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Introduction

L’histoire de la classification des récepteurs de la sérotonine
(5-Hydroxy-Tryptamine ou 5-HT) commence, chacun le sait, avec le
célebre papier de Gaddum et Picarelli, en 1957 (Gaddum and Picarelli,
1957). Travaillant sur 1’iléon de cochon d’inde, ils postulérent I’existence de
deux récepteurs de la sérotonine. L’un est sensible au LSD (Lysergic Acid
Diethylamide) et aux dérivés de 1’ergot, 1’autre pas. Le premier, inhibé par
la dibenzyline et le LSD (probablement agissant comme agoniste partiel) et
localisé sur le muscle lisse, est appelé récepteur D (pour dibenziline). Le
deuxiéme, localis¢ pré-synaptiquement, sensible a la morphine et a
I’atropine, est appelé récepteur M (pour morphine). Cependant, ce n’est
qu’environ 30 ans plus tard que G. Fillion et S. Snyder, commencerent
clairement a identifier la diversité des sites de liaison de la sérotonine dans
le cerveau, ceci grace a la possibilit¢ d’obtenir des hormones et des
neurotransmetteurs radioactifs (Fillion et al., 1976; Peroutka and Snyder,
1979).

L’étape suivante fit d’assigner une fonction aux sites de liaisons identifiés.
Grace aux travaux de P. Greengard sur les récepteurs de la dopamine,
montrant un couplage positif de récepteurs dopaminergiques présents dans
le striatum (récepteurs D1) a ’adénylate cyclase (Kebabian and Greengard,
1971), nous montrions, dés les années 1978, en collaboration avec M.
Hamon, qu’il existait un récepteur de la sérotonine couplé positivement a
I’adénylate cyclase. Ce récepteur était présent dans plusieurs régions du
cerveau, en particulier dans les colliculi, et cela, chez plusieurs especes
(Enjalbert et al., 1978). Les outils pharmacologiques (agonistes et
antagonistes) étaient peu nombreux et peu spécifiques a cette époque. Ce
n’est que 10 ans plus tard, que la caractérisation de ces récepteurs couplés
positivement a I’adénylate cyclase et exprimés dans les neurones de colliculi
en culture a, a nouveau, suscité un intérét (Dumuis et al., 1988). Avec Aline
Dumuis, nous montrions que ces récepteurs ne correspondaient & aucun des
récepteurs de la sérotonine déja caractérisés (récepteurs 5-HTi23). En
particulier, aucun des antagonistes connus de ces récepteurs ne bloquait la
stimulation de 1’adénylate cyclase par la sérotonine, a I’exception du

tropisetron, un antagoniste 5-HT3 mais a des doses incompatibles avec



I’implication d’un récepteur 5-HT3;. Nous avons donc propos¢ de les
nommer récepteurs 5-HT4, essuyant les foudres du comité de nomenclature
de la sérotonine. Depuis sa découverte, la pharmacologie, la biologie
moléculaire et les études fonctionnelles ont permis une caractérisation tres
précise des récepteurs 5-HTs. Plusieurs médicaments ciblant ces récepteurs
ont ét¢ mis sur le marché et plusieurs autres sont en phase de
développement pour des pathologies du systéme gastro-intestinal et du

systéme nerveux central.

1. Pharmacologie
1.1. Les agonistes (Figure 1)

Trés rapidement nous avons montré que les benzamides substitués en 2-
methoxy-4-amino-5-chloro tels la métoclopramide, le renzapride, le
cisapride ou le zacopride étaient de puissants agonistes (pour des revues
voir (Bockaert et al., 2004a; Bockaert et al., 2008; Bockaert et al., 1997,
Langlois and Fischmeister, 2003). Ceci fut une étape importante dans leur
caractérisation pharmacologique car elle établissait un lien entre le récepteur
5-HT4 que nous venions de découvrir dans les neurones et un récepteur non
encore caractéris€ de 1’iléon de cochon d’inde, lui aussi insensible aux
antagonistes 5-HT123, stimulé par les benzamides et bloqué par de fortes
doses de tropisetron. Cette étape fut "nice but naughty" car nous avions
imposé le nom de récepteur 5-HT4 sans "l’autorisation" du Club de la
Sérotonine (Clarke et al., 1989). A partir de 1990, la plupart des compagnies
pharmaceutiques développaient des ligands spécifiques de ce récepteur
(Figures 1 et 2).

La premicre classe d’agonistes regroupe les dérivés indoles comme la
tryptamine (y compris la 5-HT) et les dérivés indoles carbazimidamines. Le
tegaserod ou Zelmac®, prescrit pour traiter le syndrome du colon irritable
avec constipation chez la femme, appartient a cette classe. Ce composé vient
d’étre récemment retiré du marché a cause d’effets secondaires cardio-
vasculaires (allongement du Qt) non reliés a une action impliquant les
récepteurs 5-HTy.

La seconde classe comprend les dérivés benzamides dont le chef de file est

la métoclopramide ou Primperan®, présent sur le marché des médicaments



en tant qu’anti-€émétique (action via les récepteurs dopaminergiques D- et
via les récepteurs 5-HT3 a forte dose) et stimulant du transit gastro-intestinal
(action via les récepteurs 5-HT4). La troisieme classe ou benzodioxanes ne
contient qu’un seul produit, le SL65.0155, particulierement actif comme
pro-mnésique chez plusieurs especes (voir figure 5). Ce composé a atteint la
phase IIb pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer (Moser et al., 2002).
La quatrieme classe comprend les aryl-ketones dont le RS 67333 contenant
un large groupement alkyl. Ces composés présentent une grande
biodisponibilité, ils passent trés facilement la barriere hémato-encéphalique.
Dans la cinquiéme classe se trouve une pyridine carboxamide (VRX-
03011), une autre substance pro-mnésique actuellement en phase II pour le
traitement de la maladie d’ Alzheimer (Mohler et al., 2007). Dans la sixiéme
classe se trouvent des dérivés benzimidazolones dont le BIMUI et le
BIMUS reconnus depuis de nombreuses années comme agonistes 5-HTa.
Enfin, les deux dernicres classes comprennent les dérivés naphtalimides (RS
56532 et RS 66332) et tres récemment, les dérivés quinolines (TD
5108)(Beattie et al., 2008).

1.2. Les antagonistes (Figure 2) (Pour revues voir (Bockaert et al.,
2004a; Bockaert et al., 2008; Bockaert et al., 1997; Langlois and
Fischmeister, 2003)

Dans la classe des indoles, on trouve le GR 113808 qui fut le premier
antagoniste spécifique des récepteurs 5-HT4 avec peu d’affinité pour les
récepteurs 5-HT3. Cet antagoniste tritié fut le premier radioligand qui a
enfin permis de définir avec précision, les caractéristiques
pharmacologiques mais aussi la localisation des récepteurs 5-HTa,
notamment dans le cerveau. Les autres antagonistes sont des dérivés
benzoates (comme le SDZ 205557), des dérivés benzoates dioxanes tel le
SB 204070 qui par substitution du chlore par un iode radioactif a donné le
['1]SB 207710, un autre excellent radioligand. Les autres classes
d’antagonistes sont constituées par les benzimidazolones, les
imidazolpyridines et les aryl-kétones. Finalement, en collaboration avec la
compagnie Roche nous avons décrit d’excellents agonistes inverses

appartenant a la famille des dérivés benzoates dioxanes (RO 116-0086, RO



116-1148 et le RO 116- 2617) (Figure 3). Le SB 207266 qui est un dérivé
indole carboxylate est aussi un agoniste inverse. Rappelons qu’un agoniste
inverse est capable d’inhiber I’activité constitutive ou activité¢ basale du

récepteur en absence de tout agoniste ((Joubert et al., 2002), Figure 3).

2. Distribution tissulaire et cellulaire (Pour revues voir (Bockaert and
Dumuis, 1998; Bockaert et al., 1997)

Dans le systéme nerveux central, les récepteurs 5-HT4 sont essentiellement
localisés sur les neurones. Les plus fortes densités sont trouvées au niveau
du bulbe olfactif, des il6ts de Calleja, des ganglions de la base et du noyau
accumbens, de I’hippocampe et de la substance noire (Bockaert and
Dumuis, 1998; Waeber et al., 1993; Waeber et al., 1994). Dans le cortex,
I’hippocampe et I’amygdale, les récepteurs 5-HT4 sont localisés sur des
neurones cholinergiques ou ils stimulent la libération d’acétylcholine mais
aussi sur les neurones glutamatergiques (King et al., 2008). Dans le striatum
et le noyau accumbens, on les trouve sur les neurones GABA intrinséques
(Spiny neurons) mais aussi sur les neurones glutamatergiques (King et al.,
2008). Ils sont aussi localisés sur les neurones respiratoires du complexe
Pre-Boetzinger (Manzke et al., 2003). Dans le cceur, ils ne sont exprimés
que dans les myocytes des oreillettes chez le porc et I’homme (Kaumann
and Levy, 2006; Manzke et al., 2003; Ouadid et al., 1992; Richter et al.,
2003). Par contre lors d’une insuffisance cardiaque, ils sont aussi exprimés
dans les ventricules chez ’homme ou méme le rat (Brattelid et al., 2004;
Qvigstad et al., 2005). Chez les rongeurs, ces récepteurs sont exprimés dans
les muscles lisses de 1’cesophage. Dans beaucoup d’especes, ils sont
présents sur les neurones afférents intrinséques (IPANs : Intrinsic Primary
Afferent Neurons) et sur les neurones moteurs et les entérocytes du tractus
gastro-intestinal. Dans la vessie, ils sont présents sur les neurones
cholinergiques/purinergiques innervant les muscles lisses (detrusor)
(Candura et al., 1996). Enfin ils sont présents dans la zone glomérulée et
fasciculée des corticosurrénales (Lefebvre et al., 1998; Lefébvre et al.,

1992).



3. Structure du géne et variants d’épissage (Pour revue voir (Bockaert et
al., 2006; Bockaert et al., 1997))

Le géne des récepteurs 5-HT4 est certainement le plus long des génes codant
un récepteur couplé aux protéines G (RCPG). Il est composé de plus de 700
kb et contient au moins 38 exons. Sa région 5’ non codante est trés longue
(> 500 kb) et complexe. La séquence codante humaine comprend 14 exons
identifiés a ce jour. De nombreux variants d’épissage sont générés,
conduisant a des protéines dont la région C-terminale varie apres la position
L358. Chez ’homme, 7 variants de ce type ont été séquencés (a, b, ¢, d, g, 1,
n), 3 chez le rat (a, b, e) et 4 chez la souris (a, b, e, f). 9 nouveaux variants
d’épissage ont été récemment décrits chez le porc (De Maeyer et al., 2008a).
Enfin, chez ’homme et le porc, un variant d’épissage (h) avec une insertion
de 14 amino-acides au niveau de la boucle externe e2 a été séquencé. Ce
variant est associé¢ seulement au variant d’épissage b.

Bien que les variants d’épissage aient une activité intrinséque tres différente
avec des différences de signalisation observées lorsqu’ils sont exprimés
dans des cellules hétérologues, la signification physiologique de 1’existence

d’une telle quantité de variants d’épissage reste a ce jour inexpliquée.

4. Signalisation G protéine-dépendante et indépendante (Figure 4)
Depuis sa découverte, il est bien établi que les récepteurs 5-HTs sont
couplés a 1’adénylate cyclase via une protéine G de type Gs dans les
neurones, les myocytes, les cellules corticales des glandes surrénales et les
cellules de la muqueuse intestinale. Par contre lorsqu’ils sont exprimés dans
des cellules hétérologues, d’autres couplages sont observés, par exemple un
couplage a Gq et Gi13 (Bockaert et al., 2006; Chang et al., 2007; Ponimaskin
et al., 2002). Cependant, ces couplages restent a démontrer dans les cellules
natives. Suivant I’activation de la protéine kinase A (PKA) dépendante de
I’AMPc (Adénosine 3°, 5’-monophosphate cyclique) formée apres
activation du récepteur 5-HT4, une série de canaux sont modulés (Bockaert
et al., 2006) :

- 1° une inhibition de longue durée, des courants K*(courants potassiques)
responsables de I’excitabilité neuronale et diminution de I’accommodation

de la fréquence des potentiels d’action



- 2° une inhibition de courants K activés par le Ca?>'(Isaup, slow
AfterHyperPolarization currents)

- 3° une modulation positive ou négative des courants GABAa (y-
Aminobutiric Amino acid)

Dans les myocytes cardiaques, les récepteurs 5-HT4 activent des courants de
type L via la PKA. L’AMPc, produit apres stimulation des récepteurs
5-HTj4, active directement des courants activés par 1’hyperpolarisation, les
courants In. Ces récepteurs activent aussi le facteur d’échange Epac
(Exchange Protein Activated by cAMP) qui est un facteur d’échange des
petites protéines —GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor)— de type Rap,
Rac (Lezoualc'h and Robert, 2003). Epac active une a-sécrétase libérant un
peptide soluble de la protéine APP (Amyloid Protein Precursor) via
I’activation de la voie Epac/Rapl/Ras. L’activation d’une a-sécrétase
pourrait permettre une réduction de I’accumulation du peptide amyloide
toxique (AB) comme cela a été récemment observé (Cho and Hu, 2007).
Nous avons démontré récemment dans les cellules hétérologues mais aussi
dans les neurones de colliculi, que les récepteurs 5-HTs s’associent
directement a la protéine tyrosine kinase Src. L’activation des récepteurs
5-HT4 stimule Src sans l’intervention de protéines G (voie protéine G-
indépendante) (Barthet et al., 2007). L’activation de Src induit la
stimulation de la voie ERK (Extracellular Regulated Kinase) et ceci sans
implication de la B-arrestine. On sait que certains RCPG activent la voie
ERK via la B-arrestine sans intervention de protéines G (Lefkowitz and
Shenoy, 2005). Le complexe récepteur 5-HT4/Src est internalisé et persiste
apres endocytose. La stimulation de la voie ERK pourrait étre importante
pour la stimulation de la LTP (Potentialisation a Long Terme), un modele
de "mémoire cellulaire", induit par les récepteurs 5-HTs (Huang and
Kandel, 2007a; Huang and Kandel, 2007b). La stimulation de la voie Src,
indépendante de la voie AMPc/PKA, sous contrdle des récepteurs 5-HT4 a
aussi ét¢ décrite dans des lignées épithéliales intestinales (Caco-2 et T84).
Dans ces cellules, Src active la voie PLC (PhosphoLipase
C)/Ca2*/calmoduline et finalement contrdle 1I’échangeur Na*/H" (Gill et al.,

2005).



5. Désensibilisation

Nous avons décrit la désensibilisation des récepteurs 5-HT4 exprimés dans
les neurones de colliculi mais aussi ceux des muscles lisses de I’cesophage
de rat (Ansanay et al., 1992; Ronde et al., 1995). Dans ces deux tissus, la
désensibilisation est trés similaire. Il s’agit d’une désensibilisation
homologue, découplage du récepteur et de la protéine Gs, apres fixation de
I’agoniste spécifique du récepteur, (phénomeéne non reproduit par les
seconds messagers dont I’AMPc). La désensibilisation homologue est tres
rapide (75% de perte de réponse en quelques minutes) et irréversible, c’est-
a-dire que les récepteur 5-HT4 ne sont pas recyclés a la membrane en ce qui
concerne le couplage & Gs mais vont vers les voies de dégradation. Dans les
cellules hétérologues de type COS-7 ou HEK-293, le récepteur ne se
désensibilise pratiquement pas (Barthet et al., 2005). La raison en est la
faible concentration de GRK2 (G Protein Receptor Kinase 2) dans ces
cellules. La sur-expression de GRK2 permet d’observer une
désensibilisation homologue (découplage) dans ces cellules hétérologues
similaire a celle observée dans les cellules neuronales. Les récepteurs 5-HT4
sont aussi internalisés par endocytose. Le découplage et I’endocytose
nécessitent la présence de GRK2 mais, si I’activité kinase de celle-ci est
requise pour I’endocytose, elle ne I’est pas pour le découplage a la protéine
Gs . La phosphorylation d’une séquence de sérines/thréonines au niveau du
domaine C-terminal commun aux différents variants d’épissage est
nécessaire a I’endocytose, mais pas au découplage (Barthet et al., 2005).
Nous avons récemment montré que ’activation de Src qui est une voie de
signalisation protéine G-indépendante, peut aussi étre désensibilisée, mais
cette fois c’est la kinase GRKS (G Protein Receptor Kinase 5) qui est
impliquée. Il existe donc une spécificit¢ dans la régulation des voies

dépendantes ou indépendantes des protéines G (Manuscrit en préparation).

6. Activation du récepteur 5-HT4
Différentes expériences de mutagenése et de biophysique menées sur le

récepteur purifié a ’homogénéité et renaturé nous ont permis de proposer



les conclusions suivantes concernant la fixation des ligands et I’activation

du récepteur 5-HTj4 :

Comme toutes les amines protonées, la sérotonine se lie sur le
récepteur a un aspartate de I’hélice 3 (D'° ou D3*32). Au contraire,
les ligands synthétiques de type benzamide ou benzamidazolone se
lient au récepteur indépendamment de 1’aspartate. En conséquence le
mutant D332A est un RASSL (Receptor Activated Solely by
Synthetic Ligands) ¢’est-a-dire un récepteur qui ne répond plus a son
ligand endogéne mais reste pleinement activable par des ligands
synthétiques (Claeysen et al., 2003). Ce premier RASSL couplé a Gs
et reproduit a partir de sa séquence humaine a été appelé hRS-s
(Conklin et al., 2008). Sur ce récepteur, les antagonistes deviennent
des agonistes. Ces RASSL ont un potentiel thérapeutique important
car exprimés dans un tissu ou une cellule, ils permettent de contrdler
a volonté I’activation des voies de signalisation auxquelles ils sont
couplés.

L’activité constitutive est due a un double "toggle switch" des
hélices 3 et 6 au niveau de la thréonine 3.36 et du tryptophane 6.48.
Une mutation de I’un de ces acides aminés en alanine supprime
I’activité constitutive et les agonistes inverses deviennent des
antagonistes (Manuscrit sous presse).

L’activation par la sérotonine n’implique pas ces "toggle switch".
Par contre, 1’activation par les benzimidazolones (BIMUI1 et 8)
nécessite le "toggle switch" au niveau du résidu T3-¢ alors que
I’activation par les benzamides (cisapride, zacopride...) nécessite le
"toggle switch" au niveau de l'acide aminé W%, certainement par
stabilisation directe des groupements carbonyles de ces ligands avec
les acides aminés de la poche de liaison du récepteur.

Les agonistes et les agonistes inverses modifient de maniére
symétrique le réarrangement conformationnel de la boucle externe e»
suivant leur interaction avec le récepteur (Baneres et al., 2005).
Enfin, les agonistes partiels stabilisent un état conformationnel
différent de celui stabilis€ par les agonistes ou les antagonistes.

L’état conformationnel induit par un agoniste partiel n’est donc pas

10



un état en équilibre entre deux états extrémes (obtenu d’une part
avec un agoniste total et d’autre part avec un antagoniste) mais un
état spécifique qui dépend de la nature de 1’agoniste partiel (Baneres

et al., 2005).

7. Protéines associées aux récepteurs 5-HT4

Un grand nombre de RCPG interagissent avec d’autres protéines que les
protéines G, nommées GIP (pour GPCR Interacting Proteins) (Bockaert et
al., 2004b). Une des GIP la plus connue est la B-arrestine. Ces protéines
modulent la signalisation des RCPG, leur désensibilisation, leur trafic, leur
adressage cellulaire etc... Nous avons déja décrit I’interaction des
récepteurs 5-HT4 avec la protéine tyrosine kinase Src dans le paragraphe
précédent. Afin de rechercher un role éventuel a la diversité des séquences
en région C-terminale (C-t) des multiples variants d’épissage des récepteurs
5-HT4, nous avons utilis¢ une approche "de péche a la ligne" ou "fishing"
suivie d’une identification par spectrométrie de masse des protéines
spécifiquement retenues par 1’hamegon représenté par la séquence C-t
(Joubert et al., 2004). Deux variants d’épissage (5-HT4. et 5-HT4e) ont une
séquence consensus de type ligand PDZ (pour PSD-95, Dlg, ZO1) a leur
extrémité : SCF pour le récepteur 5-HTsa (interaction possible avec des
protéines contenant des domaines PDZ de type 1) et VSV pour le récepteur
5-HT4 (interaction possible avec des protéines contenant des domaines
PDZ de type II). Dix protéines ont été identifiées se fixant sur le domaine
C-t du récepteur 5-HTs.. Parmi celles-ci, 7 contiennent un ou plusieurs
domaines PDZ dont les deux formes de sortin-nexin 27 (SNX27 a, b) qui
appartiennent a la grande famille des sortin-nexins. SNX27 a, b aussi
connues sous le nom de Mrtla,b (Met-amphétamine related transcript) sont
associées aux endosomes précoces. Mrtla est constitutivement exprimée
alors que Mrtlb est induite sous Mét-amphétamine (Gill et al., 2005; Kajii
et al., 2003). Une autre protéine est associée au ligand PDZ du récepteur
5-HTsa. 1l s’agit de la protéine NHERF (Na'/ H" Exchanger Regulatory
Factor) qui s’associe au domaine FERM ((4.1protein)/Ezrin/radixin/myosin)
de I’ezrine lorsque cette derniere est sous forme activée. Dans des

fibroblastes exprimant a la fois NHERF et les récepteurs 5-HTsa, I’ezrine du
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cytosol se relocalise avec les récepteurs 5-HT4, et NHERF au niveau des

microvillosités (Joubert et al., 2004).

8. Fonctions

8.1. Fonctions cérébrales
Trois fonctions principales sont associées a 1’activité cérébrale des
récepteurs 5-HT4 : la mémoire, la régulation de I’humeur et la régulation de

la prise de nourriture.

8.1.1. Mémoire
L’injection systémique d’agonistes 5-HT4 tels que le RS 67333, RS 17017,
mais aussi de BIMUS, de SL65 65.0155 ou de VRX -03011 augmente la
performance des rongeurs dans plusieurs tests d’acquisition mnésique et/ou
de rétention mnésique : reconnaissance sociale, mémoire olfactive
associative, reconnaissance d’objets, mémoire spatiale (pour une revue voir
(King et al., 2008)). Ils corrigent également les déficits mnésiques dus a
I’injection d’atropine, de scopolamine ou aprés une amnésie induite par
I’hypoxie ou encore apres 1ésion des neurones granulaires de 1’hippocampe
(Marchetti et al., 2008). Les agonistes augmentent aussi la performance des
singes macaques jeunes ou agés dans le test de non-appariement différé
d’échantillons, un test simple qui permet d’évaluer la capacité a reconnaitre
comme "familier" un objet per¢u précédemment.
Les mécanismes cellulaires impliqués peuvent étre les suivants :
- stimulation de la libération d’acétylcholine dans le cortex frontal et
I’hippocampe chez le rat conscient et éveillé¢, mais aussi stimulation de la
LTP dans I’hippocampe et I’amygdale,
- réduction de la dépotentialisation et changement des "patrons" de la LTD
(Dépression a Long Terme) de la transmission synaptique (King et al.,
2008). Ces observations laissent penser que des agonistes 5-HT4 ou des
agonistes partiels voire trés partiels pourraient étre utiles dans la maladie
d’Alzheimer. Ainsi le RS 67333, le SL65.0155, le VRX-03011 ont des
effets  pro-mnésiques  synergiques avec les  inhibiteurs de
I’acétylcholinestérase. Les deux derniers composés ont atteint la phase II

pour le traitement de la maladie d’Alzheimer mais seul le deuxiéme (VRX-
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03011) est toujours en développement (Mohler et al., 2007; Moser et al.,
2002). En collaboration avec les équipes de F. Roman et M. Ammassari-
Teule, nous avons récemment montré une augmentation de la taille et du
nombre des épines dendritiques des neurones CA1 de I’hippocampe chez la
souris entrainées ayant recu une injection de SL65.0155 (Restivo et al.,
2008). Nous démontrons que la taille et le nombre des épines sont corrélés a
I’intensité¢ de la LTP. L’AMPc produit par 1’agoniste 5-HT4 est impliqué
dans la consolidation de la mémoire via I’augmentation de la LTP et la
formation des épines (Figure 5).

En plus des effets pro-mésiques, les agonistes 5S-HT4 stimulent, comme déja
indiqué, la production de APPs (Amyloid Precursor Protein soluble)
réduisant par la-méme la production du peptide amyloidogénique AP (Cho
and Hu, 2007). Le récepteur 5-HT4 reste donc une cible prometteuse pour
tenter de traiter ou retarder la maladie d’Alzheimer (Cachard-Chastel et al.,

2008; Cachard-Chastel et al., 2007; Lezoualc'h and Robert, 2003).

8.1.2. Controle de I’humeur, les agonistes 5-HT4 sont-ils de
futurs antidépresseurs ?
Les inhibiteurs spécifiques de la recapture de la sérotonine (ISRS) sont des
anti-dépresseurs efficaces et ceci via une élévation de la concentration
synaptique de sérotonine et la stimulation des récepteurs post-synaptiques.
Malheureusement dans un premier temps les récepteurs 5-HT 14 localisés sur
les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont activés et par leur
effet inhibiteur, contrecarrent I’augmentation synaptique de 5-HT. Il faut
attendre plusieurs semaines pour que ces récepteurs S5-HTia se
désensibilisent complétement et qu’enfin les récepteurs 5-HT post-
synaptiques soient suractivés, conduisant a des effets bénéfiques sur les
troubles de I’humeur. Des composés qui activeraient rapidement ’activité
des neurones sérotoninergique pourraient étre de bons anti-dépresseurs. De
fait, nous avons montré,en collaboration avec 1’équipe de G. Debonnel que
des agonistes 5-HT4 injectés en intrapéritonéal (IP) exercent une activité
tonique et phasique sur I’activité des neurones 5-HT du raphé dorsal et que
cet effet était indirect via le cortex frontal médian (Lucas et al., 2005).

L’équipe de G. Debonnel a récemment montré, de maniére convaincante,
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que 3 jours de traitement avec le RS 67333 ou le prucalopride étaient
suffisants pour obtenir un effet anti-dépresseur (Lucas et al., 2007). Cet effet
a été confirmé par 1’équipe de P. Greengard (sous presse) qui a de plus
observé que I’interaction avec la protéine p11 été nécessaire pour obtenir cet
effet. On sait que la protéine pll est également impliquée dans les effets

anti-dépresseurs des agonistes 5-HT s (Svenningsson et al., 2006).

8.1.3. Contrdle de la prise alimentaire : (voir chapitre V.

Compan)
La souris dont le geéne codant le récepteur 5-HT4 a été invalidé (KO
5-HTy4-/-) présente une réponse hypophagique atténuée suite a un stress
(Compan et al., 2004). Le récepteur 5-HT4 est trés exprimé dans le noyau
accumbens. Nous avons démontré que la stimulation de ce récepteur, dans
cette structure, réduit la prise alimentaire et stimule la transcription du
peptide anorexique CART (Cocaine and Amphetamine Regulated
Transcript) chez la souris sauvage privée de nourriture mais pas chez la
souris invalidée pour le géne codant le récepteur 5-HT4 (Jean et al., 2007).
Nous avons également montré que ’effet anorexique du MDMA (3,4-N-
methyléne-dioxymethamphétamine (principe actif de 1’ectasy) implique les
récepteurs 5S-HT4. En conclusion, les effets anorexiques des agonistes 5-HT4
et du MDMA sont minimisés si la concentration de CART dans
I’accumbens est réduite apres I’injection d’un siRNA (small interfering

RiboNucleic Acic) (Jean et al., 2007).

8.2. Fonctions périphériques
8.2.1. Role des récepteurs 5-HT4 sur les tractus digestifs

(Pour une revue voir (Sanger, 2008)
De nombreuses études attestent du rdle des récepteurs 5-HT4 sur le tractus
gastro-intestinal : relaxation de 1’cesophage chez les rongeurs, facilitation de
la vidange gastrique, facilitation du péristaltisme, sécrétion des cellules
épithéliales du colon et de I’iléon. Les benzamines furent les premiers
agonistes 5-HT4 utilisés dans les pathologies liées a 1’hypomotilité du
tractus intestinal (constipation, gastroparésie, reflux gastro-oesophagien). La

métoclopramide ou Primpéran®, chef de file de cette classe d’agonistes
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comme nous I’avons déja discuté, présente des effets secondaires dus a une
action sur les récepteurs D> (mouvements anormaux s’il est utilis¢ de
manicre non appropriée). Le cisapride ou Propulsid®, une autre benzamide
fut pendant de nombreuses années prescrit a la place du Primpéran®. La
prise de ce composé a également entrainé des effets indésirables liés a son
action sur les canaux cardiaques hERG (human Ether-a-go-go Related
Gene), effets indésirables rencontrés principalement chez les individus
présentant des maladies cardio-vasculaire. Il fut retiré du marché et ainsi
I’'usage du Primpéran est de nouveau en augmentation. Entre temps le
Tegaserod ou Zelmac®, un compos¢ ayant la méme affinit¢ comme
agoniste 5-HT4 et comme antagoniste 5-HT2g (McCullough et al., 2006), a
ét¢ mis sur le marché aux USA, chez la femme uniquement, pour le
traitement de I’IBS (Irritable Bowel Syndrome) avec constipation, mais pas
en Europe. Il fut récemment retiré du marché a cause d’une augmentation
significative d’ischémie cardio-vasculaire comparée a une population
témoins (16 cas sur 11 600 patientes comparés a 1 cas chez les témoins).
Deux produits sont encore en développement pour constipation chronique,
le prucalopride (De Maeyer et al., 2008b) et le TD-5108 (Beattie et al.,
2008). Ces produits sont plus sélectifs ainsi leurs effets réels sur le récepteur

5-HT4 seront évalués dans le tractus gastro-intestinal (Sanger, 2008).

8.2.2. Fonction dans le cceur
La stimulation des récepteurs 5-HT4 exprimés dans les myocytes de 1’atrium
cardiaque augmente les courants calciques aussi fortement que les
catécholamines. Un effet AMPc/PKA-dépendant est présent uniquement
dans les oreillettes chez I’homme et le porc (Kaumann and Levy, 2006;
Ouadid et al., 1992). Cependant, chez le porc et I’homme, des récepteurs
5-HT4 fonctionnels sont également exprimés dans les ventricules
d’individus souffrant d’insuffisance cardiaque (Brattelid et al., 2004;
Qvigstad et al., 2005). Il a été proposé par A. Kaumann et F.O. Levy que la
5-HT libérée des plaquettes chez les personnes ayant une circulation altérée
(personnes agées par exemple) pourrait induire une fibrillation atriale et
ainsi induire en boucle : thrombose-libération de 5-HT-arrythmie. Les effets

inotropiques des récepteurs 5-HT4 sont plus importants chez les patients
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ayant une insuffisance cardiaque (Kaumann and Levy, 2006). Chez le rat,
ayant une insuffisance cardiaque expérimentale, les antagonistes 5-HT4 sont
bénéfiques. En conclusion, les récepteurs 5-HT4 pourraient étre impliqués

dans la physiopathologie des individus souffrant d’insuffisances cardiaques.

8.3. Autres effets
Les récepteurs 5-HTs sont fortement exprimés dans le complexe Pre-
Boetzinger ou ils sont capables de réduire la détresse respiratoire due aux
dérivés opiacés (probalement en diminuant la baisse d’AMPc induite par ces
composés) (Manzke et al., 2003). Les récepteurs 5-HT4 sont aussi capables
de stimuler la libération d’acétylcholine dans le muscle lisse (detrusor) de la
vessie et de stimuler sa contraction donc d’augmenter I’incontinence
(Candura et al., 1996). Des antagonistes 5-HT4 pourraient étre utiles pour
traiter cette pathologie. Enfin, le rdle physiopathologique des récepteurs
5-HT4 présents dans les corticosurrénales est également bien documenté

grace aux travaux de Lefébvre et collaborateurs (Lefebvre et al., 1998).

Conclusion

20 ans ! Est-ce la maturité pour I’étude d’une cible pharmacologique ? On
peut le penser. Cependant, beaucoup reste a faire pour comprendre les
fonctions de ces récepteurs y compris celles des différents variants
d’épissage, si elles existent. L’étude des voies de signalisation, non encore
explorées, notamment impliquant la signalisation indépendante des
protéines G, nous réserve encore de grandes surprises. Enfin, la physiologie
au niveau du systéme nerveux central reste a explorer plus avant.

L’arrivée sur le marché, de médicaments ciblant les récepteurs 5-HT4 pour
le traitement de troubles du transit a connu de nombreux échecs. Ils sont dus
principalement a des effets secondaires, probablement consécutifs a une trop
faible spécificité. Récemment, un nouveau concept a été introduit
concernant la pharmacologie des RCPGs. Il s’agit du concept de
"signalisation dépendante du ligand". Selon ce concept, différents ligands
activant un méme récepteur peuvent mettre en jeu différentes voies de
signalisation (Urban et al., 2007). Ce concept, en plein essor, donne de

grands espoirs sur le plan thérapeutique. En effet, une drogue
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"sélectionnant" une voie de signalisation pourrait avoir moins d’effets
secondaires qu’un ligand activant toutes les voies de signalisations. En ce
qui concerne les récepteurs 5-HT4 on peut raisonnablement penser trouver
des ligands activant soit la voie Gs/cAMP soit la voie Src/ERK.

Sans étre aussi ambitieux, 1’espoir est d’amener sur le marché des
médicaments ciblant le récepteur 5-HTs pour le traitement de certaines
pathologies du systéme nerveux central (Alzheimer, dépression, troubles

alimentaires) le plus rapidement possible.
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Légende des Figures

Figure 1 : Classification et structure des agonistes des récepteurs 5-HT4

Figure 2 : Classification et structure des antagonistes des récepteurs 5-HT4

Figure 3 : Structure et activité des agonistes inverses des récepteurs 5-HT4
L’activité des agonistes inverses est étudiée suivant leur capacité a inhiber
I’activité constitutive (activité en absence d’agonistes) des récepteurs
5-HT4, exprimés dans les cellules COS-7 (1500 130 fmol/mg). L’activité
constitutive (normalisée a 100% ) de production d’AMPc (Adénosine 3°, 5°-
MonoPhosphate cyclique) est égale a 720 + 50 % de ’activité obtenue en
absence de récepteur. Cette deniére représente un pourcentage de
conversion d’[H]-ATP en 3[H]-AMPc de 0.12+ 0.04%) (Claeysen et al.,
2003).

Figure 4 : Signalisation des récepteurs 5-HT4 : protéine G-dépendante et

indépendante.

Figure 5 : Modifications de la taille et du nombre des épines dendritiques
au niveau des neurones hippocampiques du champ CA; de I’hippocampe
aprés apprentissage du test de discrimination olfactive associé ou non a
I’injection de ’agoniste 5-HT4 : le SL65.0155 (0.01mg/kg).

Les souris sont séparées en 4 groupes :

Un groupe entrainé + SL.65.0155. Un groupe de souris ayant re¢u une

injection de SL65.0155 est entrainé pendant une certain temps a reconnaitre
deux odeurs, une positive (qui donne lieu a une récompense d’eau apres
privation) et une odeur "négative" qui donne lieu a un flash lumineux mais
sans délivrance d’eau

Un groupe entrainé + solution saline. Méme entrainement que ci-dessus

seule I’injection de SL65.0155 est remplacée par une injection saline.

Un groupe pseudo-entrainé. Dans le cas des animaux "pseudo-entrainés", la

récompense arrive de facon aléatoire et n’est pas associée a une odeur

particuliere.
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Un groupe contrdle. Les souris restent dans leur cage.

La densit¢ et le nombre des épines augmentent significativement avec
I’entrainement, cette augmentation est potentialisée lorsque I’entralnement
est associé a I’injection de SL65.0155 (pour plus de détails voir (Restivo et

al., 2008).
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Classification et structure des agonistes des récepteurs 5-HT,
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Indole Carboxylates Aryl Cétones
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Classification et structure des antagonistes des récepteurs 5-HT,
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Structure et activité des agonistes inverses

des récepteurs 5-HT,
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Signalisation des récepteurs 5-HT,:

protéine G-dépendante et indépendante
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Entrainés Entrainés Pseudo- Contréle
+ SL65.0155 + saline entrainés

D'apres Restivo et al. (2008) Neuropsychopharmacology

Figure 5
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