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Résumé

Introduction: La fibromyalgie (FM) et la dépression majeure (MDD) sont des comorbidités
fréquentes qui partagent des altérations communes dans la neurotransmission sérotoninergique.

Cependant, on ignore encore si ces altérations sont persistantes ou transitoires.

Objectifs : Le but principal de cette étude était (i) de mesurer les changements dans 1’expression
du transporteur de sérotonine (SERT) chez les patients FM, MDD et FM/MDD, par rapport aux
volontaires sains (VS); et (ii) d’évaluer ’effet des traitements pharmacologiques (quétiapine et
divers antidépresseurs) sur ’expression du SERT chez ces sujets. Des analyses exploratoires de

I’expression du transporteur de dopamine (DAT) ont aussi été réalisées.

Meéthodologie: Les PBMC sont isolées chez les patients FM, MDD, et FM/MDD, et chez les
VS. L’expression de SERT et de DAT a été analysée au niveau de ’ARNm par PCRq. La
signification statistique est analysée par des analyses de variance et des mod¢les linéaires

mixtes.

Résultats: 1’expression de ’ARNm du SERT est significativement diminuée chez les patients
MDD, par rapport aux VS (p<0.001), mais pas elle est inchangée chez les patients FM et
FM/MDD. Les traitements pharmacologiques entrainaient une amélioration des symptomes
cliniques de la FM et de la MDD, mais ils n’avaient aucun effet sur I’expression de I’ARNm du
SERT chez les patients. Comparativement au SERT, ’ARNm du DAT est indétectable chez

plusieurs participants.

Discussion/Conclusion : Ces résultats corroborent le réle du SERT dans la physiopathologie
de la MDD. De plus, ils démontrent que la diminution de I’expression du SERT est un

phénomeéne persistant plutot que transitoire.

Mots clés : transporteur de dopamine, transporteur de sérotonine, dépression majeure,

fibromyalgie, biomarqueur, lymphocyte, monocyte, quétiapine



Abstract

Introduction: Fibromyalgia (FM) and major depression disorder (MDD) are frequent
comorbidities. Both disorders may share common serotonergic alterations, but it is still unclear

whether these alterations are persistent or transient.

Objectives: The primary objective of this study was to (i) examine the changes in expression of
serotonin transporter (SERT) in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in FM, MDD and
FM/MDD subjects, compared to healthy controls; and to (ii) evaluate the effect of drug
treatment (quetiapine and various antidepressants) on the expression of SERT in these subjects.

Exploratory analyses on the expression of the dopamine transporter (DAT) were also performed.

Methods PBMC were isolated from FM, MDD and FM/MDD subjects, and healthy controls.
SERT and DAT expression were analysed at the mRNA level by qPCR. Statistical analyses

were performed using analyses of variance and linear mixed-effects model.

Results: The mRNA expression of SERT was significantly reduced in MDD subjects compared
to healthy controls (p<0.001), but not in FM nor in FM/MDD subjects. Although drug treatments
improved symptoms in FM, MDD and FM/MDD subjects, they had no significant effect on
SERT mRNA expression. Comparatively to SERT, DAT mRNA expression was undetectable

in several participants.

Discussion/Conclusion: These results corroborate the role of SERT in the pathophysiology of
MDD. They also show that the decreased expression of SERT mRNA is a persistent rather than

a transient phenomenon in MDD.

Keywords: dopamine transporter, serotonin transporter, major depression, fibromyalgia,

biomarker, lymphocyte, monocyte, quetiapine
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Dire que le cerveau est indispensable a la pensée est un truisme. En déduire que la cause des
maladies mentales est purement cérébrale est abusif

Edouard Zarifian
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Chapitre I : Introduction

Mise en contexte

L’¢re ou I’on séparait les maladies du domaine de la psychiatrie des autres systémes du corps
humain semble étre du passé. Depuis ’essor des premiers psychotropes dans les années 50, les
données ne cessent de s’accroitre en faveur de la présence de déréglements biochimiques,
endocriniens et immunologiques pour mieux saisir la physiopathologie des maladies
neuropsychiatriques telles que le trouble dépressif majeur (TDM ou MDD) (Moncrieff et al.,

2022) et de la douleur chronique comme la fibromyalgie (FM) (Ryabkova et al., 2019).

Malgré cela, les outils présentement utilisés et standardisés par la médecine moderne pour
identifier les personnes atteintes de ces maladies reposent principalement sur des symptomes
cliniques du DSM-5 TR pour la MDD (American Psychiatric Association, 2022) et sur les
criteres du collége américain de rhumatologie pour la FM (Cassisi et Sarzi-Puttini, 2023). On
fait face alors a plusieurs problémes d’ordre subjectif et objectif. Les cliniciens qui suivent ces
patients doivent miser sur leur sens clinique afin d’évaluuer la sévérité de la maladie, ce qui peut
laisser place a beaucoup de variabilité découlant de I’interprétation de chaque intervenant. Pour
pallier ce probléme, le domaine de la neuropsychiatrie s’est doté de plusieurs échelles de mesure
afin de standardiser I’évaluation des patients. A titre d’exemple, citons les trois échelles
« Hamilton Anxiety » (HAM-A), « Hamilton Depression » (HAM-D) et « Fibromyalgia Impact
Questionnaire Total » (FIQ-TOT) qui au mieux atteignent des sensibilités/spécificités de
86%/64% (Hamilton, 1959), 90%/63% (Hamilton, 1960), 96%/96% (Assumpgao et al. 2010)

respectivement. Toutefois ces outils administrés par les patients eux-mémes ou par les cliniciens
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n’arrivent pas a ¢éliminer les multiples biais statistiques associés a la lecture humaine des

questions incluses dans ces échelles.

Alors pourquoi ne pas se tourner vers ’utilisation de tests biologiques qui sont mesurables et

indépendants de 1’opinion clinique ?

A cet effet, contrairement a plusieurs affections touchant d’autres organes du corps que le
cerveau, nous ne disposons pas encore d’outils objectifs permettant le diagnostic et le suivi des
troubles mentaux tels que les tests sanguins ou les tests d’imageries d’ordre quantitatif
(Levchenko et al., 2020). Des exemples du recours a des marqueurs trés utilisés en médecine
sont multiples. Dans la maladie coronarienne, les cliniciens utilisent les marqueurs
enzymatiques que sont les troponines et la créatinine kinases (Thygesen et al., 2018), ces
derniéres faisant parti des critéres du diagnostic de I’infarctus du myocarde. Un autre exemple
serait celui du diabéte, qui s’appuie sur la base de I’hémoglobine glyquée Alc, entre autres, pour

faciliter le diagnostic et le suivi (American Diabetes Association, 2023).

Par ailleurs, beaucoup d’efforts ont €té investis dans les derniéres années pour identifier des
biomarqueurs pour la MDD (Ivanets ef al., 2021) et la FM (Hackshaw, 2021). Il va sans dire
que I’idée de prélever du tissu cérébral demeure un probleme a la fois logistique, économique
et ¢thique face a une procédure si invasive et risquée que 1’on réserve plutdt a la recherche
clinique post-mortem. A la place, on peut se tourner vers des sites de prélévements tels que la
salive, le liquide céphalo-rachidien ou le sang. Comme pour les maladies non
neuropsychiatriques, les catégories de marqueurs potentiels sont multiples : génétiques,

épigénétiques, transcriptionnels (ARN messagers) et traductionnels (protéines).
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Introduction aux deux maladies

L’association entre la MDD et la douleur chronique observée en FM n’est pas exprimée
explicitement dans les chartes du diagnostic de ces deux maladies. Ainsi, il peut sembler difficile
a comprendre le lien qui existe entre ces maladies. L’objectif du texte qui suit est de mettre en
lumiére le rapprochement qu’on peut faire autant au niveau clinique, épidémiologique qu’au

niveau neurobiologique.

Dépression majeure (MDD)

La MDD est une maladie complexe avec de multiples facettes. Cette affection touche 280
millions de personnes dans le monde et demeure la premiere cause d’invalidité selon I’OMS
(Organisation mondiale de la santé, 2023). La MDD se caractérise par la présence de cinq
symptomes dépressifs depuis 2 semaines dans la méme période, dont ’humeur dépressive et/ou
d’anhédonie (criteres DSM-V). Avec les criteres du DSM-IV, on ne fait toutefois que tres peu
de rapprochement entre les criteres de la MDD et la douleur chronique. Avec les changements
du DSM-V (American Psychiatric Association, 2022), on inclut aussi la dépression persistante
(dysthymie) et plusieurs sous-types comme la dépression saisonniere par exemple. Parmi ces
sous-types, un effort a é&té mis pour prendre en considération des symptomes comme la « tension
», « ’agitation », « I’incapacité a se concentrer », la « sensation de lourdeur dans les membres
» et méme la témérité associée a « I’engagement dans des activités plaisantes a haut risque de
conséquences douloureuses ». Ainsi, on sent la volonté d’inclure certains symptomes qui

s’apparentent aux symptomes de douleur chronique.
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Toutefois, tous ces critéres sont purement cliniques, c’est-a-dire, qui ne font aucunement

mention de particularités biologiques.

Fibromyalgie (FM)

La FM est caractérisée par une douleur musculo-squelettique généralisée dans plus de 19 régions
du corps depuis 3 mois selon les critéres de 2010 du College américain de rhumatologie (Cassisi
& Sarzi-Puttini, 2023). La prévalence de la FM varie entre 0,2 et 6,6 % dans la population
mondiale (Marques et al., 2017). La FM demeure néanmoins une entité mal comprise, et qui est
souvent utilisée comme diagnostic d’exclusion des autres affections rhumatologiques. Les
exemples de plaintes somatiques « d’exclusion » sont courants en médecine, notamment :
lorsqu’un gastroentérologue diagnostique un syndrome du colon irritable; un neurologue fait
face a une céphalée inexpliquée; un urologue ne peut trouver les causes de symptomes urinaires
irritatifs, ou méme lorsqu’un dentiste observe un probléme temporomandibulaire (Gilheaney et
Chadwick, 2023). Malheureusement, ces entités sont souvent mal comprises et stigmatisées par
le personnel médical, étant donné I’impuissance et les moyens limités disponibles pour aider

ces patients.

Toutefois, une donnée qui ressort chez cette population de patients, demeure souvent la présence
d’hyperalgie, de fatigue, et de troubles de ’humeur (Siracusa et al., 2021). Ceci laisse sous-
entendre qu’on est face a un trouble de perception de la douleur plutdt qu’a une réelle affection
organique localisée au niveau de la région symptomatique. De ce fait, on observe une réponse
favorable de ces patients a des médications neuroleptiques méme si [’explication

neuropharmacologique précise n’est pas bien comprise. Méme de simples changements
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d’hygiéne de vie comme de faire de I’exercice (Sevimli et al., 2015), ou de traiter I’apnée du

sommeil de ces patients (Marvisi et al., 2015) donnent de bons résultats.

Ainsi, il faut plutét approcher la FM et la douleur chronique comme des maladies complexes
multifactorielles. Il va de soi que nous nous intéressons ici a 1’aspect biologique de la FM, plus

précisément aux mécanismes neurobiologiques centraux et périphériques.

Comorbidité entre la dépression et la fibromyalgie

Le choix de ces deux maladies repose sur I’existence de similitudes physiopathologiques au
niveau neurochimique et de corrélations épidémiologiques importantes (Henao-Perez et al.,

2022; Santos et al., 2011 ; Santo et al., 2017).

D’une part, on observe des altérations de sérotonine (5-HT), de norépinéphrine (NE) et de
dopamine (DA) au niveau du systéme nerveux central (SNC) autant dans la MDD que pour la
FM (Dean et Keshavan, 2017; et Sluka et Clauw, 2016). D’autre part, la prévalence en
comorbidité de ces deux maladies atteint des niveaux remarquables. Jusqu’a 80 % des individus
avec la FM souffrent ¢galement de MDD (Fietta et al., 2007) et inversement 65% des patients
dépressifs présenteraient également des symptomes de douleurs dont la FM (Lege-Hagen ef al.,
2019). Nous observons ¢galement la forte prévalence de la FM dans la population de sexe
féminin (Neumeister et Neumeister, 2020). En constatant la haute comorbidité entre ces deux
désordres, et les similitudes physiopathologiques, il nous semble justifi¢ d’étudier non
seulement les patients atteints de MDD et de FM, mais aussi ceux ayant re¢cu un double

diagnostique (FM/MDD).
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Traitements pharmacologiques

En MDD, les traitements pharmacologiques de premicre ligne reposent surtout sur les
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (ISRS), ainsi que les inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine-noradrénaline (IRSN), les antidépresseurs atypiques, les modulateurs de la 5-HT, les
antidépresseurs tricycliques et les inhibiteurs de la monoamine oxydase (Mojtabai et Olfson,
2008). Dans les cas réfractaires aux traitements de premiere ligne, les cliniciens essaient de
choisir un traitement d une autre classe ou essaient un antipsychotique de deuxiéme génération,

ou le lithium ou méme en combinaison (Malhi et Mann, 2018).

En FM, en général, la premiere ligne pharmacologique repose sur des petites doses
d’antidépresseurs tricycliques (Héuser ef al., 2011). Chez, les patients ayant des symptomes
dépressifs, on préfere les IRSN ou les ISRS (Clauw et al., 2008). Pour les patients souffrant
d’insomnie, on favorise les anticonvulsivants nommés alpha2-ligand (Wiffen et al., 2013).
Cependant, peu de bénéfice a été observé avec 1’acétaminopheéne, les anti-inflammatoires non-
stéroidiens (Derry et al., 2017) ni avec les opiacés (Goldenberg et al., 2016), ces derniers causant
des problemes de dépendance. Plus récemment, on observe que 1’utilisation d’antipsychotiques,
notamment la quétiapine, améliore d’environ 30 % la douleur avec des bénéfices sur I’humeur,

I’insomnie, et la qualité de vie en général (Seehusen et Bain, 2017).

Les monoamines et leurs transporteurs

Les monoamines, tels que la 5-HT, la DA et la NE, semblent étre la catégorie des molécules qui

crée un plus grand engouement jusqu’a présent. Effectivement, on sait depuis longtemps que
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ces neurotransmetteurs essentiels pour 1’activité cérébrale se retrouvent en treés grande quantité

en périphérie. La 5-HT et la DA ont donc retenu notre attention.

La sérotonine (5-HT)

HO

HN NH;

Figure 1. Structure moléculaire de la sérotonine

La 5-HT (5-hydroxytryptamine) est produite a partir de 1’acide aminé L-tryptophane par
I’intermédiaire du 5-hydroxytryptophane. Ensuite, la 5-HT est transportée activement dans des
vésicules du bouton présynaptique via le transporteur VMAT (transporteur vésiculaire des
monoamines). La régulation négative de la 5-HT se fait principalement via ’enzyme de
dégradation MAO (monoamine oxydase) spécialement dans le SNC, via sa recapture par le
transporteur de sérotonine (SERT) présynaptique, et ultimement en périphérie par une autre

enzyme de dégradation COMT (catechol-O-methyltransférase) (Rodan et al., 2015).

On connait bien le réle de la 5-HT au niveau de la modulation de I’humeur, ce qui en fait un
neurotransmetteur des plus importants dans les troubles psychiatriques du spectre de I’anxiété,

de la dépression, des troubles alimentaires et des troubles de comportements agressifs. Ajoutons
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aussi le réle important attribué depuis 50 ans a la 5-HT pour expliquer les mécanismes
physiopathologiques de la migraine (Horvath, 2014). Ces dernicres caractéristiques sont
attribuées principalement aux projections sérotoninergiques ascendantes provenant du raphé
rostral situé au niveau du mésencéphale et du pont rostral qui communique directement au
thalamus, de fagon diffuse au cortex et aux ganglions de la base. D’autre part, les neurones
sérotoninergiques jouent un réle important sur la modulation de la douleur (Gackiére et Vinay,
2014), la respiration (Manzke et al., 2010), la régulation de la température corporelle (Ray et al.,
2011) et le controle moteur (Gackiére et Vinay, 2014). Ceci est possible grace aux projections
descendantes du noyau du raphé caudal situé au niveau du pont caudal et du bulbe via leurs

projections descendantes dans la moelle épiniére.

Dorsal raphe
nucleus

Midbrain

Medial raphe nucleus

Pons Ny = o ;
Nucleus raphe pontis — w B i
Nucleus raphe magnus K Medial raphe
Medulla <

Nucleus raphe pallidus/

Nucleus raphe obscuris

nucleus

Figure 2. Schéma résumant les structures anatomiques impliquées dans les voies nerveuses
serotoninergiques (Blumenfeld, 2010)
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Toutefois il ne faut pas sous-estimer I’importance de la sérotonine en périphérie. A titre
d’exemple, la sérotonine est produite a 95 % dans I’intestin par les cellules entérochromaffines
et les lymphocytes en périphérie, a I’opposé d’un maigre 5 % dans le cerveau (Mittal et al.,
2017). Il n’en demeure pas moins que la balance neurochimique de 1’environnement restreint

du cerveau est tres fragile.

Par ailleurs, il ne faut pas oublier que les plaquettes demeurent un des réservoirs de la sérotonine
les plus importants du corps. De fait 99 % de la 5-HT du plasma est entreposée dans les
plaquettes (Anderson et al, 1987). L’utilité¢ de la 5-HT provenant des plaquettes reste a étre
¢lucidée complétement, on sait en outre qu’elle posséde un réle pro-inflammatoire lorsque
libérée dans la cascade d’activation des plaquettes lors de I’hémostase primaire via le récepteur
5-HT> (van der Poll et Parker, 2020; Cerrito et al, 1993). D’autres pistes de réflexion sont
proposées pour détailler le role de la 5-HT des plaquettes dans ’article de Schoenichen ef al.

(2019).

Au niveau du systéme immunitaire, les exemples d’interactions entre le SNC et le systeme
immunitaire sont multiples. D une part, lorsque la barriere hématoencéphalique est compromise,
cette derniere laisse circuler les neurotransmetteurs tels que la sérotonine et les cytokines
inflammatoires. Cette perméabilité vient directement faire interagir les produits inflammatoires
des cellules immunitaires (lymphocytes T et B, macrophages, mastocytes, cellules NK, cellules

dendritiques, éosinophiles) avec la neurobiochimie du cerveau et vice-versa.

Il existe jusqu’a 7 grandes classes et 14 sous-types de familles de récepteurs a la 5-HT.
L’activation de ces récepteurs se fait via leur couplage aux protéines G (s, 1 et q) et leur voie de

signalisation respective, a I’exception du 5-HT3, un récepteur-canal cationique (Shimizu et al,
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2013). Cette médiation du systéme immunitaire par la 5-HT se fait via la majorité¢ de ces
récepteurs a la 5-HT, notamment : 5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1g, 5-HT24, 5-HT28, 5-HT2c, 5-HT3,
5-HT4, 5-HT7 (Jaiswal et al., 2015). Via ces récepteurs, la 5-HT influence I’inflammation, la
phagocytose, la migration des cellules T et la production des cytokines. Rappelons que certaines
cellules comme les macrophages et les lymphocytes T sont capables de synthétiser de la 5-HT
en petites quantités (Chen et al., 2015). De plus, la majorité des cellules du systéme immunitaire
inné et adaptatif expriment le SERT, ce qui leur permet d’entreposer une quantité de 5-HT
accessible lorsqu’elles en ont besoin pour leur diverses activités détaillées ci-haut (Jaiswal et
al., 2015). Par exemple, lorsque les terminaisons nerveuses du systéme nerveux autonome
stimulent les ganglions lymphatiques, les cellules immunitaires se trouvant dans ces derniers
sont capables de libérer leur contenu de 5-HT nécessaire pour leur propre fonction immunitaire

(Mossner et Lesch, 1998).

Les exemples de maladies ou ’effet inflammatoire et modulateur du systéme immunitaire sont
trés variés. Par exemple, les dernieéres hypothéses sur le systéme sérotoninergique proposent
qu’il existe un débalancement des niveaux de sérotonine en périphérie dans 1’autisme. En effet,
des niveaux normaux de 5-HT seraient nécessaires afin que le SNC se développe normalement,
au détriment d’une activation anormale pro-inflammatoire du systéme immunitaire (Jaiswal et
al.,2015). La preuve étant qu’on retrouve un ensemble de marqueurs inflammatoires a la hausse
dans leur plasma (I1-6, TNF, INF-y, IL-8) (Li et al, 2009; Vargas et al., 2005). A titre
d’information, on peut également mentionner les niveaux anormalement hauts de 5-HT dans le

contexte pro-inflammatoire des maladies intestinales inflammatoires (Ghia et al., 2009).
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On remarque également que la 5-HT est un élément crucial dans le développement des réactions
d’hypersensibilit¢ retardées (type 4) (Askenase et al., 1991). Ajoutons aussi I’effet de la
médiation par la 5-HT dans I’asthme (Lechin et al., 1996; Matkar ef al., 1999) et la mastocytose

(Kushnir-Sukhov et al., 2008), deux maladies inflammatoires.

Le transporteur de sérotonine (S-HTT ou SERT)

Figure 3. Modéle moléculaire du SERT (Ravna et al., 2009)

Le SERT est une glycoprotéine de 76 kDa formée de 630 acides aminées a 12 passages inter-
membranaires (Qian et al., 1995) faisant partie de la famille des transporteurs de

neurotransmetteurs dépendant du sodium ou sont inclus le SERT, le transporteur de dopamine

23



(DAT) etle NET (Saier, 2000). Son activité est dépendante de la présence d’ions Na" et Cl” dans
le milieu extra cellulaire (Marazziti et al., 2010). Dans le SNC, le SERT Ilocalis¢ en
présynaptique, régule négativement les concentrations de 5-HT dans la synapse
sérotoninergique. Son activité homéostatique sur la 5-HT en fait une cible de choix (des
traitements antidépresseurs de la classe des tricycliques et des inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la sérotonine (ISRS) (Rudnick et Sandtner, 2019). Il n’en demeure pas moins qu’il
est la cible de drogues d’abus de la famille des amphétamines (Rudnick et Wall, 1992), de la
cocaine (Miiller et al., 2007) et de la 3,4-méthylénedioxy-méthamphétamine (MDMA ou
I’ecstasy) (Rudnick et Wall, 1992). L’effet de ces drogues est principalement attribué a leur
action sur le DAT et a la hausse de DA dans le cerveau, mais les plus récentes données vont
toutes dans le sens d’une reconnaissance du role de la 5-HT dans le processus de dépendance
(Muller et Homberg, 2015). Notamment, dans les désordres d’impulsivité et de dépendance aux
jeux d’argent (Kaasinen et al., 2023) ou la 5-HT située dans le cortex préfrontal joue un rdle
majeur. Néanmoins, le SERT est étroitement régulé par divers mécanismes tels que sa
phosphorylation, des interactions protéines-protéines, la transcription du géne méme, son
expression, et sa dégradation (Ramamoorthy et al, 2011). La présence du SERT en périphérie
est trés bien documentée (Arreola et al., 2015), et tel que mentionné précédemment, la 5S-HT est
omniprésente dans 1’activité des cellules immunitaires. Ainsi, plusieurs cellules immunitaires
ont la capacité de produire de la 5-HT (mastocytes, macrophages et lymphocytes T), et d’autres

de ’entreposer via SERT (mastocytes, cellules dendritiques, lymphocytes B).
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La dopamine (DA)
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Figure 4. Structure moléculaire de la dopamine

La DA est une catécholamine produite a partir de ses précurseurs, I’acide aminé L-tyrosine
donnant la L-DOPA, et consiste en elle-méme un substrat pour la formation d’autres
monoamines telles que la NE et 1’adrénaline. Par la suite, comme pour la 5-HT, la DA (et la
NE) utilisent essentiellement les mémes mécanismes de transport vésiculaire VMAT et de
régulation négative via MAO et COMT (Rodan et al., 2015). Toutefois sa recapture se fait via

le DAT présynaptique.

La DA est bien connue pour son role de neurotransmetteur dans SNC, pour la motivation,
I’initiation des mouvements, ’attention, le circuit de la récompense, la mémoire, etc. Des
déreglements de la neurotransmission dans les trois voies dopaminergiques importantes (méso-
corticale, méso-limbique et nigro-striatale) se manifestent dans les maladies comme le

parkinson, la schizophrénie et la dépression.
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Figure 5. Schéma résumant les structures anatomiques impliquées dans les voies
nerveuses dopaminergiques (Blumenfeld, 2010)

D’autre part, la DA est également impliquée en périphérie, entre autres dans le systéme nerveux
sympathique (SNS) (Pacheco et al., 2009), le controle vasomoteur (Tayebati et al., 2011), la
fonction rénale, la fonction cardiaque, I’immunité (Basu et al., 2010), et dans la modulation de
la douleur (Wood et al., 2007; Taniguchi et al., 2010). Au niveau du systéme immunitaire, les
ganglions lymphatiques sont des structures bien innervées par les fibres autonomes du SNS qui

relache de la DA vers les cellules immunitaires : lymphocytes T, lymphocytes B et cellules

26



présentatrices d’antigenes (CPA) (Pacheco et al., 2009). Ces mémes cellules immunitaires
produisent de la DA et sont capables d’en accumuler et d’en recapter via le DAT (Basu et al.,
2010). La DA posséderait des propriétés autant immunostimulatrices pour les lymphocytes T
naifs qu’antiprolifératives envers les lymphocytes T activés (Sarkar et al, 2010). Cette
ambivalence serait due a I’expression différentielle selon les populations de leucocytes des
récepteurs de type D1 (couplé a une protéine Gs stimulant la production d’AMPc ayant un effet
inhibiteur sur les facteurs de transcription de la prolifération tel Nf-kb) et de type D2 (couplé a
une protéine Gi inhibant la production d’AMPc, donc un effet net activateur sur la prolifération)
(Wang et al., 2023). Au niveau de la modulation de la douleur, bien que les voies descendantes
inhibitrices de sérotonine et noradrénaline soient bien caractérisées, celles de la dopamine
demeurent moins connues. Plusieurs comorbidités qui présentent de la douleur chroniques sont
associées a des niveaux hypo-dopaminergiques (Yang et al., 2021). Au niveau du SNC, les
neurones dopaminergiques pourraient avoir un pouvoir antinociceptif en inhibant les influx
périphériques au niveau du thalamus (Wood et al., 2007). Au niveau des fibres nociceptives
périphériques, il existe cette méme ambivalence entre les récepteurs D1 simulant la douleur et
les récepteurs D2 inhibant la douleur. Au niveau du systéme nerveux périphérique (SNP), des
voies dopaminergiques descendantes joueraient un role important dans la modulation de la
douleur provenant des fibres nociceptives C et Ad. De fait, la DA en se liant a des récepteurs de
type D2 des neurones de 2° ordre des cornes dorsales (plus particulierement au niveau de la
substance gé€latineuse) provoquerait un courant sortant hyperpolarisant via des canaux
potassiques, réduisant ainsi la transmission de la douleur via la voie spino-thalamique
(Taniguchi et al., 2010). De plus, I’utilisation d’antagonistes spécifiques aux récepteurs D2

périphériques permet de renverser 1’action antinociceptive de la DA (Queiroz ef al., 2022)
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Le transporteur de dopamine (DAT)

Figure 6. Modéle moléculaire du DAT (Ravna et al., 2009)

Le DAT est une glycoprotéine de 80 kDa formée 610 acides aminés possédant 12 passages
intermembranaires, et son activité est dépendante de la présence d’ions Na* et Cl” dans le milieu
extra cellulaire comme pour le SERT (Marazziti et al., 2010). Le DAT joue un réle majeur pour
réguler négativement les concentrations de DA dans les synapses dopaminergiques (Zhu et
Reith, 2008). Par exemple, la cocaine et les amphétamines altérent I’action du DAT résultant en
des concentrations plus ¢levées de DA dans le cerveau, causant ainsi les effets bien connus de

ces psychostimulants : tachycardie, mydriase, hausse de la pression artérielle, agitation, etc.
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(Klega et Keehbauch, 2018). La fonction et I’expression du DAT au niveau de la membrane
cellulaire est également étroitement régulée par plusieurs voies de signalisation, entre autres par
la phosphorylation/déphosphorylation et via des interactions protéines-protéines (Foster et
Vaughan, 2017). On retrouve également le DAT en périphérie au niveau des lymphocytes et des
plaquettes (Frankhauser et al., 2006; Marazziti et al., 2017). Contrairement au SNC, le role exact
du DAT dans la modulation des activités immunologiques en périphérie reste encore a étre

¢lucidé.

Role clinique des monoamines en dépression et fibromyalgie

De nos jours, il n’existe pas de biomarqueurs sanguins, de marqueurs génétiques ou de
marqueurs radiologiques validés et confirmés dans le diagnostic de la MDD et la FM. Nous
aimerions toutefois vous présenter une revue sommaire des pistes diagnostiques trouvées a ce

jour.
Imagerie cérébrale

En MDD, il existe plusieurs pistes d’investigation d’imagerie médicale, telles que résonnance
magnétique (IRM) et la tomographie par émission par position (TEP). L’IRM permet d’imager
la morphologie du SNC en MDD, et on a observé une diminution de la maticre grise dans le
cortex cingulaire (Lai, 2013), une zone du cerveau impliquée dans les fonctions cognitives et
affectives. Une baisse du volume de I’hippocampe, cette derniere contribuant au fonctionnement
de la mémoire, semble présente en MDD (Malykhin et Coupland, 2015). D’autres anomalies
structurelles font 1’objet de recherche comme 1’insula, le thalamus et le cortex frontal (Zhang et

al., 2016). L’IRM fonctionnelle permet de détecter des anomalies dans ’activité cognitive au

29



niveau du cortex préfrontal et du cortex cingulaire, ce qui peut refléter des réponses
émotionnelles négatives, un déficit de 1’attention, et I’anhédonie en MDD (Corbetta et Shulman,
2002). De plus, on observe une plus grande activité neuronale dans la zone nommé le « nexus
dorsal », région comprise dans le cortex préfrontal dorsomédial. Cette zone est impliquée dans

les symptomes de rumination, dérégulation émotionnelle et végétative (Sheline ef al., 2010).

L’utilisation de I’IRM fonctionnelle pour prédire la réponse au traitement pharmacologique fait
aussi I’objet d’un sujet d’actualité¢ (Kang et Cho, 2020). En ce qui concerne la modalité
radiologique du TEP, elle utilise I’isotope '*F-FDG en lien avec le métabolisme du glucose pour
mieux évaluer I’activité neuronale. On observe une baisse de ’activité neurologique au niveau
du noyaux caudé droit, du cortex cingulaire, du noyau lentiforme gauche, du putamen et de
I’insula, tandis qu’il y a une hausse de I’activité au niveau du thalamus droit, du lobe postérieur,
et du vermis gauche. Ces changements détectés pourraient étre en lien avec la physiopathologie
de la MDD (Su et al., 2014). Au niveau du systéme sérotoninergique, I’isotope ''C-WAY-
100635 se liant au récepteur 5-HTa se retrouve en plus grande quantité chez les patients
dépressifs dans les régions du cortex cingulaire, I’amygdale, le cortex préfrontal dorsolatéral et
I’hippocampe (Miller et al., 2013). Le 5-HT1a est un récepteur auto-inhibiteur, et s’il se trouve
en grande quantité dans le cerveau, il abaisse ainsi le niveau de 5-HT relaché. Le SERT est une
autre cible largement étudiée pour évaluer la MDD. Le radiotraceur utilisé (4-'F-ADAM)
semble démontrer une baisse du SERT en MDD dans les études les plus récentes (Yeh et al.,
2014; Huang et al., 2013; Yeh et al., 2015). Toutefois, un autre radiotraceur nommé ''C-DASB
se liant au SERT, affiche des résultats contradictoires a la suite de nombreuses ¢tudes, ¢’est-a-
dire, soit une baisse du SERT en MDD (Meyer, 2007) ou plus récemment une hausse (Smith et

al., 2021). Ceci démontre que la littérature sur I’expression du SERT en MDD fait place a un
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débat ou il n’existe toujours pas de consensus dans la communauté scientifique. (Nous
¢laborerons sur cet enjeu ultérieurement dans la section « Etudes sur les biomarqueurs

périphériques » de ce méme chapitre.)

L’activité dopaminergique a également été évaluée en TEP dans le contexte de la MDD.
L’isotope !'C-Raclopride se lie aux récepteurs de D2/D3 de maniére plus importante en MDD
dans le striatum, ce qui pourrait étre corrélé aux symptomes anxieux. Cependant, ces résultats
demeurent en contradiction avec plusieurs rapports antérieurs (Pecina et al., 2017). Le
radiotraceur *"Tc-TRODAT-1 se liec au DAT avec une bonne affinité et la majorité des études
récentes en MDD affichent une augmentation de sa présence (Camardese et al., 2014). Le
radiotraceur '’I-FP-CIT se lie au DAT, mais peut aussi se lier au SERT, ainsi son affinité est
moins bonne que *Tc-TRODAT-1. Des études plus anciennes, comme celle de Sarchiapone

et al. (2006), ont observé une baisse du DAT en MDD.

En FM, comme pour la MDD, des techniques d’imagerie telles que I’IRM et la TEP ont été
étudiées. L’IRM a image le SNC en FM, et certains auteurs ont remarqué une diminution
significative des zones de matiere blanche dans le cortex cingulaire gauche et le cortex
orbitofrontal gauche (Jensen ef al., 2013). D’autres données semblent observer des changements
importants dans la matiere grise, a savoir : A - une augmentation dans le cortex orbitofrontal, le
cervelet, les noyaux gris centraux, le cortex cingulaire, et le cortex insulaire; B- une diminution
dans le gyrus temporal supérieur, le thalamus, I’amygdale, et la substance grise périaqueducale
(Diaz-Piedra et al., 2016). L’IRM fonctionnelle est une autre modalité utilisée en FM, et elle a
démontré une activité neuronale augmentée dans le cortex insulaire, le cervelet, I’amygdale et

le thalamus (Jensen ef al., 2012) ainsi ce phénomene pourrait étre associé¢ a une augmentation
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des perceptions centrales nociceptives. Au niveau du SNP en FM, I’IRM fonctionnelle a détecté
des changements significatifs en lien avec les réponses a la douleur entre les patients FM et les
volontaires sains (VS) au niveau de ’activité du tronc cérébral et de la moelle épiniere (Ioachim

etal.,2022).

D’autre part, comme pour la MDD, la TEP utilise 1’isotope '®F-FDG pour étudier 1’activité
neuronale en FM. De maniére générale, I’imagerie en FM avec cet isotope est complexe (Ricci
et al., 2022). Néanmoins, on observe des zones hypo-métaboliques dans plusieurs régions
corticales et sous-corticales en lien avec la FM (Egloff ef al., 2009). Un autre isotope utilisé
pour mesurer lactivit¢é dopaminergique (!*F-DOPA) permet de mieux apprécier les
changements dans la modulation de la douleur de la DA mésolimbique en douleur chronique
(Baliki et al., 2010). A cet égard, les isotopes ''C-Raclopride (Wood et al., 2007) et '°F-
fallypride (Albrecht et al., 2016) ont permis d’étudier I’activité des récepteurs D2/D3 et D2
seuls respectivement. Ces deux derniers isotopes nous aident & mieux évaluer les changements
dans le métabolisme de la DA dans la perception de la douleur en FM. Au niveau de la 5-HT, il
n’existe pas de marqueurs ayant étudié son impact dans 1’imagerie par TEP, ni d’étude ayant
mesuré¢ le SERT en FM. Toutefois, Ledermann et al. font ’hypothése qu’il existe un effet
indirect de la 5-HT dans la FM en étudiant les patients présentant des polymorphismes du
récepteur 5-HT-3. De fait, la mesure de la liaison du traceur ''C-Raclopride dans le systéme
dopaminergique semble étayer leur hypothése (Ledermann et al., 2020). Notons que le DAT n’a

pas été étudié en TEP pour I’évaluation de la FM.

Bref, plusieurs pistes d’imagerie médicale ont été avancées en IRM et TEP. Malgré cela, aucun

de ces traceurs n’a pu étre validé comme marqueur clinique de la MDD ou de la FM. De plus,
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I’imagerie médicale est couteuse et difficile d’acces hors des grands centres hospitaliers (Ricci

etal.,2022).
Etudes génétiques

En MDD, la maladie semble étre affectée par plusieurs genes impliqués soit dans la réponse au
traitement, ou dans la neurotransmission des monoamines (Gadad et al., 2018). A cet effet, voici
quelques exemples importants. A titre d'illustration, on a identifié des polymorphismes de
résistance au traitement dans le gene MDR1 (Mihaljevic et al., 2008). Pour la 5-HT, un des
polymorphismes le plus étudi¢ demeure celui du SERT nommé 5S-HTTLPR (mutation SLC6A4)
qui semble étre associ¢ a une différence de réponse au traitement aux SIRS (Mrazek et al.,
2009), mais ceci demeure une controverse (Serretti et al., 2013). Pour la DA, une mutation de
I’enzyme COMT (gene rs4680) semble réduire son activité de dégradation de la DA, et sa
présence est associée a une meilleure réponse au traitement (Kocabas et al., 2010). La présence
d’une mutation augmentant 1’activité de la MAO, qui a pour role de dégrader les monoamines,
va nécessairement diminuer les niveaux de DA et 5-HT et contribuer aux symptomes dépressifs
(Naoi et al., 2018). Pour le glutamate, le polymorphisme du récepteur ionotropique kainite
(GRIK) est associé a une meilleure réponse au traitement (Pu et al., 2013). A cet égard, la
recherche de mutations parmi les enzymes du cytochrome P450 a permis de mieux caractériser
leur impact sur le métabolisme des médicaments en MDD, et peut possiblement aider a mieux

prédire la réponse au traitement (Porcelli et al., 2011).

En FM, de nombreux polymorphismes prédisposant a la maladie ont été identifiés, et on en cite
jusqu’a 30 dans cette revue (Janssen ef al., 2021). Les plus importants de ces polymorphismes

sont associés aux geénes codant pour les protéines suivantes : MAO, COMT, SERT et les
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récepteurs opioides pl. Les mutations des récepteurs androgéniques semblent aussi associées a
la susceptibilité a la FM. Pour le DAT, le polymorphisme DAT-1 semble 1i¢ a une moins bonne

tolérance au froid (Treister et al., 2009)
Etudes sur les biomarqueurs périphériques

La recherche de biomarqueurs de la MDD et la FM est un sujet assez populaire dans la
communauté scientifique, ce qui a mené a 1’identification de plusieurs cibles potentielles. Dans
ce qui suit, nous allons présenter la revue des marqueurs potentiels accessibles en périphérie.
En MDD, I’axe neuroendocrinien hypothalamus-hypophyse-surrénalien (HHS) semble étre plus
actif chez les patients dépressifs, ainsi des mesures de cortisol plus é€levées sont détectées
(Schiile et al., 2009). Cette hausse de cortisol semble méme étre associée a des risques de
récidive de dépression (Zobel et al., 2001). La présence de marqueurs inflammatoires, comme
TNF-a, IL-B, IL-6, sont plus ¢élevés chez les patients qui ne répondent pas au traitement
pharmacologique (Strawbridge ef al., 2015). Au niveau du bilan lipidique, on observe une
hausse des triglycérides et une baisse des « very low-density lipoproteins » (VLDL) ainsi que
des « high-density lipoprotein » (HDL) (Bot et al., 2019). La présence d’anticorps contre les
« heat-shock proteins » (HSP) qui jouent un rdle protecteur antioxydant, pourraient contribuer

au stress oxydatif en dépression (Bahrami et al., 2019)

En FM, on observe une augmentation de la présence d’IL-8 et de MCP-1 qui semblent provenir
de la présence d’un plus grand nombre de mastocytes (Blanco et al., 2010). Comme pour la
MDD, I’axe HHS est altéré de fagon significative avec une baisse du cortisol du, le matin, et
une hausse en soirée (Crofford, 2004). Il a été suggéré que la présence d’anticorps contre la 5-

HT pourrait étre une cause de symptomes de FM, mais ces résultats demeurent controversés
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(Werle et al., 2001). Egalement, les récepteurs Mu a la surface des lymphocytes B sont
statistiquement abaissés en FM, ce qui peut suggérer une piste potentielle de biomarqueur
(Raffaeli et al., 2020). Par ailleurs, d’autres marqueurs potentiels sont proposés dans la revue

de Hackshaw (2021).

En ce qui a trait a la DA, I’hypotheése dopaminergique la plus a jour suggere une baisse de sa
neurotransmission au niveau central dans la MDD (Belujon et Grace, 2017). Pour ce qui est du
DAT, on retrouve dans la littérature des résultats opposés au sujet de son expression. D’une part,
il y aurait une diminution de 1’expression de la protéine du DAT pour la MDD dans plusieurs
régions du cerveau, tel qu’observé dans plusieurs études d’imagerie TEP (Meyer ef al., 2001;
Sarchiapone et al., 2006). De fait, on croit que la baisse d’expression du DAT dans le cerveau
est une réaction physiologique face a la baisse des concentrations de DA. Toutefois, plus
récemment, on a mesuré une augmentation de sa présence en MDD (Camardese et al., 2014) ce
qui remet en doute la théorie la plus acceptée. A cet effet, Camardese et al. suggérent qu’une
augmentation du DAT peut aussi représenter un mécanisme compensatoire afin de controler la
hausse de DA dans certaines conditions de dépression encore mal expliquées. Dans la FM, la
libération anormale de DA au SNC (Wood, Schwinhardt et al., 2007) et au SNP (Stahl, 2009)
en réponse a des stimulations douloureuses, affecterait la capacité de ces patients a bien moduler
la sensation de la douleur. Au niveau du SNC, il y aurait une diminution de I’expression du DAT
dans le cortex préfrontal dans la FM (Stahl, 2008). A défaut d’avoir de la littérature sur I’humain,
la mesure du SERT in vivo dans un modéle de rat pour la FM, affiche une baisse de son

expression (Murai ef al., 2015).
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En ce qui concerne la 5-HT, I’hypothése sérotoninergique la plus acceptée suggere également
une baisse de la neurotransmission dans le SNC. Toutefois, tout récemment, cette hypothese a
¢té remise en question par une revue systématique, ce qui a plutdt €branlé la communauté
scientifique (Moncrieff et al., 2022). Moncrieff ef al. avancent méme que les niveaux de 5-HT
pourraient étre au contraire élevés en MDD et que le role de la 5-HT n’est pas si central dans
physiopathologie de la maladie. Ces conclusions demeurent toutefois controversées et la critique
areproché¢ d’avoir trop simplifi¢ les données scientifiques et de ne pas avoir bien évalué I’impact

de cette divulgation sur 1’opinion publique (Rhimer et al., 2022).

Au niveau du SERT, les publications des 20 derniéres années affichent des résultats
contradictoires sur son expression réelle en MDD (Smith ef al., 2021; Yeh et al., 2015). D’une
part, la densité de la protéine serait plus importante sur la membrane du neurone durant des
épisodes de MDD (Meyer, 2007). Ainsi, contrairement a I’hypothése dopaminergique, pour la
5-HT une partie de 1’explication pathologique des taux abaissés serait la conséquence d’une
augmentation de la recapture de celle-ci par le SERT. Toutefois, des données plus récentes
observent plutot une baisse du SERT en MDD (Smith ez al., 2021). Ce qui meéne a remettre en
doute les théories sérotoninergiques amplement débattues dans la revue systématique
controversée de Moncrieff et al. (2022). Au niveau de I’expression du SERT sur cellules
sanguines périphériques, les données sont discordantes. Pour les cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMC), incluant les monocytes et les lymphocytes, ’acide ribonucléique
messager (ARNm) du SERT serait surexprimé dans la MDD dans une étude (Tsao et al., 2006).
Cependant, pour les lymphocytes seuls, la majorité des études observent une baisse de la
protéine (Fazzino et al., 2008; Fazzino et al., 2009; Lima et Urbina, 2002; Pefia et al., 2005;

Urbina et al., 1999) ou une baisse de I’ARNm (Lima et al., 2005). Dans le sang total, on observe
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une augmentation du SERT en MDD au niveau de I’ARNm (Iga et al., 2016). Toutefois, pour

la FM, la protéine SERT serait moins dense sur les plaquettes (Bazzichi ef al., 2006).
Etudes sur le plasma

Le plasma contient une grande quantit¢ de neurotransmetteurs comme la 5-HT (Herr et al.,
2017) et la DA (Matt et Gaskill, 2020) nécessaires a la fonction immunitaire. En MDD, peu de
travaux ont mesuré la 5-HT pour détecter s’il existe une différence avec la population saine. Par
exemple, on mesure une augmentation des niveaux de 5-HT dans les cas de patients adolescents
suicidaires (Tyano et al., 2006). Cependant, on observe une baisse de 5-HT, mais pas de DA
dans des cas de dépression post-partum (Xie et al., 2018). Toutefois, d’autres résultats plus
récents n’observent pas de différence significative des niveaux plasmatiques de 5-HT en

dépression post-partum (Huang et al., 2022).

Drailleurs, il n’y a que trés peu de littérature ayant mesuré les niveaux sériques de 5-HT et de
DA en FM. De fait, il semble que les niveaux de 5-HT sont plus élevés dans le plasma des
patients souffrant de douleur et d’anxiété en FM (Ernberg et al., 2000). Toutefois, des résultats
plus récents détectent plutdt une baisse de 5-HT sérique chez les patients nouvellement
diagnostiqués avec de la FM (Al-Nimer ef al., 2018). Pour la DA, on aurait mesuré en FM les
catécholamines plasmatiques, dont fait partie la DA, et il n’y aurait pas de variation significative

par rapport aux sujets sains (Yunus et al., 1992).
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Interét de [’étude

Biomarqueurs périphériques

Notre intérét porte sur 1’étude potentiel du SERT et du DAT comme biomarqueur périphérique
pour la MDD et de la FM, deux maladies mentales pour lesquelles plusieurs biomarqueurs ont
été proposés sans qu’aucun ne soit globalement accepté en recherche et ni en clinique jusqu’a

maintenant (Zwolinska et al., 2023; Hackshaw, 2021).

A notre connaissance, il n’existe aucune étude évaluant I’expression de la protéine ou de
I’ARNm du DAT en périphérie pour le cas de la MDD ou de la FM. Toutefois, pour le SERT,
il existe déja plusieurs données a ce sujet (voir Tableau I). En utilisant comme modele les
PBMC, il serait intéressant d’étudier si les altérations du DAT en périphérie reflétent celles qui
sont présentes dans le cerveau. En ce qui concerne le SERT, nous aimerions faire la lumiére en
MDD sur la discordance des observations qui ont été mesurées, soit en baisse ou en hausse de
I’expression de ce transporteur au niveau des PBMC. De plus, nous visons a mieux comprendre
s’1l existe une différence entre 1’expression de I’ARNm versus celle de la protéine pour la MDD,

et confirmer ce qui est déja observé en FM (Tableau I).

Dans le cadre de cette étude, nous voulons inclure un grand nombre de patients, et 1’étude de
I’expression de I’ARNm nous parait la meilleure méthode puisque les techniques de détection
de I’ARNm, comme la réaction en chaine par polymérase en temps réel (PCRq), sont beaucoup
plus sensibles et plus rapides a utiliser que celles disponibles pour les protéines comme le

Western Blot.
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A T’heure actuelle, il n’existe pas de biomarqueurs spécifiques a ces deux pathologies.
Néanmoins, le SERT périphérique semble peu a peu se démarquer comme un possible marqueur
de la MDD (M@ssner et al., 2007) et de la réponse au traitement antidépresseur (Fazzino et al.,
2008; Fazzino et al., 2009; Lima et Urbina, 2002; Pena et al., 2005; Urbina et al., 1999; Lima

et al., 2005). Le résumé des observations de la littérature est présenté dans le tableau I.

Tableau I. Revue de la littérature au sujet des différences d’expression du DAT et du SERT en FM
et MDD par rapport aux volontaires sains, au niveau du SNC et en périphérie.

SNC Périphérie
M J DAT Protéine Stahl (2008) DAT s/o
T SERT (rats) Protéine Murai et al. (2015) J SERT Protéine Bazzichi et al. (2006)
MDD | DAT Protéine Sarchiapone et al. DAT s/o
(2006)

Camardese et al.

T DAT Protéine
(2014)
T SERT Protéine Meyer et al. (2007) T SERT ARNm Tsao et al. (2006)
! SERT Protéine Smith ez al. (2021) ARNm Iga et al. (2016)
Yeh et al. (2015) V SERT Protéine Fazzino et al. (2009)
Protéine Fazzino et al. (2008)
Protéine Pena et al. (2005)
ARNm Lima et al. (2005)
Protéine Lima et Urbina (2002)
Protéine Urbina et al. (1999)
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Traitement par la quétiapine

Notre intérét porte également sur I’effet du traitement par la quétiapine que regoivent ces trois
populations de patients (FM, MDD et FM/MDD). La quétiapine est un antipsychotique atypique
accepté au Canada comme monothérapie dans le traitement de la MDD réfractaire aux ISRS, et
comme traitement d’appoint pour la FM (Marchand, 2011). La pharmacodynamique de la
quétiapine dans le SNC est cependant complexe car elle possede un effet positif sur le relache

de 5-HT, de NE et de DA dans le SNC.

Pour le 5-HT, la quétiapine semble augmenter les niveaux synaptiques de sérotonine par la
modulation des récepteurs 5-HTia et ’inhibition du récepteur 5-HT»a. En effet, la capacité de
la quétiapine d’augmenter la sensibilité et de jouer un réle d’agoniste sur le 5-HTia post-
synaptique, joue un role crucial dans I’amélioration de la neurotransmission de 5-HT. De plus,
son effet d’antagoniste sur le 5-HT2a, un récepteur ayant des propriétés inhibitrices, amplifie ce
mécanisme. Cependant, il est important de mentionner que la quétiapine n’a pas d’effet

pharmacodynamique direct sur le SERT (Prieto et al., 2010).

Pour la DA, son effet antagoniste sur le récepteur 5-HT2a permettrait de désensibiliser ce méme
récepteur afin de diminuer les effets inhibiteurs des neurones sérotoninergiques sur la relache
de DA dans le cortex préfrontal, région impliquée dans certains symptomes de la MDD, comme

la motivation et la concentration (Pietro ef al., 2010).

A notre connaissance, personne ne s’est encore intéressé aux effets de la quétiapine sur le SERT

et le DAT en périphérie.
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Hypotheses et objectifs

L’état actuel des connaissances tel que décrit ci-dessus, nous améne a formuler 1’hypothese
que I’expression du SERT est régulée a la baisse sur les PBMC des patients FM, MDD et
FM/MDD, par rapport aux volontaires sains. De plus, le traitement médicamenteux avec la
quétiapine raméne a la normale les niveaux de SERT chez ces patients. Nous ciblons trois

objectifs spécifiques dans cette étude :

1) Evaluer I’expression de I’ARNm du SERT dans les PBMC de patients souffrant de
MDD, de FM et de FM/MDD, par rapport aux VS ;

2) Etudier I’effet du traitement par la quétiapine sur I’expression de ’ARNm du SERT
chez les patients FM, MDD et FM/MDD;

3) Explorer I’expression de ’ARNm de DAT chez les trois groupes de patients et chez les

VS, pour fins de comparaison avec le SERT.
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Abstract

Background Fibromyalgia (FM) and major depression disorder (MDD) are frequent
comorbidities. Both disorders may share common serotonergic alterations. However, there is
less evidence of such alterations in FM than in MDD. It is also unclear whether these alterations
are persistent over time or transient. Objectives The objective of this study was to (i) examine
the changes in mRNA expression of SERT on the surface of peripheral blood mononuclear cells
in FM, MDD and the FM+MDD subjects compared to healthy controls; and to (ii) evaluate the
effect of drug treatment (quetiapine and various antidepressants) on the expression of SERT in
these subjects. Exploratory analyses on the mRNA expression of the dopamine transporter
(DAT) were also performed. Methods Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were used
and isolated from FM, MDD and FM+MDD subjects, and healthy controls. SERT and DAT
expression were analysed at the mRNA level by quantitative real-time polymerase chain
reaction (qQPCR). Statistical analyses were performed using analyses of variance and linear
mixed-effects models. Results The mRNA expression of SERT was significantly reduced in
MDD subjects compared to healthy controls (p<0.001), but not in FM nor in FM+MDD subjects.
Although drug treatments improved symptoms in FM, MDD and FM+MDD subjects, they had
no significant effect on SERT mRNA expression. The SERT mRNA was readily detectable in

all PBMC samples analysed. Comparatively, the mRNA expression of DAT was undetectable
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in several participants. Discussion These results corroborate the role of the SERT in the
pathophysiology of MDD, but not in FM. They also show that the decreased mRNA expression
of SERT is a persistent rather than transient phenomenon.

Keywords: Dopamine transporter, serotonin transporter, major depression, fibromyalgia,

quetiapine

Introduction

There has been an ongoing interest in identifying biomarkers related to mood and pain disorders.
Despite high comorbidity rates, especially in the case of major depressive disorder (MDD) and
functional pain syndromes, such as fibromyalgia (FM), few studies have focused on their
frequent co-occurrence. Fibromyalgia (FM) affects between 0.2 % and 6.6 % of the population
worldwide (Marques et al., 2017). It is a complex disorder defined by widespread pain and
tenderness in up to 19 areas of the body lasting for at least 3 months (Galvez-Sanchez and Reyes
Del Paso, 2020. According to the World Health Organization (WHO), MDD affects
approximately 280 million people worldwide and is one of the leading causes of disability
(WHO, 2023). It is characterised by the presence, for two or more weeks, of depressive mood
and/or anhedonia and at least five of nine depressive symptoms. The diagnoses of MDD and
FM commonly co-occur, with up to 80% of subjects suffering of FM meeting the diagnostic
criteria for MDD (Fietta et al., 2007) and 65 % of MDD subjects reporting significant pain
symptoms, including FM (Lege-Hagen et al., 2019). The high co-occurrence of FM and MDD
suggests the need to identify biomarkers that are common and specific to both disorders.

The serotonin (5-HT) hypothesis, which states that the risk of developing depression is

associated with a reduction in 5-HT levels, remains a prominent theory and a focus of research
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to develop more effective MDD treatments (Albert and Benkelfat, 2013). The main medication
classes prescribed for the treatment of MDD, the selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs)
and serotonin and norepinephrine reuptake inhibitors (SNRIs), directly bind to and modulate
(Malhi et al., 2021), the serotonin transporter (SERT). One aspect of the serotonin hypothesis
proposes that SERT expression is elevated in MDD, leading to a reduction in 5-HT
concentrations available in the synapse (Meyer et al., 2007). By blocking the SERT, SSRIs and
SNRIs reduce 5-HT reuptake by synaptic cells, rapidly restoring levels of 5-HT in the synapse
and, over several weeks, various serotonin receptors respond to the heightened 5-TH level,
leading to a range of downstream biochemical effects. Several studies have shown associations
between functional polymorphisms of the promoter region of SERT gene and the risk to develop
depression (Houwing et al., 2017).

While the serotonin hypothesis has been quite influential, unequivocally demonstrating
its validity has posed a significant challenge. Several positron emission tomography (PET)
studies have found that subjects with MDD have reduced SERT binding - although a few of
them found an increase (Nikolaus et al., 2016; Kambeitz et al., 2015; Gryglewski et al., 2016).
This lower SERT binding, compared to controls, has been interpreted as a compensatory
response to decreased synaptic 5-HT levels associated with MDD. It must be noted, however,
that the reduction in SERT binding was generally small and inconsistent across studies and it is
unclear if results are primary or secondary to antidepressant intake (Moncrieff et al., 2022).
Likewise, genetic studies have failed to show an association between SERT genetic variants and
MDD (Border et al., 2019). This lack of association has led some investigators to emphasize the
importance of studying gene-environment interactions (e.g., epigenetics) (Bleys et al., 2018).

Notably, the SERT is present in the brain but also in the peripheral blood, particularly on the
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surface of peripheral blood mononuclear cells (PBMC), monocytes and lymphocytes, where it
has a broad role (Gershon et al., 2007; Pacheco et al., 2009). For example, various 5-HT
receptors are expressed on the surface of T and B -lymphocytes, and on antigen-presenting cells;
their stimulation can contribute to inflammation, phagocytosis, migration, and cytokine
production as demonstrated in various human and animal models (Abdouh et al, 2004; Kushnir-
Sukhov et al., 2007; Leon-Ponte et al., 2007; Nakamura et al., 2008; O’Connell et al., 2006). In
recent years, a growing number of studies have examined the expression of the SERT on blood
immune cells in MDD. Most studies detected a reduction in its expression in lymphocytes of
MDD both at the mRNA (Lima et al., 2005) and protein level (Fazzino et al., 2009; Pena et al.,
2005; Lima & Urbina, 2002; Urbina et al., 1999), although increases in mRNA expression have
also been observed in PBMC (Tsao et al., 2006). The impact of drug treatment, based on these
results, remains to be determined, as we well Fazzino et al., 2009; Pena et al., 2005; as the
impact of important comorbid conditions, such as chronic pain.

Serotonin is also known to play a key role in the neurobiology of pain. It has been well
established that 5-HT release from neurons in the rostro-ventral medulla dampen nociceptive
afferents at the dorsal horn level of the spinal cord (Gackiere et al., 2014), producing diffuse
analgesic effects. The involvement of 5-HT in pain modulation is of clear interest in the case of
FM, considering that it is chronic pain condition characterized by diffuse pain symptoms likely
arising from deficient inhibitory conditioned pain modulation mechanisms (Potvin & Marchand,
2016). Thus far, genetic studies that have examined the 5-HTa receptor and 5-HT2a receptor
gene polymorphisms, as well as studies measuring 5-HT blood levels, have produced mixed

results (Tanwar et al., 2021; Heddini et al., 2014; Al-Nimer et al., 2018). In the case of the
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SERT, two genetic studies (one PET study and one study on gene expression) have also
produced mixed results (Ellerbrock et al., 2021; Tour et al., 2022).

As compared to the treatment of MDD, SSRIs have shown only small benefits in FM
(Ferreira et al., 2023), establishing the need to find other treatment alternatives. Several
randomized-controlled trials have demonstrated that quetiapine, a second-generation
antipsychotic, effectively treats mood symptoms in MDD (Chi-Un Pae et al., 2010). Although
this is less well established, there is growing evidence that quetiapine may be beneficial for the
treatment of FM (Potvin et al., 2012) as well as the treatment of subjects with co-morbid MDD
and FM (Mclntyre et al., 2014). This drug increases 5-HT levels in the brain through its
modulation of post-synaptic 5-HTa receptors and inhibition of 5-HT»a receptors (Horacek et
al., 2006). However, it is important to note that quetiapine has no direct effect on SERT (Pietro
et al.,, 2010). To date, there are no studies looking at the SERT mRNA expression in the
population with a co-morbid of MDD and FM. Moreover, we are not aware of any available
research regarding the effect of quetiapine on the mRNA expression of SERT in the peripheral
blood.

In view of the current state of knowledge, the main objectives of our work were (1) to
measure the levels of mRNA expression in the PBMC of the SERT in subjects affected by MDD
or FM and those with both conditions, and (2) to evaluate the effect of quetiapine on the mRNA
expression of SERT in FM and FM+MDD, as well as the effect of various antidepressants in
MDD. For exploratory purposes, we also measured the mRNA expression of the dopamine
transporter (DAT) in all groups, because dopamine is a likely mediator of the cardinal symptoms
of anhedonia in MDD. Additionally, dopamine may play a complex and yet poorly understood

role in the pathophysiology of FM (Wood et al., 2007; Taniguchi et al., 2011). Based on the

47



available literature, we expect to observe a reduction in the SERT mRNA expression on PBMCs

in MDD, FM and FM+MDD subjects.

Methods

Participants

Three study groups of were recruited, based on the three diagnostic categories: MDD with no
chronic pain (n=50); FM subjects (n=55); and subjects with MDD and FM (n=120). DSM-1V
criteria were used for MDD selection and the American College of Rheumatology 1990 criteria
for FM. Subjects in the FM+MDD group were washed out from their previous antidepressant
treatment. In the FM group, subjects were allowed to continue their previous medication. In the
MDD group, subjects were excluded if they met the criteria for any DSM-IV Axis I disorder
other than MDD. Across groups (FM, FM+MDD & MDD), other exclusion criteria included:
subjects currently prescribed an antipsychotic, pregnancy, female of childbearing potential
without adequate contraception, current risk of suicide, neurologic disorders, substance use
disorders, any unstable physical illness, and diabetes mellitus. A group of healthy subjects
(n=62) was also included, with no chronic pain and no history of a severe psychiatric disorder.
In particular, the Patient Health Questionnaire-9 (PHQ-9) was used to rule-out any presence of
depression.

In the 3 subject groups, blood was taken on the first and last visit at the clinic and at
different times according to studies (12 weeks for the FM study group, 8 weeks for the
FM+MDD group and 8 weeks for the MDD group). The subjects in the FM and FM+MDD arms
were randomized in a double-blind, placebo-controlled fashion. In contrast, the MDD study was

an open trial with no placebo. For the FM subjects, quetiapine was progressively introduced, as

48



an add-on to previous analgesic medication, with a final flexible dose between 50 mg and 300
mg. For FM+MDD subjects, a final dose of either 150 mg or 300 mg of quetiapine was gradually
instituted. For MDD group, treatments were heterogenous and included antidepressants like
SSRIs, venlafaxine, mirtazapine or bupropion. For more information, please refer to published

articles; for FM, Potvin et al. (2012), and for FM+MDD, Mclntyre (2013).

Clinical assessments

In all 3 study groups, depressive and anxiety symptoms were evaluated with the Hamilton
Depression Rating Scale (HAM-D) and the Hamilton Anxiety Rating Scale (HAM-A),
respectively (Carrozzino et al., 2020; Obeid et al., 2023). The HAM-D and HAM-A were
administered before and after pharmacological treatment in all 3 study groups (e.g., MDD, FM,
and FM+MDD). FM symptoms were evaluated with the Fibromyalgia Impact Questionnaire
(FIQ) (Lee et al., 2012). The FIQ was administered before and after treatment in the FM+MDD

and FM groups.

PBMC isolation and qPCR

Blood samples were processed within 24 hours of being collected in EDTA tubes. PBMC were
isolated by gradient centrifugation at 1850 g on Ficoll Paque (GE Healthcare). PBMC purity
was determined with a cell counter (Coulter Ac T diff 2, Beckman Coulter). Cells were stored
at -80°C in Trizol (Invitrogen) until RNA extraction. Aliquots of one to two micrograms of the
RNA samples were for the qPCR. After DNAse digestion (DNase I amplification grade,
Invitrogen), inverse transcription was performed with an inverse transcriptase (iScript cDNA

synthesis Kit, Biorad) during 5 minutes at 25°C, 30 minutes at 42°C and 5 minutes at 85°.
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Complementary DNA (cDNA) was generated in the presence of different forward and reverse
primers for the genes of interest: SERT and DAT, or primers for the housekeeping gene [2-
microglobulin (B2). All primers were obtained from IDT, and their sequences are depicted in
Table 1. The threshold cycle (CT) values obtained for SERT or DAT were subtracted by the
corresponding CT values of B2 to obtain the relative mRNA expression of SERT or DAT,
respectively.

- Please insert Table 1 about here -

Table 1: Oligonucleotide of primer of SERT, DAT and B2-microglobulin

Species Sense Antisense Amplicon
SERT GTGGCCAAAGACGCAGGTC CTCATCCAGCACAGCCGTGATC 171bp
(NM_001045.6)  (1494-1512) (1664-1643)

DAT CTGCGAGGCGTCTGTTTGGATTG GTGGTGACAATCGCGTCCCTGTAG 135bp
(NM_001044.5)  (1053-1075) (1187-1164)

B2-microglobulin ~ CACGTCATCCAGCAGAGAATGG GATGCTGCTTACATGTCTCGATCC  277bp

(NM_004048.4)  (122-143) (398-375)

Statistical analyses

All analyses were done using R version 4.2.2 (R Core Team, 2022) using package /mer (Bates,
2015) for mixed-effect analysis. The statistical threshold for significance was set at p<0.05. We
used the AACT method (Livak & Schmittgen, 2001) to evaluate the relative mRNA expression
of SERT (re-SERT) and DAT (re-DAT) contrasted to B2-microglobulin. That is, an increased
value of AACT represented a reduced expression of the mRNA, and vice-versa. First, we tested
for a mean difference on re-SERT between the control group and the clinical groups (FM, MDD,

& FM+MDD) using an analysis of variance. Given that there were significant differences,
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pairwise contrasts were performed between the groups using Tukey’s adjustment on p-values.
Second, for the FM and FM+MDD groups, we examined if there was a mean change difference
on re-SERT for the subjects on placebo compared to those receiving quetiapine using a linear
mixed-effect model with a random-effect on intercept. For the MDD group (taking various
antidepressants), we also used a linear mixed-effect model. Using the same model, scales
measuring symptoms (pain, depression, anxiety, and global mental health) were compared from
pre- to post-treatment to verify if the symptoms improvements were greater in the quetiapine
group as compared to the placebo group. Finally, in the case of the DAT mRNA expression, it
could not be detected in several participants. DAT mRNA expression was therefore considered
as a dichotomic variable (DAT detected versus non-detected), and logistic regression analyses
were performed to examine potential between-group differences. Pairwise contrasts were

performed between the groups using Tukey’s adjustment on p-values.

51



Results

Clinical findings

Sociodemographic differences

At baseline, there were significant differences in age between groups (FM; N=55: 49.6 years
+10.3; FM+MDD; N=120: 50.7 years £9.5; MDD; N=50: 44.6 years +12.2; and controls; N=62:
38.0 years +£12.8; p<0.001). The sex ratio was also significantly different between groups (FM:
100% of females; FM+MDD: 97.2% of females; MDD: 48.8% of females; and controls: 25.8

% of females; p <0.001).

Pre- post-treatment effects

In the FM group, 25 subjects received quetiapine, while 61 subjects received quetiapine in the
FM+MDD group. As illustrated in Supplementary Table 1, we observed a reduction in FM-
related and depressive symptoms after treatment with quetiapine, relative to placebo, across the
FM and FM+MDD groups (FIQ: p=0.002; HAM-D: p=0.003). There was a similar trend in the
case of anxiety symptoms, which failed to achieve significance (p=0.08). Regardless of drug
status (quetiapine vs placebo), there was a significant effect of time on FM, depressive and
anxiety symptoms across FM and FM+MDD groups (all p<0.001). For more information, please
refer to Potvin et al. (2012) and Mclntyre et al. (2013). As illustrated in Supplementary Table 1
and Supplementary Figure 1, for MDD subjects, we observed significant improvements in

depressive and anxiety symptoms after treatment (HAM-D: p<0.001, HAM-A: p<0.001).

Differences in SERT mRNA expression between groups, before treatment
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We observed a minor reduction in the SERT mRNA expression in FM subjects relative to
healthy subjects, but this potential difference failed to reach statistical significance (p=0.061)
(Figure 1). There was a significant reduction of the SERT mRNA expression in the MDD group
compared to controls (p<0.001) (Figure 1). This reduction had a magnitude of -2.249 +0.415
amplification cycles by PCR. Assuming doubling of the amplicon per amplification cycle, this
result indicates that SERT gene expression is about 5-times less expressed in MDD subjects
compared to healthy controls. We also observed a significant decrease of the SERT gene
expression in the MDD group when contrasted to the two other subject groups: FM by a factor
of -1.279 +0.380 cycles (p<0.01), and -1.768 +0.342 for FM+MDD (n=117) (p<0.001),
respectively. This indicates that SERT is 2- and 3-times less expressed in MDD than in FM and
FM+MDD, respectively. Finally, there was no difference noted between the FM+MDD group
and controls (p=0.514) (Figure 1). Of note, these results remained significant after controlling
for age differences.

Considering that there were significant differences in the sex ratio between groups, we
performed secondary analyses restricted to female participants only. As in the primary analysis,
differences were found between MDD subjects and controls (p=0.0001), as well as between
MDD and FM subjects (p=0.002).

- Please insert Figure 1 about here -
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Figure 1: Boxplot of the relative expression of the SERT mRNA by groups at baseline. An
increase of the relative expression of the CT of SERT represents that the mRNA is less expressed,

and vice-versa. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Changes in SERT mRNA expression after treatment

In the FM group, SERT mRNA expression was analyzed in 20 subjects receiving placebo versus
18 receiving quetiapine after 12 weeks of treatment. In the FM+MDD group, SERT mRNA
expression was analyzed in 43 subjects taking placebo and 51 taking quetiapine after 8 weeks
of treatment. Across both groups, no significant difference was observed in the SERT mRNA
expression between subjects taking placebo and those receiving quetiapine after treatment
(p>0.05) (Figure 2). Regardless of drug status (quetiapine vs placebo), there was a no effect of

time on SERT mRNA expression across FM and FM+MDD groups (p>0.05) Due to loss to
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follow-up and missing blood samples, SERT mRNA expression was analyzed in only 16 MDD
subjects after 8 weeks of treatment. The comparison of SERT mRNA expression of MDD
subjects before and after treatment showed no significant difference after treatment (p>0.05;
results not shown).

- Please insert Figure 2 about here -
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Figure 2: Changes in the relative expression of SERT mRNA from pre- to post-treatment.
Thin lines in the background represents individual changes and the solid thick lines represent

the means from a linear mixed-effect model. Error bars represent one standard error (SE).

Differences in DAT mRNA expression
We used a categorical analysis to evaluate DAT mRNA expression. At baseline, DAT mRNA

expression was detectable in 37.3% of controls; 55.6% of FM subjects; 62.5% of FM/MDD
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subjects; and 69.0% of MDD subjects. DAT mRNA expression was more frequently detected
in MDD subjects relative to controls (p<0.001), and more frequently detected in FM+MDD
subjects relative to controls (p<0.001) (Figure 3). We observed that DAT mRNA expression
was also more frequently detected in FM subjects compared to controls; however, this result
was only marginally significant (p=0.047) (Figure 3). Finally, there was a significant difference
in the detection ratio between FM+MDD versus FM subjects (p<0.001). Similar group
differences were observed in DAT mRNA expression after drug treatment.

Considering that there were significant differences in sex ratio between groups, we
performed secondary analyses restricted to female participants only. As in the primary analysis,
differences were found between MDD subjects and controls (p=0.004), between FM+MDD
subjects and controls (p=0.001), as well as between FM and FM+MDD subjects (p=0.001).

- Please insert Figure 3 about here —
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Figure 3: Boxplot of the relative expression of the DAT mRNA by groups at baseline using a
categorical approach, using a cut-off of >50. The more frequently the mRNA is detected, the

more it is considered expressed, ad vice-versa. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.
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Discussion

The main aim of the present study was to measure SERT and DAT mRNA expression in PBMC
in MDD, FM and subjects with both conditions. As a secondary objective, we sought to
determine the impact of different antidepressants (mainly quetiapine) on SERT and DAT
mRNA expression. Our results showed a decrease in SERT mRNA expression in MDD, but not
in FM subjects. No change over time was detected after treatment, even though significant
clinical improvements were observed in all 3 study groups for both depressive and/or FM
symptoms. In comparison, the expression of the DAT mRNA was difficult to detect in several
participants. Nevertheless, we were able to observe an increase in DAT mRNA expression in
MDD, with smaller effects being observed in FM.

The main finding of the present study is the observation of a decrease in SERT mRNA
expression in MDD. This result is consistent with the most accepted serotonergic model of
depression and with the findings of previous studies in the field. Indeed, in most cases, these
studies have shown that there is a decrease rather than an increase in SERT expression in MDD
using blood lymphocytes as cell source, both at the mRNA (Lima et al., 2005) and protein level
(Fazzino et al., 2009; Fazzino et al., 2008; Pena et al., 2005; Lima & Urbina, 2002; Urbina et
al., 1999). This may seem counter-intuitive given that a decrease in SERT mRNA expression
would normally result in an increased availability of 5-HT in the peripheral blood. However, in
previous studies with similar results, the authors interpreted this finding by considering the
alterations in SERT mRNA expression not as primary but rather as secondary to the abnormal
amounts of 5-HT available in the peripheral blood in MDD (Pena et al., 2005). In this light, the
decrease in SERT mRNA expression would represent a neuroimmune adaptive response to the

presence of a reduced amount of 5-HT in the peripheral blood in MDD (Arreola et al., 2015).
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Whereas previous studies in this field have been cross-sectional (Fazzino et al., 2009; Fazzino
et al., 2008; Pena et al., 2005; Lima et al., 2005; Lima et al., 2002; Urbina et al., 1999), the
present study stands out for its longitudinal design. Our results showed no change in SERT
mRNA expression in any of the 3 study groups, including the MDD group, where the SERT
mRNA expression was abnormal at baseline. In contrast to the other 2 groups, which were
treated with a medication which had no affinity for SERT (e.g., quetiapine) (Tarazi et al., 2000),
the MDD group was primarily treated with antidepressants (SSRIs & venlafaxine) known to
inhibit the SERT. The fact that no normalization of SERT mRNA expression was observed in
MDD subjects over time suggests that the reduction in SERT mRNA expression represents a
stable rather than a transient effect. This interpretation is reinforced by the fact that no change
in SERT mRNA expression was observed in the MDD group before or after treatment, even
though the anxiety and depressive symptoms of these subjects improved over time.

Regarding the lack of association between SERT mRNA expression and FM, this result
must be considered in light of previous studies evaluating the role of 5-HT in FM, which have
produced conflicting results (Borchers et al., 2015). For instance, our research team previously
studied blood 5-HT levels in FM and the serotonin transporter promoter region (5-HTTLPR)
polymorphism and found no associations with FM in both cases (Paul-Savoie et al., 2011; Potvin
et al., 2012). Serotonin does not produce simple effects on pain. Indeed, the preclinical literature
has shown that brainstem 5-HT is involved in both pain inhibition and pain facilitation (Hao et
al., 2023), because 5-HT produces different effects on pain depending on the receptors to which
it binds. While 5-HTia receptor agonists produce pain relief, 5-HT»a and 5-HT3 receptor
agonists promote pain (Liu et al., 2020). The SERT regulates the amount of 5-HT available in

the synaptic cleft, but because 5-HT receptors have opposing effects on pain, the measurement
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of SERT mRNA expression may lack the specificity required to demonstrate the involvement
of 5-HT in the pathophysiology of chronic pain conditions such as FM.

Since the expression of the DAT mRNA was undetectable in many participants, even
after 50 cycles of amplification in the qPCR reactions, the results on DAT mRNA expression
must be interpreted cautiously. Nevertheless, our results indirectly suggest that the DAT mRNA
expression is increased in MDD. One of the cardinal symptoms of MDD is anhedonia. In the
past, it has been proposed that anhedonia might result from reduced dopamine release in the
reward system (Wang et al., 2021). In support of this model, several animal studies have shown
that administration of dopamine-D> receptor antagonists in the striatum attenuates the
reinforcing effects of various psychoactive substances (Custodio et al., 2020). In humans,
several functional neuroimaging studies have shown that striatal activity is reduced in MDD
subjects when they anticipate or receive a reward (Zhang et al., 2018).

Despite some negative findings, genome wide association studies and meta-analyses have
shown an association between MDD and certain dopamine-related gene variants (Zhang et al.,
2023; Wray et al., 2018). Although results are heterogeneous, several PET studies have shown
alterations in striatal DAT availability in MDD (Savitz et al., 2013). Finally, randomized
controlled trials have shown that bupropion (a weak DAT inhibitor) and some D receptor partial
agonists (e.g., aripiprazole) are effective in treating MDD (Nasr et al., 2014). In theory, the
increased DAT mRNA expression could result in reduced amounts of dopamine in the synaptic
cleft, including in brain reward system, which could explain the symptoms of anhedonia
experienced by subjects with MDD. However, in the current study, SERT mRNA expression
was measured in PBMCs; thus, our results may not necessarily reflect changes occurring in the

brain. As for the increased DAT mRNA expression found in FM, the result was barely
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significant, suggesting that the observed effect is rather small. It must be considered that the role
of dopamine in pain is complex and remains to be clarified (Serafini et al., 2020) and that the
dopaminergic alterations that have been described in FM remain preliminary and need to be
confirmed (Albrecht et al., 2016).

The current study has several strengths, namely the inclusion of a relatively large sample of
subjects (total N=225) with MDD, FM and FM+MDD. Subjects in all 3 groups were assessed
before and after antidepressant treatment. Finally, two out of the three groups were assessed in
a randomized placebo-controlled manner. Despite these strengths, the study has some
limitations that must be acknowledged. First, there were significant differences in age and sex
ratio between groups. Considering that age and sex may influence the serotoninergic system
(Banerjee et al., 2013; Madsen et al., 2011), the between-group difference in socio-demographic
variables may explain the reduced SERT mRNA expression that was observed in the MDD
subjects relative to controls. This possibility seems unlikely however, since we performed sub-
analyses controlling for the effect of age and sex, which showed that the decrease in SERT
mRNA expression remained significant in MDD despite the addition of these covariates.
Another limitation of the current study has to do with the fact that the FM and FM+MDD groups
were not treated with the same antidepressant (e.g., quetiapine) as the MDD group, which
received an assortment of antidepressants (including SSRIs). The fact that quetiapine has no
known affinity for the SERT may explain the lack of change in the SERT mRNA expression
during treatment in the FM and FM+MDD groups. However, the MDD subjects were treated
with antidepressants having affinities for SERT, and no change in SERT mRNA expression was

detected in this group. Finally, it must be acknowledged that SERT mRNA could only be
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measured in 16 MDD subjects after the 8-week treatment. Thus, we may have statistical power
to detect changes in SERT mRNA expression before and after antidepressant treatment.
Consistent with the serotonergic model of depression, the results of the present study
showed a decrease in SERT mRNA expression and no effect of quetiapine on this outcome,
suggesting that the increase in SERT mRNA expression represents a trait rather than a state
effect. On the other hand, we did not observe any alteration of SERT mRNA expression in FM.
In a preliminary manner, we also observed an increase in DAT mRNA expression in MDD (and
possibly in FM), although this result is not robust, due to the difficulty of detecting DAT in
many participants. Future investigations are required to measure the mRNA expression of
several 5-HT and dopamine receptors, before and after the administration of different types of
antidepressants, while paying attention to potential confounding effects of age and sex

differences.
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Supplementary Table 1 : Mean (sd) of the symptom scale pre and post by group for the placebo and
drug group. The measured symptoms were taken from Fibromyalgia Impact Questionnaire Total (FIQ-
Total), the Hamilton Depression (HAM-D), and Anxiety (HAM-A).

Placebo Quetiapine
Pre Post Pre Post
FIQ-Total FM 63.8 (13.5) 61.3 (15.3) 59.7 (12.4) 54.5 (16.6)
FM+MDD 75.6 (13.7) 65.2 (16.5) 77.2 (14.0) 60.8 (22.0)
HAM-D FM 12.6 (3.8) 12.2(3.6) 11.1(4.6) 9.1 (5.5)
MDD - - 26.2 (7.5) 13.6(8.1)
FM+MDD 24.6 (1.5) 15.9 (4.8) 25.1(2.3) 12.3(5.6)
HAM-A FM 11.5(3.9) 10.3(3.4) 10.3 (4.7) 8.8 (4.4)
MDD - - 25.7 (7.6) 12.2 (8.2)
FM+MDD 23.5 (4.6) 14.7 (5.7) 24.0 (4.5) 11.9 (6.4)
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Supplementary Figure 1: Changes in clinical symptoms from pre- to post-treatment for the MDD
group. Thin lines in the background represent individual changes and the solid thick lines represent the
means from a linear mixed-effect model. Error bars represent one standard error (SE). The measured
symptoms were taken from the Hamilton Depression (HAM-D) and Anxiety (HAM-A).
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Chapitre III : Discussion

Notre objectif était d’étudier I’expression de ’ARNm du SERT et du DAT dans les PBMC de
patients MDD, FM et FM/MDD, et connaitre I’effet des différents traitements (principalement

la quétiapine) sur 1’expression de ces deux transporteurs pour ces mémes trois groupes.

Expression de I’ARNm du SERT et du DAT dans les PBMC chez les
patients MDD, FM et FM/MDD

SERT

Dans un premier temps, les résultats avec le SERT semblent aller partiellement dans la direction
que nous envisagions. De fait, son expression diminue de maniére significative uniquement chez
les patients MDD par rapport aux VS, et non chez les patients FM et les patients FM/MDD (voir
Figure 1). Ces résultats significatifs pour la MDD corroborent ceux de six ¢tudes antérieures
(Fazzino et al., 2008; Fazzino et al., 2009; Lima et Urbina, 2002; Pena ef al., 2005; Urbina et
al., 1999; Lima et al., 2005). En revanche, deux études observent une hausse du SERT (Tsao et
al.,2006; Iga et al., 2016) (voir Tableau II). En outre, il existe des différences et des similitudes
entre leurs conditions de recherches et celles de la notre. D’une part, la majorité de ces études
ont été réalisées avec des dosages de liaison d’ISRS (comme la *H-Paroxetine) afin de quantifier
les niveaux de protéine ((Fazzino et al., 2008; Lima et Urbina, 2002; Pena et al., 2005; Urbina
et al., 1999). Ces quatre dernieres études observent une baisse du SERT dans les lymphocytes.
D’autre part, il existe une seule étude ayant mesuré I’ARNm dans les lymphocytes humains et
qui observe également une baisse du SERT chez les patients MDD (Lima et al., 2005). Malgré

qu’il utilise le modéle animal de rat pour la MDD, le groupe de Fazzino ef al. (2008) mesure
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aussi une baisse de ’ARNm dans les lymphocytes par rapport aux rats non malades. A ’opposé,
deux groupes semblent mesurer des niveaux a la hausse du SERT en MDD. Premic¢rement,
I’é¢tude de Iga et al. (2016) mesure les niveaux d’ARNm en MDD, mais c’est la seule étude
parmi la liste exhaustive précédente qui utilise le sang total. Cette différence est majeure puisque
les sous-populations de leucocytes (monocytes, lymphocytes, polymorphonucléaires) et les
plaquettes ne métabolisent pas la 5-HT ni n’expriment le SERT pareillement. De fait, le SERT
est exprimé par les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques, les mastocytes, les
lymphocytes B et T, les plaquettes et les cellules endothéliales (Herr et al., 2017). De plus, on
sait que la 5-HT produite par les intestins est emmagasinée dans les plaquettes. Etant donné que
les niveaux de 5-HT sériques sont un reflet de la production entérique, qui représente 95 % de
la 5-HT du corps, le SERT a la surface des plaquettes joue un role majeur dans cette fonction
de stockage (Terry et Margolis, 2017). Ainsi, les niveaux du SERT périphériques sont
nécessairement influencés de maniére importante par la présence de plaquettes dans les
¢chantillons de sang total utilisés par Iga et al. (2017). Nous croyons que cette différence
produite par 'utilisation de sang total plutot que les PBMC, dont font partie les lymphocytes,
explique cette différence d’expression du SERT a la hausse dans le sang total. Deuxiémement,
I’é¢tude de Tsao et al. (2006) observe une hausse des niveaux d’ARNm du SERT chez les
patients MDD. Considérant que nous avons des conditions expérimentales similaires, nous
avons du mal a expliquer cette divergence. Notons cependant, une différence au niveau du
nombre de patients MDD (n=22) et de VS (n=20) recrutés dans leur étude par rapport a la notre
(MDD : n=50; VS: n=62). Une autre divergence se situe dans leurs critéres d’inclusion qui ne
semblent pas spécifier si les patients utilisent des antidépresseurs ou pas. Cet élément est

important puisqu’il a été suggéré que certains antidépresseurs, comme les ISRS (Urbina et al.,
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1999) et les antidépresseurs tricycliques (Pefia ef al., 2005), influencent a la hausse 1’expression

du SERT sur les lymphocytes.

En FM, on observe une tendance a la baisse de I’expression de I’ARNm du SERT chez les
patients FM (n=51, p=0,06) comparés aux VS (n=62), mais cette différence n’est pas
statistiquement significative. De fait, la seule littérature disponible sur le SERT périphérique se
base sur le modé¢le des plaquettes, une source importante du SERT tel que décrit auparavant. La
mesure de la protéine SERT par dosage de liaison de I’ISRS *H-Paroxetine est abaissée a la
surface des plaquettes des patients souffrant de FM (Bazzichi et al., 2006). Méme si la baisse
de ’ARNm du SERT en FM n’est pas significative, nous sommes les premiers a avoir étudié le

modele des PBMC pour la mesure de I’expression du SERT en FM.

Par ailleurs, en FM/MDD, il n’y a pas de différence significative de 1’expression de ’ARNm du
SERT entre les patients FM/MDD (n=120; p=0,51) et les VS (n=62). En faisant des
comparaisons entre les quatre groupes (MDD, FM, FM/MDD et VS), nous observons des
résultats intéressants (voir Figure 1). D’abord, lorsque I’expression de ’ARNm du SERT en
MDD est comparée au groupe FM, on observe qu’elle diminue en MDD de maniere significative
(p=0,005). De plus, lorsqu’on compare I’expression de I’ARNm du SERT en MDD a ceux du
groupe FM/MDD, elle diminue aussi en MDD de maniére significative (p<0,0001). Ainsi, ces
rapports statistiques viennent confirmer que ’ARNm du SERT des patients MDD est moins
détecté par rapport aux trois autres groupes (FM, FM/MDD et VS). Nous en tirons la conclusion
suivante : la présence de FM chez les patients avec ou sans MDD normalise I’expression du

SERT au niveau de celui des VS.
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En prenant en compte 1’existence d’états inflammatoires en MDD (Loftis et al., 2010), les
manifestations immunologiques inflammatoires périphériques (Jaiswal et al., 2015) semblent
avoir un impact direct sur les déréglements des niveaux de 5-HT, autant en périphérie qu’au
niveau central. De fait, dans les états inflammatoires ou la BBB est compromise, les cytokines
inflammatoires ont la capacité d’inhiber la production de 5-HT au niveau central en activant
I’enzyme indoléamine 2,3 dioxygenase (IDO). Cette dernicre transforme au niveau du cerveau
les réserves de tryptophane essentielles a la production de 5-HT, en des métabolites
neurotoxiques (Kim et al., 2012). Ainsi, par ce mécanisme, on observerait une baisse de 5-HT
responsable des symptomes de dépression. Bien que la littérature a jour n’affiche pas de
consensus sur la question des niveaux sanguins de 5-HT en MDD, nous interprétons la baisse
du SERT en MDD dans nos résultats par une explication physiopathologique. De fait, en MDD,
la baisse des niveaux du SERT a la surface des PBMC pourrait étre une réponse secondaire
adaptative (Arreola et al., 2015) au déclin de I’activité sérotoninergique périphérique (Pena et

al., 2005), le SERT jouant alors un role essentiel de régulation négative de la 5-HT.

La recherche pour comprendre les mécanismes immunologiques présents en FM porte a croire
qu’il existe un role inflammatoire de la 5-HT (Metyas et al., 2015) semblable a ce qu’on observe
en MDD. Cependant, le lien entre la douleur et la 5-HT est complexe vu le role dichotomique
de la 5-HT dans les voies soit nociceptives ou inhibitrices de la douleur (Hao et al., 2023). Par
exemple, les récepteurs 5-HTia couplés a une protéine Gi, réduisent la douleur en
hyperpolarisant les membranes, diminuant ainsi [’activit¢ cellulaire neurologique ou
immunitaire. Tandis que les récepteurs 5-HT2a couplés a une protéine Gs et 5-HT3 ionique
dépolarisent les membranes augmentant ainsi 1’activité cellulaire ou immunitaire (Liu et al.,

2020). De plus, comme pour la MDD, il a été proposé que la FM fait varier les niveaux sériques
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de 5-HT, sans qu’on soit en mesure de déterminer si ¢’est a la hausse ou a la baisse. La majorité
des auteurs suggerent une baisse de 5-HT en périphérie (Arreola et al., 2015), mais cela reste a
étre davantage démontré. Rappelons que nous n’avons pas détecté d’altération dans 1’expression
du SERT dans les PBMC en FM. Ces résultats soulignent la complexité de la neurotransmission
sérotoninergique en FM. Le groupe de Bazzichi et al. (2006) a proposé que le SERT sur les
plaquettes contribue a la pathogenése de la FM. Bien que nous n’ayons pas mesuré une tendance

a la baisse du SERT, il est impossible de tirer les mémes conclusions avec les PBMC.

En somme, pour la FM, nos résultats affichent une tendance qui demeure a étre confirmée. C’est
uniquement dans la MDD que nos résultats sont significatifs sur I’ARNm du SERT dans les
PBMC. Nous croyons qu’en se basant sur les études antérieures significatives, il y a un potentiel

a utiliser ’ARNm du SERT dans les PBMC en MDD comme biomarqueur périphérique.

DAT

Dans un deuxieme temps, I’analyse du DAT dans les PBMC s’est faite de maniere qualitative.
Effectivement, ’ARNm du DAT est moins souvent détectable dans les PBMC contrairement au
SERT, ce dernier étant détecté dans la majorité des échantillons. Ainsi, nous avons présenté nos

résultats d’une toute autre fagon pour le DAT.

L’ARNm du DAT dans les PBMC est moins souvent détecté dans les VS (37,3 %; n=62) que
dans les trois groupes de patients : en MDD 69,0 % (n=50) largement significatif (p<0,001), en
FM 55,6 % (n=51) a peine significatif (p<0,05) et en FM/MDD 62,5% (n=120) amplement

significatif (p<0,001) (voir Figure 3).
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A notre connaissance, aucune étude antérieure n’a dévoilé de tels résultats au niveau des PBMC
(voir Tableau II). Nous observons plusieurs résultats significatifs, mais nous restons prudents
concernant le sens de leur interprétation vu que la méthode diverge de celle utilisée pour le
SERT qui est quantitative et généralement utilisée dans la littérature scientifique. Néanmoins,
le plus haut taux de détection de ’ARNm du DAT dans ces trois groupes de patients peut
suggérer indirectement qu’il existe un accroissement de I’expression du DAT en MDD, FM et

FM/MDD.

Cette hausse de I’expression de ’ARNm du DAT en périphérie est difficile a corréler avec ce
qui a été découvert dans le cerveau dans la MDD, puisque les études observent des résultats
divergents (Sarchiapone et al., 2006; Camardese et al., 2014). Ces résultats sont aussi différents
de ceux que nous envisagions dans notre hypothese, c’est-a-dire, une baisse de 1’expression de

’ARNm du DAT dans les PBMC.

Rappelons, d’une part, qu’il a été proposé comme hypotheése qu’en MDD, certains symptomes
comme [’anhédonie, pourraient étre le résultat d’une baisse de la neurotransmission
dopaminergique du systeme de récompense (Wang et al., 2021). Cette baisse de la DA
entrainerait un mécanisme de compensation par la diminution de D’expression du DAT

(Nikolaus et al., 2009).

D’autre part, pour la FM, une baisse de DA a été rapportée dans le SNC (Wood, 2008) et au
niveau du SNP (Stahl, 2009), ce qui expliquerait les symptomes de douleur retrouvés dans la
FM (Wood, Holman et al., 2007). De plus, la DA serait importante pour moduler la douleur
dans le SNC (Wood, Schweinhardt et al., 2007) et le SNP (Taniguchi et al., 2010). Par ailleurs,

une seule étude a observé une diminution du DAT dans la FM au niveau du cortex-préfrontal
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(Stahl, 2008), alors on peut supposer qu’il existe un mécanisme de compensation similaire a la
MDD. Une autre étude a fait le lien entre la présence d’une hyperactivité dans certains

polymorphismes du DAT et la sensibilité¢ augmentée a la douleur (Treister et al., 2009).

En sachant que nous sommes les premiers a étudier le DAT en périphérie dans le contexte de
ces deux maladies, notre seul modéle de comparaison est celui des études sur la neurochimie du
DAT au niveau du SNC en FM et en MDD. Serait-il alors réaliste d’envisager que la hausse du
DAT en périphérie dévoile un mécanisme physiopathologique tout a fait différent au niveau des
PBMC ? Nous croyons que c’est une possibilité considérant le role immunitaire de la DA. En
effet, tel que mentionné auparavant, la DA est omniprésente dans les réactions immunitaires et
elle joue un rdle inflammatoire important dans plusieurs maladies neuropsychiatriques (Channer
et al., 2023) : schizophrénie, dépression, maladie bipolaire, anxiété. De plus, plusieurs pistes
laissent croire qu’il existe un état neuroinflammatoire en FM (Kaltsas et al., 2020). Comme pour
la 5-HT, le lien immunologique entre la DA périphérique et le SNC est un sujet d’actualité
(Channer et al., 2023). Il existe des canaux de communication trés complexes entre les
différentes régions du SNC et du SNP avec les cellules immunitaires, telles que les PBMC. Cette
complexité rend d’autant plus difficile de considérer qu’il existe des roles paralleles simples de
la DA entre le cerveau et le systéme immunitaire. Une hypothése mise de I’avant se base sur la
perméabilité de la BBB, observée dans un contexte inflammatoire comme en MDD ou en FM.
La BBB peut devenir pathologiquement perméable a I’influence des cellules immunitaires telles

que les lymphocytes T (Owens et al., 1998).
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Notre hypothése est que la présence augmentée du DAT a la surface des PBMC circulants a
travers la BBB, influence négativement la neurotransmission de DA dans ces maladies. Un tel

mécanisme ainsi pourrait expliquer partiellement I’hypothése dopaminergique.

Toutefois, cette hypothése peut s’avérer difficile a étre généralisée aux autres maladies
neuroinflammatoires. Effectivement, le DAT semble diminuer a la surface des lymphocytes
dans la schizophrénie, dans la maladie de Parkinson, dans I’atrophie multisystémique et dans la
sclérose latérale amyotrophique (Buttarelli ez al., 2011). Cependant, ces études ont toutes été
réalisées par immunocytochimie ou par dosage de liaison (« receptor binding assay ») du DAT,
c’est-a-dire, par détection des niveaux de la protéine. Ces méthodes différent de la notre faisant

appel a la détection de I’ARNm par PCRq.

En résumé, ces résultats nous laissent croire que 1’on pourrait utiliser le taux de détection de
I’ARNm par PCRq du DAT des PBMC comme biomarqueur de la MDD et de la FM/MDD, et
dans un intervalle de confiance moins grand, dans la FM. Néanmoins, nous émettons une réserve

sur la validité d’un tel outil qualitatif.
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Tableau II. Comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature au sujet du DAT et du SERT en
FM, en MDD et en comorbidité FM/MDD soit au SNC ou en périphérie

FM J DAT

T SERT (rats)

MDD J DAT

T DAT

T SERT

J SERT

FM/MDD = DAT

SERT

SNC

Protéine

Protéine

Protéine

Protéine

Protéine

Protéine

Stahl (2008)

Murai et al. (2015)

Sarchiapone et
(2006)

Camardese et

(2014)
Meyer et al. (2007)
Smith et al. (2021)

Yeh et al. (2015)

s/o

s/o

al.

al.
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Périphérie

T DAT

4 SERT
> SERT

T DAT

T SERT

4 SERT

T DAT

< SERT

ARNm

Protéine

ARNm

ARNm

ARNm

ARNm

Protéine

Protéine

Protéine

ARNm

Protéine

Protéine

ARNm

ARNm

ARNm

Villanueva et al. (2023)

Bazzichi et al. (2006)
Villanueva et al. (2023)

Villanueva et al. (2023)

Tsao et al. (2006)

Iga et al. (2016)
Fazzino et al. (2009)
Fazzino et al. (2008)
Pena et al. (2005)

Lima et al. (2005)

Lima & Urbina (2002)
Urbina et al. (1999)
Villanueva et al. (2023)

Villanueva et al. (2023)

Villanueva et al. (2023)



Effet du traitement pharmacologique sur [’expression de ’ARNm du SERT

dans les PBMC chez les patients MDD, FM et FM/MDD

En premier lieu, en nous basant sur la littérature disponible sur la pharmacologie de la quétiapine
sur le SERT, nous savons que ces deux derniers n’interagissent pas directement au niveau
moléculaire contrairement aux ISRS ou d’autres antipsychotiques atypiques (Morrissette et
Stahl, 2014). Nous émettons I’hypothése qu’en FM et en FM/MDD, un traitement de quétiapine
pourrait augmenter I’expression du SERT par des effets plutot indirects. De maniére similaire,
en MDD, nous supposons qu’un traitement antidépresseur (principalement ISRS ou IRSN)
augmenterait 1’expression du SERT. De fait, en rétablissant a long terme les niveaux de
neurotransmission cérébrale de 5-HT, le SERT devrait par mécanisme de rétrocontrdle

augmenter son expression.

Chez les patients FM (12 semaines), MDD (8 semaines) et FM/MDD (8 semaines), nos résultats
n’arrivent pas a démontrer une différence significative au niveau de 1I’expression de I’ARNm du
SERT avant et apres la prise des traitements mentionnés (voir Figure 2). En fait, nous sommes
le premier groupe a s’étre intéressé a 1’interaction entre la quétiapine et le SERT périphérique.
Ainsi, nous pouvons comparer des observations similaires avec une étude sur les rats au niveau
du SERT cérébral. En effet, la prise de quétiapine sur des rats pendant quatre semaines, n’a pas
montré de différence significative de I’expression du SERT dans le noyau caudé ni dans le noyau
accumbens (Tarazi et al., 2000). La prise durant 9 semaines d’escitalopram (un ISRS) semble
augmenter la présence du SERT dans le noyau du raphé chez les patients présentant un trouble
d’anxiété sociale associé a des ¢léments dépressifs (Hjorth et al., 2022). En périphérie, plusieurs

groupes de recherche ont comparé deux médicaments influencant directement le systeéme
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sérotoninergique : I’effet de la fluoxétine (un ISRS) (Pefia et al., 2005) et de la mirtazapine (un
antidépresseur tétracyclique) (Urbina ef al, 1999) sur le SERT périphérique. Ces études
observent que ces deux molécules augmentent 1’expression du SERT au niveau de la membrane
des lymphocytes chez les patients dépressifs. Sans oublier que ces patients avaient au préalable
une baisse du SERT avant I’introduction de la médication (voir Tableau I et II). Ces données
intéressantes semblent suggérer que le SERT pourrait représenter un marqueur potentiel de la
réponse au traitement antidépresseur, du moins pour ces deux médicaments. Toutefois des
résultats discordants (Iga et al., 2005) indiquent le contraire, c’est-a-dire, que les leucocytes de
ces patients dépressifs contiendraient un ARNm du SERT augmenté avant le traitement et que
la fluoxétine diminuerait son expression apres 8 semaines de traitement. Par ailleurs, nous
croyons que cette discordance peut étre attribuée aux conditions expérimentales du fait qu’on
utilise le sang total plutot que les PBMC. En conséquence, il semble que 1’effet indirect de la
quétiapine sur la neurotransmission de la 5-HT n’est pas suffisant pour observer des

répercussions significatives sur le SERT contrairement a une médication plus ciblée.

Tel que mentionné auparavant, nous avons eu de la difficulté a détecter ’ARNm du DAT dans
nos échantillons (patients et VS). De plus, la PCRq n’a pas été validée ni étudiée comme
méthode de détection de ’ARNm du DAT en MDD. Toutefois, en schizophrénie, on aurait
réussi a observer une augmentation significative de I’ARNm du DAT dans les leucocytes totaux
par rapport aux VS. Ceci est une différence majeure, sachant que les multiples sous-populations

de cellules immunitaires n’expriment pas uniformément le DAT (Liu ef al., 2013).

Par ailleurs, nous avons quand méme fait I’exercice d’isoler statistiquement les patients pour

qui le DAT ¢était détecté. Comme pour le SERT, en comparant I’expression de ’ARNm du DAT
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avant et apres les traitements pharmacologiques, nous n’avons pas observé de changement chez
les patients FM (n=14), MDD (n=33) et FM/MDD (n=45) pendant 12, 27 et 8 semaines
respectivement (résultats non présentés). A défaut d’avoir de ’information sur 1’impact des
antidépresseurs utilisés dans notre étude sur I’expression du DAT en périphérie, citons quelques
travaux antérieurs examinant le SNC. A titre d’example, la quétiapine semble avoir un effet
bénéfique sur le systtme du DAT chez des souris DAT/KO en stabilisant une transmission
dopaminergique trés débalancée chez ces souris (Powell et al., 2008). 1l a aussi été noté que la
prise d’antipsychotiques typiques augmentait les niveaux du DAT dans le noyau caudé et dans
le noyau accumbens de patients schizophrénes post-mortem (Haberland et Hetey,1987).
Toutefois, des résultats discordants montraient que I’expression du DAT ne variait pas dans le
striatum post-mortem de patients schizophrénes (Pearce et al., 1990). D’autre part, des études
réalisées sur des rats sains avec et sans prise de quétiapine pendant quatre semaines, n’ont pas
montré de différence significative de I’expression du DAT dans le noyau caudé ou le noyau
accumbens (Tarazi et al., 2000). Au niveau d’une autre classe pharmacologique, les ISRS, la
prise d’escitalopram sur une période de 9 semaines accroit le volume de détection du DAT dans
I’amygdale, 1I’hippocampe, le putamen et le nucleus accumbens chez les patients atteints d’un
trouble d’anxiété sociale présentant des ¢léments dépressifs (Hjorth et al., 2022). En outre, en
MDD, la prise de ISRS (fluoxétine, paroxétine) ou IRSN (valenfaxine) sur 24 semaines ne
change pas D’expression du DAT chez I’humain (Wu et al., 2013). En bref, vu la nature
exploratrice de nos résultats en périphérie sur le DAT, il nous semble invraisemblable qu’une
hausse du taux de détection de I’ARNm du DAT dans les PBMC dans ces trois pathologies (FM,
MDD et FM/MDD), ne nous permet pas de tirer des conclusions sur leur signification

physiopathologique.
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Réponse clinique du traitement pharmacologique

Malgré qu’on ne détecte pas de changements dans 1’expression de I’ARNm du SERT, dans les
conditions de notre étude, a la suite du traitement pharmacologique, on observe toutefois une
amélioration clinique importante chez les patients en FM apres 12 semaines (Potvin et al., 2012),
en MDD aprées 8 semaines (résultats non publiés) et en FM/MDD aprés 8 semaines (Mclntyre

etal.,2014).

Effectivement, pour la FM et la FM/MDD ou la quétiapine a été utilisée, les scores de FIQ-TOT
mesurant les symptomes de FM et de HAM-D mesurant les symptomes dépressifs sont tous
significativement diminués (voir « supplementary table 1 » et « supplementary figure 1 »). Le
score « clinical global impression » (CGI) évaluant la sévérité de la maladie et la réponse au
traitement est aussi diminué de manicre significative en FM et en FM/MDD (résultats non
présentés). Cependant, le score de HAM-A qui mesure 1’anxiété, démontre une tendance a la
baisse apres le traitement a la quétiapine, mais celle-ci n’est pas significative en FM ni en
FM/MDD. Finalement, le score « Fibromyalgie Impact Questionnaire Pain » (FIQ-PAIN)
n’affiche pas d’amélioration apres le traitement dans ces deux groupes (résultats non présentés).
De plus, pour ce qui est de la MDD, ou des ISRS ou IRSN sont utilisés, les scores HAM-A et
HAM-D sont statistiquement abaissés apres le traitement (voir « supplementary table 1 » et

« supplementary figure 2 »).

Ceci suggere que le SERT serait un biomarqueur de trait plutot que d’état de la MDD. En
d’autres mots, I’expression diminuée de I’ARNm du SERT en MDD représente une
manifestation biochimique permanente ou a long terme (trait ou prédisposition) de la maladie

plutdt qu’un effet transitoire (€tat clinique). Ainsi, en nous basant sur la littérature, nous croyons
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que le SERT périphérique détient un potentiel de marqueur de réponse au traitement

antidépresseur excluant la quétiapine.

Forces et limites

Nous voudrions également discuter de certaines forces et limites de notre étude. Premiérement,
une des grandes forces de 1’étude concerne la puissance statistique conférée par le grand nombre
de participants (n=225) tout groupe confondu (FM, MDD, FM/MDD). De plus, les patients de
ces études sont suivis de maniere longitudinale sur plusieurs semaines avant et aprés le début
du traitement. Les études FM et FM/MDD sont de type randomisé en double aveugle, controlées
par placebo, tandis que 1’étude MDD est longitudinale. Une autre force se situe dans 1’utilisation
de la PCRq, une technique facile d’acces, peu couteuse, et rapide pour analyser un grand nombre

d’échantillons.

Deuxiémement, dans nos limites, nous observons des différences notables de sexe et d’age entre
les patients et les VS. De fait, les patients sont plus agés que les VS recrutés. De plus, le sexe
féminin est surreprésenté parmi nos patients (sauf pour MDD) tandis que le sexe des VS est
hétérogéne. A cet égard, la littérature laisse sous-entendre que ces deux variables
démographiques influencent 1’activité sérotoninergique (Banerjee et Poddar, 2013; Madsen et
al., 2011). Par conséquent, si on suppose que la 5-HT circulante baisse avec 1’age, les
changements d’expression de ’ARNm du SERT chez les patients en MDD par rapport aux VS
pourraient alors s’expliquer. Heureusement, nous avons réalis¢ des analyses de sous-groupe afin
de corriger les variables du sexe et de I’age. Ces analyses ont réaffirmé que la baisse du SERT

demeure significative en MDD.
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Troisiémement, 1’hétérogénéité des traitements utilisés dans les trois groupes de patients
représente une autre limite de 1’étude. Effectivement, les patients FM et FM/MDD ont tous été
traités par de la quétiapine, alors que le groupe MDD ¢était traité par différents antidépresseurs,
principalement des ISRS ou des IRSN. De plus, sachant que la quétiapine n’a pas d’affinité pour
le SERT, ceci aurait pu expliquer I’absence de changement d’expression dans les groupes FM

et FM/MDD. Toutefois, la littérature a ce sujet demeure absente.

Quatriemement, la durée des études n’est pas homogene (12 semaines en FM, 8 semaines en
MDD et 8 semaines en FM/MDD). Cette différence de temps de suivi pourrait représenter une
limitation supposant qu’une plus longue période aurait pu favoriser des changements dans
I’expression de I’ARNm du SERT. En fait, il semble qu’en MDD apres seulement 20 semaines,
les ISRS augmentent le taux de cellules NK et lymphocytes B exprimant le SERT (Hernandez
et al., 2010). Ainsi, suivant cette logique, nous n’aurions pas observé de changement de
I’expression de I’ARNm du SERT pour 1’étude MDD avec une durée de suivi d’'uniquement 8

semaines.

Finalement, la difficulté a détecter le DAT en PCRq peut représenter un facteur limitant pour
interpréter les valeurs obtenues. Par conséquent, nous avons pensé nécessaire de valider la
présence du DAT dans nos conditions par d’autres méthodes de laboratoire. Ainsi, en procédant
a des « southern blot » (voir Annexe 1) de controle et des « western blot » (voir Annexe 2), nous
avons attesté la présence de I’ARNm et de la protéine du DAT respectivement. En revanche, la
présence de plaquettes dans nos échantillons aurait pu influencer les valeurs détectées d’ARNm.
Heureusement, méme si les plaquettes expriment le DAT (annexe 2), dans nos conditions, son

ARNm est indétectable dans les plaquettes.
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Conclusion

Cette ¢tude fait ressortir 1’intérét du diagnostic de certains désordres psychiques se basant sur la
biologie des patients. Sachant qu’il existe un lien étroit entre le SNC et ’immunité, I’étude des
PBMC représentait la piste choisie dans cette étude tout en focalisant nos travaux sur la MDD,
la FM et la FM/MDD. D’une part, la baisse de I’expression de I’ARNm du SERT dans la MDD
apparait comme un biomarqueur potentiel. En outre, nos résultats du SERT pour la MDD vont
dans la méme direction que la majorité des études précédentes en MDD pour le SERT en
périphérie. Toutefois, pour le DAT, la difficulté¢ a détecter son ARNm dans nos participants
nous empéche de tirer des conclusions quant a son utilit¢ comme biomarqueur. D’autre part, le
traitement de la FM/MDD et de la FM avec la quétiapine (et de la MDD par des ISRS ou IRSN)
ne semble pas avoir d’effets sur I’expression de I’ARNm ni du DAT, ni du SERT dans les
PBMC. Nous concluons donc que la baisse de 1’expression de I’ARNm du SERT en MDD
représente un marqueur de trait dans le temps et indépendant des traitements pharmacologiques,
plutdt que d’état de la maladie. En perspective, il sera utile d’apparier davantage les groupes de
patients et de sujets controles pour minimiser les différences reliées au sexe et a 1’age. Nous
pourrions aussi considérer d’augmenter le temps de suivi clinique des patients afin de mesurer
si le traitement pharmacologique modifie 1’expression de ces transporteurs a plus long terme.
Enfin, des études ultérieures pourront évaluer la possibilité de combiner la réduction de
I’expression du SERT a la hausse de la fréquence de détection du DAT si celle-ci se confirme,

pour mettre au point une signature biologique de la MDD.
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Annexes
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Annexe 1. Exemple d’un gel d’agarose (southern blot) effectué dans le but de démontrer la présence
des produits d’amplification de I’ARNm du DAT. Le transcrit du DAT est amplifié par PCRq pour des
¢échantillons provenant des PBMC et des plaquettes de deux VS comme indiqué et les produits de la
PCRq sont chargés dans un gel d’agarose de concentration 2%.
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Rein rat PBMC PL PL

Qté de protéines 50 ug 80 g 15 pg 80 ug

B-actine ..__—~ “«— 45kDa

Annexe 2. Démonstration de la présence du DAT au niveau des plaquettes. La protéine DAT provenant
de lysats cellulaires de PBMC et de plaquettes (PL) est analysée par Western Blot. Les protéines extraites
de rein de rat ont servi de controle positif pour I’expression du DAT.
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