6.95, p=0.0063). Cette différence est expliquée par une réduction
linéaire (Fy17=10.74, p=0.0044) de la liaison du 8-OHDPAT sous I’effet du gabapentin
(figure 11). Le terme quadratique n’est en effet pas significatif (F1,17=3.16, p=0.903).

¢ Dans la région CA, de I’hippocampe, I’analyse de variance ANOVA, révéle qu’il y
a une tendance d'avoir une différence significative entre les 3 traitements (F215=3.44,
p=0.0534). Le terme linéaire est significatif (F,15=4.77, p=0.0406) et le terme quadratique est
non-significatif (F; 15=2.11, p=0.1603). Cela refléte une augmentation de I’effet du gabapentin
sur la radioliaison du 8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT14 avec la dose de médicament. Cela
veut dire qu’en augmentant la dose, on diminue d’avantage la radioliaison aux sites de liaison
du 8-OHDPAT.

¢Dans la zone hippocampique, DG, I’analyse de variance montre une courbe dose-
effet significative (Fz,17=5.42, p=0.01), qui est linéaire (Fin 112=7.51, p=0.01) et non-
quadratique (Fquaa1.17=3.33, p=0.02). Cette observation est illustrée a la figure 12.

¢ Dans le cortex frontal, on observe une différence statistiquement significative entre
les 3 groupes expérimentaux (Fz,15=4.55, p=0.03). Cette différence est purement lin€aire a la
dose du médicament (Fi, 1.15=4.55, p=0.04), le terme quadratique étant non-significatif (Fquad
1.18=3.72, p=0.67). Ce résultat est illustré a la figure 13.

¢ Dans le septum latéro-dorsal, par contre, la différence observée entre les 3 groupes

(F2,16=9.02, p=0.002) s’explique par des termes linéaires (Fya 1.16=5.50, p=0.002) et €galement
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quadratique (Fquad 1.16=5.50, p=0.03). Déja, a 30 mg/kg, on observe I’effet inhibiteur maximal
du gabapentin sur la radioliaison du 8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT 4 (figure 10).

¢Dans le septum latéro-intermédiaire, le gabapentin diminue lin€airement (Fiy
116=11.30, p=0.006) la radioliaison du 8-OHDPAT, entrainant une variation significative des
3 groupes médicamenteux (Fz;6=7.04, p=0.004). La tendance quadratique, par contre, est

non-significative (Fquad1,16=2.78, p=0.11). Cette observation est illustrée a la figure 15.
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Radioliaison du [*H]8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT;x. Les données
représentent les valeurs moyennes en fmol/mg protéine = I’erreur-type de la

moyenne.

G30

G100

143,1+38,83

72,6+21,20

CAl 165,8+36,94 116, 73£1009
CAZ 59,316 43 23,456 37 2512624

CA3 131,335 48 50.6£17,11 76,9+29 87

DG 178,2+52,88 42.6+12.35 45.,5£12,79

91,7+14,55

SLD

235,0+55,76

Cg 104,0+18,09 40,9+10,53 50,84+27,37
Frontal 82,0+12.84 27.146,10 39,4+20,27
Parietal 44,5+6,58 19,4+3,03 27,0+10,68
Entorhinal 69,6+51,57 68,0426 44 76,0+28,12

56,5+16,61

64,2+15,07

SLI

182,4+35,03

85,7+11,24

75,0+14,12
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4.3 La radioliaison du [PH]JGR125743 aux récepteurs S-HT;p

La radioliaison du [*H]GR125743 aux récepteurs 5-HTp est présentée dans le tableau
IV.

¢L’analyse de variance ANOVA n’a montré aucune différence statistiquement
significative entre les rats traités avec la solution saline, les rats traités au gabapentin 30
mg/kg et les rats traités au gabapentin 100mg/kg dans les régions suivantes: le caudé-putamen
rostral (F,15=0.08, p=0.91) et caudal (F,, 1s=0.02, p=0.97), le noyau accumbens (F2,15=0.34,
p=0.72), le globus pallidus (F2, 15=0.06, p=0.93), ’hippocampe (F2, 17=0.45, p=0.65, pour le
CA,, pour le CA; : F517=0.20, p=0.82; pour le CA; : F,,;7=0.83, p=0.54), pour la substance
noire (Fy,17=0.15, p=0.86), les noyaux raphé dorsal (Fz,17=0.21, p=0.81) et médian (F24=1.34,
p=0.36), le cortex cingulaire (F15=0.48, p=0.63), le cortex frontal (Fz15=1.56, p=0.24), le
cortex pariétal (F, 15=0.51, p=062), le cortex enthorinal (F2, 15=0.35, p=0.95), le septum
latéro-dorsal (F29=0.22, p=0.97) et le septum latéro-intermédiaire (F2,0=0.11, p=0.90).

¢Dans le gyrus dentelé (DG) hippocampique, ’analyse de variance ANOVA
démontre une différence significative des 3 groupes de traitement. Cette différence est
expliquée par une réduction linéaire (Fin1,16=8.87, p=0.009) de la radioliaison du GR125743
tritié aux récepteurs 5-HT;p sous ’effet du gabapentin (figurel5). Le terme quadratique n’est

en effet pas significatif (F quad1,16=1.20, p=0.29).




Radioliaison du [PH]JGR124743 aux récepteurs 5-HT;p. Les données
représentent les valeurs moyennes en fmol/mg protéine + I’erreur-type de la

moyenne.

Tableau IV

91,54+25,22

121,1431,34

et
96,01+24,95

240,145,

95 224,1426.33

240,9+40,68

345 3:&:51

69,18,00

38

324,0439,07

77,7421,44

360,9+42,84

68.7+21.71

46, 6i5' 51

60 3+15,95

63,9:7.16

57 6+12,15

62,6+10,57

49,44+6,23

48,7+9.36

42,1930

41,8+6,70
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Le gabapentin diminue significativement de fagon dose-dépendante
la radioliason du [*H]8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT, , dans le

septum latéro-dorsal. (le terme linéaire est hautement significatif
** p=0.003 et le terme quadratique est aussi significatif + p=0.03)

Légende: S: la solution saline; G30: gabapentin 30mg/kg; G100: gabapentin 100mg/kg;
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Le gabapentin diminue significativement de fagon dose-dependante

la radioliaison du [*H]8-OHDPAT dans la région CA1 hippocampique

(le terme linéaire est hautement significatif **p=0.004 et le terme quadratique
non-significatif)

Légende: S: la solution saline; G30: gabapentin 30mg/kg; G100: gabapentin 100mg/kg
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Radioliaison du [*H]8 -OHDPAT (fmol/mg de protéines)

Figure 12
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Le gabapentin diminue significativement de fagon dose-dépendante
la radioliaison du [*H]8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT, , dans le gyrus dentelé

(DG) hippocampique (le terme linéaire est significatif *p=0.01et le terme
quadratique est non-significatif)

Légende: S: la solution saline; G30: gabapentin 30mg/kg; G100: gabapentin 100mg/kg;
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Figure 13
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Le gabapentin diminue significativement de fagon dose-dépendante
la radioliaison du [*H]8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT, , dans le

cortex frontal (le terme linéaire est significatif *p=0.045 et le terme
quadratique est non-significatif)

Légende: S: la solution saline; G30: gabapentin 30mg/kg; G100: gabapentin 100mg/kg;



Radioliaison du [°H]8-OHDPAT (fmol/mg de protéines)
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Le gabapentin diminue significativement de fagon dose-dépendante
la radioliaison du [°H]8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT, , dans le

septum latéro-intermédiaire (le terme linéaire est significatif ** p=0.004
et le terme quadratique est non -significatif)

Légende: S: la solution saline; G30: gabapentin 30mg/kg; G100: gabapentin 100mg/kg;
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S G30 G100

Le gabapentin diminue significativement de fagon linéaire (**p=0.009)
la radioliason du ["H]GR 125748 aux récepteurs 5-HT, 4

dans le gyrus dentelé (DG) hippocampique
Le terme quadratique est non-significatif.
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5.1 Discussion du choix des méthodes.

Comme le gabapentin n’exerce pas son effet par le systéme GABA, mais qu’il affecte
la libération de la 5-HT, nous avons émis 1’hypothése que son activité anxiolytique pourrait
s’expliquer par un effet sur les récepteurs 5-HTia et 5-HTip En effet, ces récepteurs
sérotoninergiques ainsi que les transporteurs 5-HT ont été impliqués dans I’anxiété par de
nombreux auteurs (de Montigny et al., 1992; Nutt, 1999; Schreiber et de Vry, 1993; Coplan et
al., 1993; respéctivement Chopin et al., 1994; Maroteaux et al., 1992; Sanchez et al., 1993;
Rodgers, 1997, Clément et al., 1995). Schlicker et al. (1986) ont étudié I’interaction du
gabapentin avec les récepteurs sérotoninergiques et démontré que cette molécule n’exerce pas
un effet direct sur ces structures fonctionnelles. Bien entendu, leurs résultats devraient étre
validés par d’autres €tudes.

Pour évaluer les changements induits lors du traitement chronique au gabapentin sur
les transporteurs sérotoninergiques ou sur les récepteurs 5-HT 4 et 5-HT)g nous aurions pu
utiliser les techniques de liaison de ligands spécifiques sur des homogénats membranaires.
Cette procédure utilise des concentrations variables de ligand et permet de déterminer son
profil dynamique de fixation. Avec cette technique, nous aurions pu déterminer avec précision
si des changements de liaison correspondent a des modifications de la densité des récepteurs
ou a des modifications de leur affinité pour le ligand. Cette technique ne permet pas, par
contre, de cibler les différentes structures cérébrales impliquées dans I’effet d’un traitement
pharmacologique. En fait, les techniques de liaison sur homogénats sont indispensables a la
mise au point des techniques autoradiographiques (Geary II et Wooten, 1985). Comme nous
voulions caractériser les aires cérébrales impliquées dans I’anxiété, nous avons opté pour

I’autoradiographie quantitative qui permet la localisation trés précise des sites de liaison du 8-
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OHDPAT aux récepteurs 5-HT;a, du GR125748 aux 5-HT;gp et du citalopram aux sites de
recapture de la 5-HT (Reader et Strazielle, 1999).

L’utilisation du GR125743, qui est un antagoniste des récepteurs 5-HTp permet de
suggérer que les changements de radioliaison du ligand traduisent un changement de leur
densité. Comme I’antagoniste se lie a un site et que nous avons utilisé une concentration
saturante de ligand, on peut suggérer que les modifications sont possiblement dans le nombre
des récepteurs 5-HT; et pas dans I’affinité du ligand pour son récepteur. Le 8-OHDPAT, un
agoniste des récepteurs 5-HT) 4, a été utilisé a une dose fixe. En effet, les changements dans la
radioliaison du 8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT; 4 peuvent s’expliquer soit par une altération
dans le nombre des récepteurs, soit par une altération de I’affinité des récepteurs pour le
ligand. Pour palier a ce dilemme, nous aurions pu utiliser le (+)-WAY100135, un antagoniste
des récepteurs 5-HT;a. Cette substance est peu spécifique puisqu’elle est aussi un agoniste
partiel des récepteurs 5-HT g« p (Davidson et al., 1997). La quantification du marquage aurait
donc traduit & la fois des changements des 2 types de récepteurs sérotoninergiques. Méme si
I’autoradiographie comporte une difficulté d’interprétation quant a la densité ou I’affinité,
cette technique nous permet de vérifier si les aires cérébrales affectées par le gabapentin

correspondent a celles qui le sont généralement avec les anxiolytiques.

5.2 Effets du gabapentin sur les sites de recapture de la sérotonine

Le gabapentin n’a pas affecté, par comparaison au groupe témoin, la radioliaison du
citalopram tritié aux transporteurs sérotoninergiques. Ces résultats concordent avec ceux de
Schlicker et al. (1986), la seule étude qui ait, & date, étudié I’effet du gabapentin sur la

recapture de sérotonine. Ces chercheurs ont trouvé que le gabapentin n’augmente pas les
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concentrations endogénes de la 5-HT. Utilisant des tranches de cerveau pré-incubées avec de
la 5-HT tritiée, ils ont étudié I’effet du gabapentin en présence de DU24565 (un inhibiteur de
la recapture de la sérotonine, Classen et al., 1984). Mérhe en présence de DU24565, Ieffet
inhibiteur du gabapentin sur la libération de la [*H] sérotonine est conservé.

Comme le gabapentin n’a pas affecté la liaison du citalopram aux sites de recapture de
la 5-HT et que ce ligand peut étre utilisé comme un marqueur quantitatif de la densité de
’innervation sérotoninergique (Descarries et al., 1995), on peut suggérer que le gabapentin

n’a pas modifié la densité des neurones sérotoninergiques (terminaisons et corps cellulaires).

5.3 Effets du gabapentin sur les récepteurs 5-HT4

Nous avons observé que le gabapentin diminue la radioliaision du 8-OHDPAT aux
récepteurs 5-HTa de Daire frontale, du septum (latéro-dorsal et latéro-intermédiaire) et des
régions CA; et DG hippocampiques. Par contre, aucun effet du gabapentin ne fut observé
dans les noyaux raphé dorsal et médian ou se concentrent les autorécepteurs
somatodendritiques (Schreiber et de Vry, 1992). Nos résultats concordent avec ceux de Shiro
et al. (1996) avec I’ipsapirone, une molécule anxiolytique. Dans leur étude, ils ont observé
que Dipsapirone a diminué la radioliaison du 8-OHDPAT aux récepteurs 5-HT4 dans le
cortex frontal.

Le gabapentin ne montre pas un mécanisme d’action comparable aux SSRIs, dont
I’effet est localisé au niveau des transporteurs sérotoninergiques et autorécepteurs 5-HT;4 (de
Montigny, 1991; Artigas, 1993; Nutt, 1999). Son mécanisme d’action differe aussi de celui
des agonistes des 5-HT;a, comme la gépirone, la buspirone, Iipsapirone, le 8-OHDPAT,

I’alnespirone, le BAY X, le flesinoxan et la tandospirone. Avec ces médicaments, on a
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observé des effets présynaptiques (de Boer et al., 1999; Schreiber et de Vry, 1993, Casanovas
et al, 1999; Gaggi et al, 1997; Jolas et al, 1995; File et Gonzalez, 1996), des effets
postsynaptiques (Tatsuno et al., 1995, Shiro et al., 1996; Dong et al., 1997, Chojnaca-Wojcik
et Przegalinski, 1991; Yocca et al., 1991; Hirose et al., 1990; Tada et al., 1999) et des effets
mixtes pré- et postsynaptiques (Dong et al., 1998; Fanelli et al., 1992; Koek et al., 1998; Sasa,
1997; de Almeida et al., 1997; Tanaka et al., 1991; File et al., 1996; Blier et de Montigny,
1987).

Le gabapentin se différencie aussi des benzodiazépines dont le principal effet est
médié par les récepteurs GABA-ergiques (voir Gies, 1993). Il est intéressant de noter que les
aires postsynaptiques affectées sont les mémes ou furent décrites les effets des agonistes des
récepteurs S-HT 4 (Schreiber et de Vry, 1993; Tada et al., 1999; Hirose et al., 1990; Shiro et
al., 1996). Ces aires sont connues pour leur réle dans le controle de "anxiéte, des émotions,
de 'impulsivité et de la peur (Oakley et Tyers, 1992).

Nous ne pensons pas que les effets du gabaﬁentin sur la liaison du 8-OHDPAT aux
récepteurs 5-HT14 soit un effet direct de la molécule au niveau de ces récepteurs. En effet,
Schlicker et al. (1985) ont démontré que le gabapentin n’interagit pas directement avec les
récepteurs sérotoninergiques. Son activité serait médiée principalement par les canaux
calciques voltage-dépendants (Stefani et al, 1998), dont I’activation devrait induire une
libération de sérotonine. Le gabapentin, en inhibant I’influx de Ca®" (Stefani et al., 1998),
induirait donc une diminution de la libération de sérotonine. Une hypothése qui pourrait
expliquer nos résultats serait que la modification dans la libération de la 5-HT puisse alors
induire une modulation des récepteurs postsynaptiques 5-HT1a. Ce mécanisme nous parait

d’autant plus plausible que les aires ou nous avons trouvé les modifications de liaison aux
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récepteurs 5-HT;4 sont celles ou se fixe le gabapentin tritié (Suman-Chauhan et al., 1993;
McLean, 1995). Comme le gabapentin a montré ses effets au niveau des aires corticale
frontale, hippocampiques (CA;, DG) et septales, nous supportons l'hypothése que ces aires
renferment 2 la fois une forte concentration de canaux calciques, ce qui a été observé dans
plusieurs études (Gould et al., 1985; Hell et al., 1995) et une grande concentration de
récepteurs 5-HTa.

Comme le gabapentin induit une baisse de la libération de 5-HT, des phénomeénes
adaptatifs modifiant la radioliaison du 8-OHDPAT tritié aux récepteurs postsynaptiques
pourraient expliquer nos résultats. Selon la théorie classique, une régulation a la baisse
s'observe quand les récepteurs sont activés d’une maniére persistante (Cooper et al., 1996). A
I’inverse, une régulation a la hausse s’observe lorsque les récepteurs sont peu ou pas activeés
(Nishi et Azmitia, 1999). Il a déja été suggéré que I’expression des récepteurs 5-HTa est
régulée d’une maniére non-classique, sans changements compensatoires dans la densité des
récepteurs 5-HT;a ou dans le niveau d’ARNm dans I’hippocampe aprés des lésions de
neurones sérotoninergiques par avec la neurotoxine 5,7-DHT (Vergé et al., 1986; Frazer et
Hensler, 1990; Hensler et al., 1991; Miquel et al., 1992). Par contre, d’autres études ont
montré qu’aprés une dénervation sérotoninergique avec la 5,7-DHT, le nombre de sites de
liaison aux récepteurs 5-HTa a augmenté significativement dans le cortex frontal (Morrow et
al., 1985; Blurton et Wood, 1986; Frankfurt et al.,1994) ainsi que 1’expression de la protéine
du récepteur 5-HT1, dans I’hippocampe (Patel et al., 1996). De plus, Nishi et Azmitia (1999)
ont démontré que les récepteurs 5-HT;a hippocampiques répondent aux agonistes par une
régulation 2 la baisse et aux antagonistes par une régulation a la hausse. Compan et al. (1998)

n’ont observé aucun changement dans la densité de récepteurs 5-HTa «  dans le cortex
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frontal, cingulaire et pariétal, aprés des injections chroniques de 5,7-DHT. Par contre, dans la
méme étude, les mémes auteurs ont trouvé que les injections chroniques avec le PCPA (qui
bloque la synthése de la 5-HT) entrainent une augmentation de la densité des récepteurs 5-
HT)4 et p dans le cortex frontal, cingulaire et pariétal. Le traitement au MDMA, qui induit
une déplétion sérotoninergique, a conduit aussi & une augmentation de la densité des
récepteurs 5-HTa (Aguirre et al., 1998).

En accord avec la régulation i la baisse des récepteurs postsynaptiques du cortex
frontal induite par le gabapentin, observée dans notre étude, Shiro et al. (1996) ont trouvé
qu’un autre anxiolytique, I’ipsapirone, a diminué aussi la radioliaison du 8-OHDPAT aux
récepteurs 5-HT1A dans le cortex frontal. De méme, les travaux de Fischette et ses collegues
(1987) supportent nos résultats. Ils ont trouvé que la déplétion sérotoninergique par la 5,7-
DHT provoque une réduction de la liaison aux 5-HT;4 dans le DG, le CA; et le noyau raphé
dorsal.

Les effets du gabapentin sur la radioliaison du 8-OHDPAT peuvent se manifester non
seulement par une réduction de la densité des récepteurs, mais aussi par une diminution de
Iaffinité du ligand (8-OHDPAT) pour son récepteur (5-HT14). En effet, le gabapentin, en
affectant les canaux calciques, interfére avec un ion divalent, le Ca?" . Ce dernier, a I’encontre
des cations monovalents, comme le Na“ et le Li", mais de fagon similaire au Mg?**, augmente
’affinité du récepteur 5-HT;a pour son ligand (Harikumar et Chattopadhyai, 1998). La
réduction de la liaison du ligand aux récepteurs 5-HT1a postsynaptiques pourrait s’expliquer
par une modification de I’affinité du ligand pour ses récepteurs. Ceci peut étre dii a une
transition de 1’état de haute affinité vers 1’état de basse affinité du récepteur. Cela est le

résultat des changements qui ont lieu lors du couplage du récepteur a la protéine G
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(Harikumar et Chattopadhyai, 1998). La modulation par des ions métalliques de la liaison de
I’agoniste est une caractéristique importante des récepteurs couplés aux protéines G (Hall et
al., 1986). Ces observations s’expliquent par le modéle du complexe ternaire (Wregget et De
Léan, 1984) qui assume que l’affinité de I’agoniste pour son site de liaison dépend, dans
n’importe quelle conformation, du niveau de couplage entre le récepteur et la protéine G. Les
récepteurs 5-HT ;A existent en différents états conformationnels avec des affinités variables
(Mongeau et al., 1992). 1l a été proposé que les GPCRs établissent un équilibre entre la
conformation inactive du récepteur (R) et la conformation active spontanément (R*) qui peut
se coupler aux protéines G lorsque le ligand est absent (Bond et al., 1995). Les agonistes ont
une grande affinité pour I’état active du récepteur (R*), ceci augmente la concentration de R*.
L’état inactif (R) n’est pas couplé aux protéines G et est favorisé par des cations monovalents,
comme le Na" et le Li" (Harikumar et Chattopadhyai, 1998). Le Ca™ et autres cations
divalents, comme le Mg, provoquent une augmentation de I’affinité du ligand pour le
récepteur (Harikumar et Chattopadhyai, 1998). Il est connu que les cations divalents sont
requis pour la stabilisation de 1’état de haute affinité caractéristique aux agonistes et
défavorisent 1’état de basse affinité, en formant le complexe ternaire récepteur-ligand-protéine
G (Khawaja et al., 1995). Le calcium régule I’interaction entre le récepteur 5-HT14 et les
protéines G (Hall et al., 1986). En diminuant ’influx de Ca®’, le gabapentin pourrait induire
des changements dans le couplage du récepteur 5-HT 4 a la protéine G, en réduisant I’affinité
du récepteur pour son ligand.

Notre hypothése sur le mécanisme d’action du gabapentin est supportée par le fait que
la nifédipine, le vérapamil et la flunarizine, des antagonistes des canaux calciques, induisent,

lors d’un traitement chronique, une réduction de ’affinité des récepteurs 5-HTis dans le
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cortex frontal et "hippocampe (Popova et al., 1991). Ces dihydropyridines ont démontré en
clinique des propriétés anxiolytiques importantes, soit dans la manie, ’anxiété¢ (voir
Matsumoto et al., 1994; Tazi et al., 1991; Ganouni et al., 1997) et le trouble de panique (Klein
et Uhde, 1988). Evidemment, le Ca™ joue un role important dans le contrdle de la libération
de différents neurotransmetteurs de dendrites et terminaisons nerveuses, comme la sérotonine
(Middlemiss et Spedding, 1985), et cette régulation est mediée par les canaux calciques qui
sont bloqués par plusieurs antagonistes (El Ganouni et al., 1997). Les effets anxiolytiques des
DHPs pourraient ainsi s’expliquer par une modulation du systéme sérotoninergique (Boullin
et Grahame-Smith, 1987; Griebel, 1995).

Enfin, il est intéressant de noter que les agonistes 5-HT 4 ont démontré des effets
antagonistes au niveau du Ca®>" (Walden et al., 1995). Cette observation souléve la possibilité
que I’effet thérapeutique de ces anxiolytiques ne dépende pas seulement de leurs effets directs

sur les récepteurs 5-HT) 4, mais aussi de leurs effets sur les canaux calciques.

5.4 Effets du gabapentin sur les récepteurs 5-HTip

Dans notre étude, le gabapentin a diminué la liaison de I’antagoniste GR125743 aux
récepteurs 5-HT,p du DG. Ces récepteurs sont exprimés dans les centres moteurs et dans les
aires impliquées dans la cognition et le controle de I’humeur, & savoir les noyaux raphés,
I’hippocampe et les noyaux gris centraux (Boschert et al., 1994; Bruinvels et al., 1994).

On a démontré que les agonistes du récepteur 5-HTp, les séréniques, augmentent
I’anxiété et la locomotion et diminuent ’agressivité et I’appétit (voir Rodgers, 1997, Clément
et al., 1995). Par ailleurs, les animaux “5-H7)z knock-out” montrent plus d’agressivité et

moins d’anxiété que les souris normales (Zhuang et al., 1999). Ces observations suggérent
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que I’effet inhibiteur du gabapentin sur la radioliaison du GR 125743 tritié pourrait expliquer,
au moins en partie, ses effets anxiolytiques. Notre hypothése est soutenue par le fait que les
meédicaments séréniques qui stimulent les récepteurs 5-HT;p augmentent I’anxiété (Griebel et
al., 1990; Green et al., 1984).

Comme nous avons utilisé un antagoniste des récepteurs 5-HTg, la réduction de
radioliaison observée avec le gabapentin est possiblement imputable a une diminution de la
densité de ces récepteurs, suite a I’inhibition de la libération de 5-HT. Les récepteurs 5-HTp
du gyrus dentelé sont des autorécepteurs terminaux. Ils sont localisés sur les terminaisons
nerveuses (voir Saudou et Hen, 1994; Hervas et al., 1998) et sont responsables du blocage de
la décharge neuronale (firing rate) (Middlemiss, 1984). La diminution de sérotonine dans la
fente synaptique, consécutive a I’administration de gabapentin, induirait une régulation a la
baisse des récepteurs 5-HT)p.

Comme nous n’avons pas observé un effet du gabapentin sur les transporteurs
sérotoninergiques, la réduction de la liaison aux récepteurs 5-HT;p ne peut pas s’expliquer par
une diminution du nombre des terminaisons nerveuses ou les récepteurs 5-HT;g sont situés
(Descarries et al., 1995).

Les résultats de notre étude sont supportés par I’observation que d’autres bloqueurs de
canaux calciques induisent une régulation a la baisse des récepteurs 5-HT 5. Ainsi, Popova et
ses collegues (1991) ont trouvé que la nifedipine, le verapamil et la flunarizine induisent une
réduction de la densité des récepteurs 5-HTg dans ’hippocampe (de fagon similaire au

gabapentin) et dans le cortex.
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5.5 Conclusions

Le mécanisme d’action du gabapentin pour expliquer ses effets anxiolytiques est
encore loin d’étre élucidé méme si son potentiel thérapeutique a été démontré chez I’humain
(Watson et al, 1997, voir Kelly, 1998; Chouinard et al., 1998; Pollack et al., 1998; Harden et
al., 1999; Ketter et al., 1999) et dans les modéles animaux (Singh et al., 1991,1996, Watson et
al, 1997).

Comme le gabpentin affecte les canaux calciques du cortex frontal, de I"hippocampe
(CA;, DG) et du septum, nous suggérons la possibilité que son activité anxiolytique soit
médiée par une réduction de libération de sérotonine consécutive & son effet inhibiteur des
canaux calciques. La diminution de 5-HT induirait alors une régulation a la baisse des
autorécepteurs 5-HTp telle qu observée au niveau du gyrus dentelé. De plus, la diminution
de Ientrée du Ca®" entrainerait une baisse de I’affinité du ligand pour les récepteurs 5-HT;
postsynaptiques. I est connu que le Ca®" est requis pour la stabilisation de I’état de haute
affinité caractéristique aux agonistes dans la défaveur de I’état de basse affinité, en formant
un complexe ternaire récepteur-ligand-protéine G (Khawaja et al., 1995).

Afin de tester le modéle stipulant une diminution de la libération de la sérotonine suite
a un blocage de certains canaux calciques dépendants du voltage, nous proposons de
comparer les effets du gabapentin aux autres inhibiteurs calciques (ex: le vérapamil et la
nifidipine). Cette comparaison aurait comme but de mesurer la concentration de la sérotonine
et de l'acide 5-hydroxy-indolacétique en utilisant la chromatographie & haute performance en
phase liquide. Le but de ces expériences serait de vérifier si le niveau de la 5-HT est diminué

dans certaines régions du cerveau.
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