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Résumé 
 

De nombreuses maladies psychiatriques, notamment la dépression ou la 

schizophrénie, sont associées à un dysfonctionnement de la signalisation sérotoninergique. Il 

a été précédemment montré que le récepteur 5-HT2B est exprimé par certains neurones 

sérotoninergiques et est nécessaire aux effets comportementaux et neurogéniques des 

inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine et à la MDMA (3,4-méthylènedioxy-N-

méthylamphétamine). De plus, l'activation des récepteurs 5-HT2B contrecarre les effets de 

l'activation des récepteurs 5-HT1A. L'objectif de la première étude est de comprendre 

comment le récepteur 5-HT2B interagit avec le récepteur 5-HT1A et l'impact de cette 

association sur leurs voies de signalisation respectives. Avec différents outils expérimentaux, 

nous avons démontré que les récepteurs 5-HT1A et 5-HT2B peuvent former des 

hétérodimères. De plus, l'expression du récepteur 5-HT2B empêche l'internalisation du 

récepteur 5-HT1A par sa propre stimulation, tandis que la présence du récepteur 5-HT1A 

imite l'effet de la stimulation sur l'expression à la surface du récepteur 5-HT2B. Ces données 

soutiennent un cross-talk différentiel entre les récepteurs 5-HT1A et 5-HT2B. Dans une 

deuxième étude, nous avons découvert que CIPP, une protéine d'échafaudage, interagit avec 

le récepteur 5-HT2B via son domaine PDZ et augmente la libération de calcium dendritique 

dépendante de la stimulation du récepteur 5-HT2B. CIPP favorise également l'augmentation 

de la densité et la maturation des épines dendritiques et réduit la colocalisation des récepteurs 

NMDA avec les récepteurs 5-HT2B. Par conséquent, ces données soutiennent le rôle du 

récepteur 5-HT2B dans la plasticité neuronale. 

Abstract 
 

Many psychiatric diseases including depression or schizophrenia have been associated 

with serotonin signaling dysfunction. It was previously shown that the 5-HT2B receptor is 

expressed by some serotonergic neurons and is required for selective serotonin reuptake 

inhibitors and MDMA (3,4-méthylènedioxy-N-méthylamphétamine) behavioral and 

neurogenic effects. Moreover, activation of the 5-HT2B receptor counteracts the effects of 5-

HT1A receptor activation. The aim of the first study was to understand how the 5-HT2B 

receptor interacts with the 5-HT1A receptor and the impact on their respective signaling 

pathways. With different experimental tools, we demonstrated that 5-HT1A and 5-HT2B 

receptors can form heterodimers. Furthermore, the 5-HT2B receptor expression prevents the 

5-HT1A receptor internalization by its own stimulation, whereas the presence of 5-HT1A 

receptors mimics the effect of stimulation on the 5-HT2B receptor surface expression. These 

data support a differential cross-talk between 5-HT1A and 5-HT2B receptors. In a second 

study, we discovered that CIPP, a scaffold protein, interacts with the 5-HT2B receptor via its 

PDZ domain and increases dendritic calcium release dependent on 5-HT2B receptor 

stimulation. CIPP also promotes spine density increase and maturation and reduces the 

clustering of NMDA receptors with 5-HT2B receptors. Therefore, these data support the role 

of the 5-HT2B receptor in neuronal plasticity. 
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Avant-propos 

 

De la locomotion à la régulation des émotions, le système sérotoninergique (5-HT) est 

impliqué dans de nombreuses fonctions physiologiques. Son dysfonctionnement est donc 

souvent associé à des pathologies psychiatriques telles que la dépression, l’anxiété ou encore 

la schizophrénie. Les neurones 5-HT communiquent via un ensemble de récepteurs couplés à 

une protéine G, répartis en 14 sous-types. Des études du laboratoire ont montré qu’un 

récepteur en particulier, le récepteur 5-HT2B (R-5-HT2B), est nécessaire aux réponses 

comportementales et neurogéniques aux inhibiteurs sélectifs de la recapture de la 5-HT. Son 

ablation génétique spécifiquement dans les neurones 5-HT a permis de mettre en évidence sa 

participation à l’excitabilité de ces neurones. Par surexpression virale dans les neurones 5-

HT, sa stimulation module positivement leur activité électrique, à l’opposé des autorécepteurs 

négatifs 5-HT1A. 

 

Bien que plusieurs voies de signalisation aient été décrites dans diverses lignées 

cellulaires, les mécanismes de régulation et de transduction du signal du R-5-HT2B dans les 

neurones ne sont pas encore totalement connus. L’un des obstacles principaux à l'étude de ce 

récepteur in vivo est l’absence d’anticorps sélectifs et la nécessité d’utiliser des systèmes de 

surexpression. Dans des lignées de cellules COS et des cultures primaires de neurones 

hippocampiques, j’ai donc étudié l’interaction du R-5-HT2B avec une protéine de pontage 

CIPP (Article 1). Dans un second temps, j’ai démontré l’interaction entre les R-5-HT2B et R-

5-HT1A dans ces mêmes modèles cellulaires (Article 2). Pour ces deux études, les 

interactions avec le R-5-HT2B module sa distribution, sa signalisation ainsi que son 

expression de manière différentielle. J’ai également participé à l’étude de la contribution de 

l’autorécepteur 5-HT2B dans un modèle murin de dépression induite par un stress social 

chronique (Annexe 1).  

 

Dans ce manuscrit, un état de l’art du système 5-HT sera tout d’abord dressé et les 

principaux acteurs et modes de régulation y seront décrits. Ce travail de thèse s’articulant 

autour de la compréhension des mécanismes d’interaction du R-5-HT2B, notamment avec le 

R-5-HT1A, deux chapitres distincts leur seront accordés. Après avoir exposé les objectifs 

scientifiques, une deuxième partie présentera l’ensemble des résultats obtenus. J’aborderai 

tout d’abord l’interaction du R-5-HT2B avec la protéine CIPP et son rôle dans la distribution 
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et la régulation de l’activité de ce récepteur. Ensuite, je présenterai l'étude de l’interaction 

entre les R-5-HT1A et R-5-HT2B et l’impact de celle-ci sur leur répartition membranaire 

respective dans une culture primaire de neurones hippocampiques. Enfin, je conclurai ce 

travail de thèse par les problématiques et perspectives autour du rôle du R-5-HT2B dans la 

régulation de l’activité neuronale. 
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 CHAPITRE I : Le système sérotoninergique 

A. Généralités 

 

D’un point de vue phylogénétique, le système sérotoninergique est l’un des systèmes 

de neurotransmission les mieux conservés. Depuis plusieurs décennies, son étude a permis de 

mettre en évidence son rôle prépondérant dans de nombreuses fonctions physiologiques, du 

contrôle de l’appétit ou de la locomotion à la gestion des émotions. Avant d’étudier les 

acteurs principaux qui ont mené à ce travail de thèse (Chapitre III et IV), il convient de 

présenter les caractéristiques principales du système sérotoninergique telles que son 

développement, ses modes de communication ou encore sa distribution. 

1. Historique de la sérotonine et métabolisme 

 

Découverte pour la première fois en 1935 par V. Erspamer dans les cellules 

entérochromaffines de l’intestin, la sérotonine a d’abord été décrite comme une substance 

capable d’induire la contraction des muscles lisses. En 1948, cette molécule est isolée et 

identifiée comme 5-Hydroxytryptamine (5-HT) à partir du sérum par le groupe de Rapport 

(Rapport et al., 1948) et est caractérisée comme une substance vasoconstrictrice. Ce n’est que 

plus tard, en 1953, que la 5-HT est observée dans le système nerveux central (SNC) où elle 

agit comme neurotransmetteur. On commence alors à évaluer son implication dans divers 

processus physiologiques et pathologiques. 

 

La 5-HT est synthétisée à partir d’un acide aminé, le L-tryptophane. Dans un premier 

temps, cet acide aminé est hydroxylé en L-5-hydroxytryptophane (5-HTP) par la tryptophane 

hydroxylase (TPH), enzyme limitante de la biosynthèse de 5-HT. En périphérie, l’isoforme 

dominante de cet enzyme est la TPH1 alors que dans le système nerveux central, il s’agit de 

la TPH2. Dans un second temps, le 5-HTP est décarboxylé par la décarboxylase des acides 

aminés aromatiques (AADC), donnant ainsi la 5-HT. Celle-ci est ensuite stockée dans les 

vésicules synaptiques grâce au transporteur vésiculaire des monoamines 2 (VMAT2) via un 

transport actif de type antiport (proton/ 5-HT) (Figure 1). 

 

Lorsque le neurone sérotoninergique (neurone 5-HT) est stimulé, celui-ci libère de la 

sérotonine au niveau de synapses classiques, de synapses en passant (contacts axonaux) mais 

également au niveau somatodendritique (Trueta et al., 2012). Ensuite, deux cas de figures se 

présentent. Après avoir été recaptée par le transporteur membranaire de la 5-HT, le SERT 
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 CHAPITRE I : Le système sérotoninergique 

(Figure 1), la 5-HT peut-être dégradée en 5-hydroxyindoleacétique (5-HIAA) par la 

monoamine oxydase (MAO). Sinon, elle sera stockée dans les vésicules via VMAT2 pour 

être recyclée. 

 

Figure 1 : Métabolisme de la sérotonine. Apporté exclusivement par l’alimentation, le L-

tryptophane traverse la barrière hématoencéphalique et est transporté jusqu’aux neurones 

sérotoninergiques. Une suite de réactions enzymatiques (TPH, AADC) permet de synthétiser 

de la sérotonine 5-HT dans ces neurones, qui est ensuite stockée dans des vésicules dans 

l’élément présynaptique (neurone 5-HT) grâce au VMAT2. Après avoir été libéré dans le 

milieu extracellulaire et avoir exercé son action sur l’élément présynaptique (activation des 
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autorécepteurs) ou post-synaptique (activation des hétérorécepteurs 5-HT), la 5-HT est 

récupérée par le SERT pour être soit dégradée soit recyclée.  

2. Développement du système sérotoninergique 

 

Le système 5-HT est l’un des systèmes monoaminergiques qui se développe le plus 

tôt durant l’embryogénèse du système nerveux central : à partir du jour embryonnaire 9 (E9) 

chez la souris et E10.5 chez le rat. Le pool de neurones 5-HT est déjà complètement formé à 

environ E13 chez la souris et le rat et à 7 semaines de gestation chez l’humain. De nombreux 

facteurs de croissance interviennent dans le développement et la mise en place du système 5-

HT. Par exemple, le taux du facteur de croissance astroglial S100β est augmenté par la 

présence de 5-HT ce qui suggère que les neurones 5-HT régulent leur propre croissance 

(Azmitia, 2020; Azmitia et al., 1990; Van Hartesveldt et al., 1986). La 5-HT est également 

impliquée dans de nombreux autres processus dans le cerveau en développement et joue un 

rôle régulateur : synaptogenèse (Cases et al., 1996), différenciation neuronale (Lauder et al., 

1985), établissement des réseaux neuronaux (Hernández-Carballo et al., 2020), neurogénèse 

(Lauder and Krebs, 1978), etc. 

 

Au cours du développement embryonnaire, les neurones 5-HT émergent de différents 

rhombomères qui vont donner des groupes de neurones 5-HT distincts. Les neurones 

provenant du rhombomère 1 (r1) donneront les neurones 5-HT du raphé dorsal et une portion 

des neurones du raphé médian et de la région du noyau B9. Les neurones du rhombomère 2 

donneront les neurones 5-HT en majorité du raphé médian et de la région du noyau B9. 

Enfin, les neurones 5-HT du raphé médian, de la région du noyau B9 et de la région rostrale 

du raphé magnus seront issus des rhombomères 3 et 5 (aucun neurone 5-HT n’est issu du 

rhombomère 4) (Bang et al., 2012) (Figure 2).   
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Figure 2 : Origine des différents noyaux du système 5-HT du raphé. Au stade 

embryonnaire, le système 5-HT se développe à partir des rhombomères 1 à 7 (excepté le 

rhombomère 4, à l’origine des motoneurones ventraux, vMN). Les 3 premiers donneront les 

noyaux les plus rostraux du raphé (B5, B6, B7, B8 et B9) et les 3 derniers donneront les 

noyaux les plus caudaux (B2 et B3) (Gaspar et al., 2003). 

 

Ces origines différentes semblent expliquer le pattern de distribution de leur 

projection (Maddaloni et al., 2017). Par exemple, alors qu’on observe des projections éparses 

dans les régions cibles des neurones provenant du r1, les neurones provenant du r2 présentent 

une innervation dense. De plus, les neurones provenant du r1 et r3/5 mais pas du r2 innervent 

d’autres groupes de neurones 5-HT exerçant ainsi une autorégulation des neurones 5-HT 

inter-groupes (Bang et al., 2012; Deneris and Gaspar, 2018).  

 

Parmi les facteurs de transcriptions importants pour le développement des neurones et 

des fibres 5-HT, Pet1 joue un rôle critique dans la modulation des taux de sérotonine (avec 

Lmx1B, GATA2, GATA3 et Mash1; (Alenina et al., 2006)). En effet, des motifs de liaison 

du facteur de transcription Pet1 ont été découverts dans la région 5’UTR des gènes du R-5-

HT1A, du transporteur à la sérotonine et de la tryptophane hydroxylase (Kim et al., 2014). Il 

intervient également dans la différenciation finale des neurones 5-HT. En effet, chez des 

souris mutantes, la délétion de ce facteur de transcription (souris knock-out Pet1
-/-

) induit une 
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perte de 80% du nombre de neurones 5-HT et d’une diminution d’environ 70-80% des taux 

de sérotonine dans les régions cibles telles que l’hippocampe ou le cortex (Hendricks et al., 

2003). Ces souris présentent des altérations des projections des fibres 5-HT ainsi que des 

anomalies comportementales (baisse d’anxiété dans l’open-field, impulsivité dans le test 

d’hyponéophagie, augmentation de l’immobilisation durant le conditionnement de peur) 

(Kiyasova et al., 2011), suggérant un rôle important du système 5-HT dans la modulation de 

ces différents comportements liés à l’anxiété. 

 

Bien qu'apparaissant très précocement durant le développement du SNC, les fibres des 

neurones 5-HT continuent de se développer et maturer durant la période postnatale et ce, 

jusqu’à l’âge adulte. Ainsi, les neurones 5-HT présentent un phénotype électrophysiologique 

immature à P4 et mature à P21, les neurones à P4 étant plus excitables qu’à P21 et présentant 

un pic de colocalisation de 5-HT/VGLUT3 (transporteur vésiculaire du glutamate 3). Par 

ailleurs, il a été observé que l'inhibition exercée par l’autorécepteur 5-HT1A, un régulateur 

essentiel de la transmission 5-HT, n’est mise en place qu’à P21 seulement (Rood et al., 

2014).  

 

Une fois arrivés à maturité, les neurones 5-HT ne sont pas figés et sont également 

capables de répondre à une perturbation de la transmission 5-HT d’un point de vue 

morphologique (entre autres). En effet, après un traitement chronique à la fluoxétine, un 

inhibiteur sélectif de la recapture de la 5-HT (ISRS), la densité de fibres 5-HT est 

significativement réduite dans l’hippocampe chez la souris (Nazzi et al., 2019), et 

significativement augmentée dans les régions corticales chez le rat (Zhou et al., 2005). Ces 

résultats impliquent un remaniement des fibres 5-HT sous l’action de la fluoxétine dont on 

sait qu’elle possède un effet neurotrophique via, entre autres, le facteur neurotrophique du 

cerveau ou BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor).  

 

Bien que, de manière évidente, les neurones 5-HT partagent la capacité de 

biosynthétiser de la 5-HT, ils présentent des identités moléculaires uniques. Des études 

transcriptomiques ont permis de mettre en évidence des différences entre les neurones 5-HT 

rostraux et caudaux avec une centaine de gènes régulés différentiellement (Wylie et al., 2010) 

durant le développement mais aussi dans les neurones matures (Dougherty et al., 2013). A 

plus grande échelle, il existe également des identités moléculaires différentes au sein du raphé 
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dorsal notamment dans la modulation subrégionale de l’ARNm de certains GPCR 

(Spaethling et al., 2014).  

3. Distribution et projections des neurones sérotoninergiques  

 

Le système 5-HT est un système primitif, conservé chez de nombreuses espèces au 

cours de l’évolution. Il existe une forte similarité dans la distribution et les projections des 

neurones 5-HT chez les mammifères étudiés jusqu’ici. Chez l’humain, le nombre de neurones 

5-HT est estimé à environ un demi-million de cellules dans le raphé ; chez la souris, ce 

chiffre est d’approximativement 25 000 neurones 5-HT. 

 

Les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont regroupés en noyaux (B1 à 

B9) qui forment le raphé. Les projections des neurones 5-HT émergent des noyaux caudaux 

(B1-B3), médians (B5, B8) et du raphé dorsal (B6, B7). Chaque sous-groupe de noyaux 

projette préférentiellement vers une région précise du cerveau. Par exemple, la partie ventrale 

du noyau B7 projette majoritairement vers l’amygdale, le cortex cérébral et le thalamus et en 

moindre proportion, l’habenula ; les parties latérales, dans le thalamus et la partie dorsale, 

dans la substance noire pars compacta, l’aire tegmentale ventrale (VTA) et l’hypothalamus 

(Figure 3) (Muzerelle et al., 2016). Les noyaux du système 5-HT ne sont pas des structures 

complètement homogènes et il existe au sein du raphé des neurones non 5-HT. Des études ont 

montré que la majorité de ces neurones non-5-HT sont de type glutamatergiques ou 

GABAergiques (Hioki et al, 2009; Jackson et al., 2009).  
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Figure 3 : Projections des différents noyaux du système sérotoninergique dans le 

cerveau de souris (Muzerelle et al., 2016). 

 

 En cohérence avec leur pattern de distribution, les projections du raphé dorsal et 

médian diffèrent par leurs propriétés électrophysiologiques (Bayasgalan et al., 2021; Ren et 

al., 2018). On retrouve également des différences dans la morphologie des neurones 5-HT 

dans les sous-noyaux 5-HT. Ainsi, dans le raphé médian, le soma des neurones 5-HT est 

moins volumineux, les dendrites sont plus courtes et l’arborisation est moins complexe que 

dans le raphé dorsal (Calizo et al., 2011). De plus, en utilisant des méthodes d’optogénétique 

et de l’imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle chez la souris, il semblerait que la 

régulation de l’activité du système 5-HT soit davantage corrélée à l’identité et l’expression 

des récepteurs 5-HT post-synaptiques qu’à la densité de terminaisons de neurones 5-HT dans 

une région cible donnée (Grandjean et al., 2019). 

 

En outre, il existe des sous-groupes de neurones 5-HT au sein des noyaux du raphé se 

distinguant par l’expression de certaines protéines. Par exemple, une sous-population est 

définie par son expression de VGLUT3, un transporteur vésiculaire du glutamate, et sera 

discuté ultérieurement. Mais il existe aussi des neurones 5-HT exprimant les récepteurs à la 

dopamine D1 (D1-R) et D2 (D2-R) de manière distincte. En effet, ces deux sous-populations 

(5-HT/D1-R et 5-HT/D2-R) se distinguent par leur rôle dans le comportement chez la souris, 

leur distribution au sein du raphé ainsi que leurs cibles anatomiques. Les neurones 5-HT/D1-

R se situent au niveau médian du raphé ciblant les régions antérieures du cerveau et sont 
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impliqués dans les interactions sociales. Alors que les neurones 5-HT/D2-R sont situés dans 

les zones rostrales et latérales du raphé ciblant les régions plus caudales du cerveau et sont 

impliqués dans les comportements face à un nouvel environnement et la locomotion 

(Niederkofler et al., 2016).  

 

En conclusion, sa distribution et son interaction avec d’autres systèmes font du 

système 5-HT un système clé dans les mécanismes physiologiques et pathologiques tels que 

la dépression, l’addiction (Müller and Homberg, 2015) ou encore l’impulsivité (Coccaro et 

al., 2015). Et l’ensemble des études investiguant les identités moléculaires, 

électrophysiologiques, morphologiques des neurones 5-HT du raphé montre qu’il s’agit d’une 

structure unique, riche et particulièrement complexe (Okaty et al., 2019). 

 

B. La neurotransmission sérotoninergique 

 

Le système 5-HT n’est pas non plus homogène quant à son mode de communication. 

En effet, chez les vertébrés et invertébrés, la transmission du système sérotoninergique repose 

sur deux modes distincts dont je décrirai les grandes caractéristiques dans cette partie. On 

retrouve donc :  

- La transmission synaptique, où le neurotransmetteur (ici, la 5-HT) est libéré au 

niveau des terminaisons dans la fente synaptique ; 

- La transmission extrasynaptique où le neurotransmetteur (ici, la 5-HT) est libéré au 

niveau des varicosités axonales, des dendrites et du soma, en dehors de la synapse, 

produisant ainsi un effet paracrine. 

 

La proportion de ces différents modes de transmission du système 5-HT dépend de la 

région du système nerveux. En effet, alors que dans l’amygdale basolatérale (Muller et al., 

2007) et la substance noire pars reticulata, la transmission synaptique semble favorisée, dans 

la substance noire pars compacta et le raphé dorsal, la transmission extrasynaptique est 

majoritaire (Moukhles et al., 1997).  

Par ailleurs, les neurones 5-HT présentent une autre caractéristique très intéressante : 

la capacité de relarguer du glutamate. Cette fonction, modulable selon l’activité du système 
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5-HT, apporte un autre degré de complexité à la régulation de la transmission 5-HT et sera 

abordé à la fin de cette partie. 

1. Transmission synaptique 

 

La synapse se définit par deux éléments séparés d’une distance de 20 nm, ou “fente 

synaptique” : 

- Un élément pré-synaptique au niveau duquel un pool de vésicules contenant les 

neurotransmetteurs est accolé à la membrane et prêt à libérer leur contenu. Un 

deuxième pool de vésicules, à distance de la synapse, constitue une réserve de 

neurotransmetteurs pour remplacer le premier si nécessaire. Ces régions particulières 

de la membrane sont appelées “zones actives”. 

 

- Un élément post synaptique ou Post synaptic density (PSD) qui est, géométriquement, 

un disque d’environ 200 à 400 nm de rayon, composé de récepteurs post-synaptiques. 

Il est localisé au niveau des épines dendritiques, de l’arbre dendritique, sur le soma ou 

l’axone. La composition de la PSD est un des facteurs les plus importants dans la 

modulation de la transmission de l’information (Vito Di Maio, 2008). 

 

Historiquement, la sangsue est un modèle très utilisé dans l’étude de la transmission 

sérotoninergique en raison de la grande taille des neurones Retzius (soma de 80µm de 

diamètre) qui sont les cellules contenant la plus grande concentration de 5-HT dans cet 

invertébré (Acosta-Urquidi et al., 1989; Coggeshall, 1972). Ainsi, il a été montré grâce à ce 

modèle que la libération synaptique de 5-HT dépend de 3 facteurs : la présence de calcium 

dans le milieu extracellulaire, le potentiel de repos présynaptique et l’amplitude de 

dépolarisation présynaptique (De-Miguel and Trueta, 2005). Alors qu’une unique stimulation 

est capable d’induire la libération de 5-HT des “petites vésicules'', il est indispensable 

d’appliquer plusieurs stimulations répétées pour libérer le contenu des vésicules dites “à cœur 

denses''. 
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Figure 4 : Les différents modes de transmission synaptique du système 5-HT. Les fibres 

des neurones 5-HT sont capables de former des synapses en passant. Les varicosités, 

contenant des vésicules de 5-HT prêtes à être libérées, sont engagées dans des synapses 

classiques (1), ou des triades synaptiques inhibitrices (2) ou excitatrices (3). Dans ces deux 

derniers cas, la fibre 5-HT SERT positive (vert) contient des vésicules 5-HT et se trouvent en 

regard d’une synapse inhibitrice identifiée par la présence de synaptophysin (bleu) + 

vésicules de GABA dans l’élément présynaptique et de gephyrin (rouge) dans l'élément post-

synaptique. Ou en regard d’une synapse excitatrice identifiée par la présence de 

synaptophysin (bleu) + vésicules glutamatergiques dans l'élément présynaptique et de PSD95 

(rose) dans l’élément post-synaptique (Belmer et al., 2017). 

 

De plus, le système 5-HT forme ce que l’on appelle des contacts/synapses en passant 

(Figure 4). Les éléments présynaptiques des varicosités axonales (ou boutons synaptiques) 

des fibres SERT+ forment des triades synaptiques avec des éléments pré- et post-synaptiques 

de synapses excitatrices ou inhibitrices. Encore une fois, les proportions diffèrent d’une 

région à une autre : environ 30% des boutons synaptiques SERT+ sont engagés dans une 

triade synaptique dans le cortex préfrontal, le noyau accumbens, l’hippocampe et le noyau du 

lit de la stria terminalis et plus de 50 %, dans le noyau central de l'amygdale, l’amygdale 

basolatérale et la VTA. Ces résultats indiquent que les fibres 5-HT sont capables de moduler 

la transmission inhibitrice et excitatrice via une transmission synaptique de manière 

différentielle selon la région cérébrale considérée (Belmer et al., 2017).  
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L’un des éléments qui va moduler l’intensité d’action de la 5-HT sur le neurone post-

synaptique est la capacité de recapture de la 5-HT par le neurone présynaptique (5-HT). En 

effet, plus la 5-HT reste longtemps dans la fente synaptique, plus l’action de cette molécule 

est prolongée et importante. Par ailleurs, la 5-HT est capable d’influencer la libération de 

neurotransmetteurs en augmentant la vitesse de libération des vésicules ainsi que leur nombre 

(Southard et al., 2000). 

2. Transmission volumique 

 

Dans le cas où l’on ne retrouve pas d’éléments post-synaptiques apposés, on parle de 

transmission extrasynaptique ou volumique. La transmission volumique (TV) est un mode de 

communication intercellulaire où le messager chimique (ici, la sérotonine) est libéré dans 

l’espace extracellulaire en dehors de la fente synaptique. Elle ne nécessite pas d'élément post-

synaptique. Même s’il s’agit d’un mode de transmission peu avantageux d’un point de vue 

thermodynamique (Noguez et al., 2019), la TV permet d’émettre un signal plus lent et plus 

diffus, donc sur de plus longues distances (de l’ordre du micromètre) (Perrier and Cotel, 

2008), que la transmission synaptique. 

 

Ceci est possible grâce à l’existence de vésicules au niveau du soma (Sarkar et al., 

2012), des axones et des dendrites des neurones 5-HT. Il a été montré par microscopie 3-

photons qu’une large quantité de vésicules contenant de la 5-HT est présente au niveau du 

soma des neurones 5-HT (Kaushalya et al., 2008). Alors que dans des neurones en culture 

provenant du mésencéphale, une vésicule libère environ 1800 molécules de dopamine (Pathos 

and Sulzer, 1997), on estime à 4000 molécules de 5-HT le contenu d’une vésicule de neurone 

Retzius de sangsue (Bruns and Jahn, 1997; Bruns et al., 2000). 

Grâce à des techniques de micrographies électroniques, au repos et après stimulation à 

une fréquence de 1Hz, on distingue dans les neurones Retzius de sangsues deux pools de 

vésicules à cœur dense. Ces deux pool se distinguent par leur positionnement : l’un proche de 

l’appareil de Golgi (~1,5µm de distance) et l’autre proche de la membrane plasmique 

(~3,7µm de distance) (De-Miguel et al., 2012; Trueta et al., 2012). En revanche, après 

stimulation à une fréquence de 20Hz, les vésicules sont toutes accolées à la membrane 

plasmique, prêtes à libérer leur contenu en 5-HT. 
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Cependant, ces deux protocoles ne mènent pas à une exocytose ; seule une stimulation 

d’un train de 10 potentiels d’action à une fréquence de 20Hz permet la fusion des vésicules à 

la membrane et la libération massive de 5-HT dans le milieu extracellulaire. Cette exocytose 

est dépendante de la dépolarisation du neurone (Kaushalya et al., 2008), des récepteurs 

glutamatergiques (R-NMDA et R-AMPA) et est possible grâce à de rapides vagues calciques 

intracellulaires via des canaux calciques de type L. Cette exocytose est amplifiée par la 

signalisation PLC attribuée aux R-5-HT2 (Leon-Pinzon et al., 2014) qui augmente les 

concentrations intracellulaires de calcium en synergie avec l’activation des récepteurs NMDA 

et des canaux calciques de type L (Trueta et al., 2012). Cette libération peut durer dans le 

temps et le neurone décharge des trains de potentiels d’action jusqu’à plus de 25 minutes 

après stimulation à 20Hz (De-Miguel et al., 2015). Ainsi, la libération extrasynaptique de 5-

HT est entretenue par la présence d’autorécepteurs et perdure sur le long terme. 

 

Au niveau structurel, de nombreux éléments permettent d’affirmer une libération 

extrasynaptique de la sérotonine. D’abord, on retrouve dans le soma, les dendrites et les 

varicosités axonales des vésicules prêtes à être libérées sans qu’il n’y ait d’élément post-

synaptique à proximité. Ensuite, sous stimulation, il a été détecté par ampérométrie de la 5-

HT dans le milieu extracellulaire à distance des sites de libération, ce qui exclut une 

libération synaptique qui, par définition, se déroule dans la fente synaptique donc dans un 

rayon d’action très restreint. Par ailleurs, on retrouve l’expression du transporteur à 

sérotonine dans les axones des neurones 5-HT mais également au niveau des dendrites et du 

soma, suggérant la nécessité de capter la 5-HT libérée à ces endroits. Alors que le R-5-HT1B 

est exprimé au niveau des terminaisons nerveuses, la présence d’autorécepteurs 

somatodendritiques permettent également de corroborer cette hypothèse de transmission 

extrasynaptique.  

3. Co-transmission glutamatergique 

 

En 2002, (Gras et al., 2002) ont mis en évidence l’existence d’un troisième type de 

transporteur au glutamate, VGLUT3, et son expression au niveau du soma et des projections 

axonales des neurones 5-HT, préférentiellement situés au niveau ventromédian du raphé 

dorsal. Cette information suggère que les neurones 5-HT sont capables de relarguer du 

glutamate par leurs terminaisons. Cette fonction de “co-transmission” a déjà été décrite dans 
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d’autres systèmes de neurotransmetteurs comme la dopamine, le GABA ou encore 

l’acétylcholine (Pour revue, Trudeau, 2004).  

 

Comme les transporteurs VGLUT1 et VGLUT2 (Aihara et al., 2000; Bellocchio et al., 

2000; Herzog et al., 2001), les transporteurs VGLUT3 sont impliqués dans la transmission 

glutamatergique rapide et leur présence dans le striatum augmente considérablement la 

transmission cholinergique au niveau présynaptique en favorisant la recapture d’acétylcholine 

dans les vésicules par rapport à d’autres régions où VGLUT3 n'est pas exprimé dans les 

fibres cholinergiques (Gras et al., 2008).  

 

Afin d’évaluer la contribution de ce transporteur dans les fibres 5-HT, un modèle de 

souris knockout pour VGLUT3 a été développé (Amilhon et al., 2010). L'ablation génétique 

de VGLUT3 ne semble pas avoir d’effet sur la concentration extracellulaire de 5-HT basal et 

après injection d’un antidépresseur de type inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine 

(ISRS). Cependant, il a été observé que l’inhibition de la décharge des neurones 5-HT par la 

stimulation de l’autorécepteur 5-HT1A est plus faible que chez les souris contrôles, et que 

cela est dû à une désensibilisation des auto-R-5-HT1A plus importante chez les souris 

Vglut3
-/-

 à l’état basal. De plus, comme pour l’acétylcholine, la dopamine ou encore le 

GABA, la présence de glutamate a pour effet d’augmenter l’accumulation de 5-HT dans les 

vésicules via VGLUT3 (Amilhon et al., 2010; Gras et al., 2008; Voisin et al., 2016; Zander et 

al., 2010). Chez les souris soumises à un stress social chronique, on retrouve moins de 

neurones co-exprimant TPH2 et VGLUT3 bien que les taux d’ARNm des gènes Tph2 et 

Vglut3 ne soient pas modifiés (Prakash et al., 2020), ce qui suggère une modulation post 

transcriptionnelle/traductionnelle en réponse à des facteurs environnementaux. 

 

D’un point de vue comportemental, les souris Vglut3
-/-

 présentent un phénotype 

anxieux plus important que les souris contrôles (Amilhon et al., 2010). Ceci peut être 

expliqué par le fait que, dans le raphé dorsal, les neurones 5-HT co-exprimant TPH2 et 

VGLUT3 projettent  préférentiellement sur les régions corticales du cerveau, modulant ainsi 

de manière différentielle (libération de 5-HT ou co-libération 5-HT/glutamate) les réponses 

comportementales face au stress par exemple ou d’autres situations aversives (Ren et al., 

2018).  

Par ailleurs, des études utilisant des techniques électrophysiologiques, 

pharmacologiques et optogénétiques montrent que dans l’amygdale basale, la stimulation des 
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fibres 5-HT à basse fréquence induit une libération de glutamate alors qu’une stimulation à 

haute fréquence provoque une libération de 5-HT (Sengupta et al., 2017). Ceci suggère que la 

co-transmission glutamate/5-HT est plus complexe qu’une libération synchrone des 2 

neurotransmetteurs et dépend de l’activité des neurones 5-HT. Ainsi, en plus de réguler 

l’activité des neurones non 5-HT présents au sein du raphé, la neurotransmission 

glutamatergique, via la présence de VGLUT3 dans les neurones 5-HT, affecte directement la 

transmission 5-HT. 

C. Transporteur à la sérotonine 

Le transporteur à la sérotonine, ou SERT, est une protéine possédant 12 domaines 

transmembranaires. Il est majoritairement localisé au niveau des radeaux lipidiques de la 

membrane plasmique (Allen et al., 2007) où il peut exister sous formes de monomères ou 

d’oligomères, ces derniers pouvant être stabilisés par la liaison directe de 

phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) au SERT (Anderluh et al., 2017). Il s’agit d’un 

transporteur échangeur de Na
+
/Cl

-
 dont le mécanisme de recapture actif de la sérotonine 

requiert de l'énergie. Cette énergie est acquise via l’hydrolyse d’ATP ou via les mouvements 

inverses aux gradients électrochimiques (Cooper et al., 2019) par la pompe Na+/K+/ATPase 

(Figure 5). Le SERT est la cible des antidépresseurs sélectifs de la recapture de la sérotonine 

(ISRS) et permet également de transporter d’autres substrats dérivés de l’amphétamine tels 

que la 3,4-méthylènedioxyméthamphétamine ou MDMA. 

Figure 5 : Transport de la sérotonine à travers la membrane plasmique par le SERT. La 

pompe Na+/K+/ATPase va former un gradient électrochimique en augmentant la 

concentration intracellulaire de potassium (K+) et en diminuant la concentration 
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extracellulaire de sodium (Na+) via l’hydrolyse de molécules d’ATP. Ce gradient va 

permettre au transporteur à la sérotonine (SERT) de capter la sérotonine (5-HT) 

extracellulaire, accompagnée de Na+ et de Cl- (chlore) en échange de K+.  

1. Distribution 

Le transporteur à la sérotonine est exprimé par les neurones du raphé projetant dans 

l'ensemble du cerveau. On retrouve son expression dans le noyau caudé putamen, l’amygdale, 

la substance noire, le nucleus accumbens (Nacc), les aires corticales, le noyau olfactif, 

l’hippocampe, le septum et le pallidum ventral. Une très forte densité de fibres axonales 

SERT positives sont retrouvées dans la VTA (Belmer et al;, 2017). Le SERT est également 

fortement exprimé par les neurones 5-HT au niveau des noyaux du raphé dorsal et en plus 

faible abondance dans les noyaux médian et ventrolatéral (Bengel et al., 1997).  

Le SERT se trouve proche de l’élément synaptique mais aussi au niveau de la 

membrane axonale. Il est souvent utilisé comme marqueur pour étudier le pattern de 

projections des fibres sérotoninergiques (Belmer et al., 2017). En effet, à l’âge adulte, le 

SERT est exclusivement exprimé par les neurones 5-HT. Mais durant le développement, 

quelques neurones non sérotoninergiques l’expriment de manière transitoire, notamment dans 

le cortex limbique, la rétine, le thalamus et l’hypothalamus (Lebrand et al. 1998; Narboux-

Nême et al. 2008). Des études ont montré une expression transitoire de l’ARNm durant le 

développement embryonnaire et jusqu’au jour post-natal P28 dans ces régions cérébrales 

(Hansson et al., 1998; Zhou et al., 2000). Cependant, aucun marquage TPH2 n’a été observé 

dans ces fibres durant la période post-natale suggérant que ces neurones ne sont pas capables 

de produire de la 5-HT mais uniquement d’en contrôler la concentration extracellulaire 

(Hansson et al., 1998). L’expression de SERT dans des fibres non 5-HT jusqu’à la troisième 

semaine post-natale semble coïncider avec la fin de maturation du système 5-HT et la mise en 

place de ses différents acteurs (Awasthi et al., 2021; Narboux-Nême et al., 2008). 

2. Activité et régulation  

Le contrôle de la concentration de 5-HT dans le milieu extracellulaire est très 

important pour le maintien d’une transmission 5-HT fonctionnelle. C’est pourquoi un 

dérèglement de l’homéostasie sérotoninergique extracellulaire peut être à l’origine de 

troubles et maladies psychiatriques. 
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Les antidépresseurs de type ISRS, qui ciblent le SERT, vont bloquer la recapture de 5-HT 

et prolonger sa signalisation. Le transporteur de la 5-HT est également inhibé par des 

traitements d’antidépresseurs tricycliques qui, en plus d’agir sur le système 5-HT, modulent 

le système noradrénergique.  

Il existe une seule copie du gène Slc6A4 codant pour le SERT exprimée par tous les tissus 

mais avec des promoteurs spécifiques à chaque tissu. La partie C-terminal du SERT interagit 

avec de nombreux partenaires dont des protéines du cytosquelette (Chang et al., 2012; 

Mochizuki et al., 2005). Le SERT subit de nombreuses modifications post-transcriptionnelles 

tels que des phosphorylations, glycosylations et la formation d’un pont disulfure entre les 

résidus cystéines 200 et 209 qui permettent d’obtenir la conformation mature de ce 

transporteur (Cooper et al., 2019; Prasad et al., 2019; Sørensen et al., 2014). Parmi les 

variants génétiques connus du gène Slc6a4, les variants courts (allèle S, pour “short”) et longs 

(allèle L) contenant respectivement 14 et 16 répétitions sont les plus étudiés. Lesch et al. 

(1996) ont montré que le variant court est associé à une activité transcriptionnelle plus faible, 

impliquant une expression de SERT inférieure que pour le variant long. Chez les humains 

porteurs du variant court, le risque de développer des maladies psychiatriques (dépression, 

anxiété) ou d’avoir des comportements agressifs est plus élevé que chez les personnes 

porteuses du variant long.  

De plus, il existe un polymorphisme du gène du transporteur à la 5-HT (ou SNP, single 

nucleotide polymorphisme) qui résultent en 2 formes distinctes de l’allèle L (L-A et L-G) et 

de l’allèle S (S-A et S-G). Ces SNP leur confèrent des activités transcriptionnelles différentes 

(Hu et al., 2006) ce qui influe sur l’expression du transporteur à la sérotonine, donc la 

transmission 5-HT et le risque de développer certaines pathologies dans un environnement 

donné (Houwing et al., 2017). En effet, dans un modèle de souris surexprimant transporteur à 

la sérotonine, mimant ainsi un polymorphisme présent chez l'humain, on observe un 

phénotype anxieux moins élevé que chez des souris contrôles dans certains tests 

comportementaux (Jennings et al., 2006).  

D’autres régulations du transporteur à la sérotonine existent : 

- Le promoteur du gène SERT contient une séquence CRE (élément de réponse à 

l’AMPc) impliquant une régulation de la transcription de ce gène par la signalisation 

AMPc. Dans un modèle de lignée de cellules RN64A (cellules dérivées du raphé 
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dorsal de rat), l’élévation intracellulaire d'AMPc augmente l’activité de recapture du 

SERT et est maintenue par l’activité de la PKA. Cette action semble être 

accompagnée d’une augmentation de l’expression de la protéine SERT, l’inhibition de 

sa dégradation et la différenciation des cellules RN64A (Yammamoto et al., 2013). 

 

- Chanrion et al., (2007) ont mis en évidence une interaction entre l’enzyme produisant 

l’oxyde nitrique neuronal (ou nNOS, neuronal Nitric Oxide Synthase) et le SERT. 

Cette enzyme est activée par la liaison de Ca2+/Calmodulin pour former de l’oxyde 

nitrique à partir de L-arginine, indiquant une activité dépendante des taux calciques 

intracellulaires (Bredt and Snyder, 1990). Le NO, à travers l’action du cGMP est 

capable d’augmenter l’activité du SERT d’environ 30%. De plus, l’application de 5-

HT augmente la production de cGMP dans des cellules co-transfectées avec du SERT 

et la nNOS; cet effet étant dépendant de leur liaison directe (Chanrion et al., 2007). 

De manière intéressante, dans le cerveau de souris, la liaison de nNOS avec le SERT 

diminue l’activité de celui-ci d’environ 45% via l’inhibition de son transport à la 

surface. D’un point de vue comportemental, le phénotype dépressif est aboli après 

injection d’inhibiteurs de nNOS ou chez les souris dépourvues du gène nNOS dans un 

protocole de dépression induite par un stress chronique. Ainsi, les interactions 

réciproques entre le SERT et le nNOS sont capables de moduler la transmission 5-HT 

et constituent une cible thérapeutique prometteuse dans les troubles de types 

dépressifs. 

 

- Le SERT contient de nombreux sites de phosphorylation par la PKA, la PKC et la 

protéine kinase dépendante du Ca2+/calmoduline. Dans des cellules 1C11 

(progéniteurs neuro-ectodermal) qui expriment de manière endogène, après 4 jours de 

différenciation, le transporteur à la 5-HT, le R-5-HT2B promeut la phosphorylation 

du SERT et joue donc un rôle essentiel dans le taux de 5-HT extracellulaire. Il a été 

montré qu’une hyperphosphorylation du SERT médiée par la stimulation du R-5-

HT2B par son agoniste affecte la liaison des ISRS au transporteur à la sérotonine. Cet 

effet pourrait être médié par la phosphorylation de la PKC sur le résidu sérine 277, 

induisant ainsi l’internalisation du SERT (Sørensen et al., 2014). La voie PKC 

dépendante de l’activation des R-5-HT2B affecte aussi l’activation de la Na+/ 

K+/ATPase (Launay et al., 2006). 



 

 
 

34 

 CHAPITRE I : Le système sérotoninergique 

D. Implication du système sérotoninergique dans les maladies 

psychiatriques 

 

Comme mentionné plus haut dans ce chapitre, le système 5-HT est hautement 

conservé au sein des espèces vertébrées et invertébrées. Du fait de son organisation 

topographique, le système 5-HT module un panel considérable de processus et son altération 

peut donc conduire à divers comportements inadaptés et maladies psychiatriques. En effet, le 

noyau B7 du raphé projette abondamment dans le cerveau antérieur, l'amygdale, le cortex et 

le thalamus. Le noyau B6 innervent majoritairement l’hypothalamus et l’hippocampe dont il 

est une source majeure de 5-HT dans la zone sous ventriculaire (SVZ). Le noyau B8, quant à 

lui, projettent principalement dans l’hippocampe, l’hypothalamus et le noyau 

interpédonculaire (Muzerelle et al., 2016). Ces régions sont associées à la régulation des 

émotions peur/aversion versus récompense (cerveau antérieur, amygdale), à la régulation du 

sommeil (hypothalamus) mais aussi à la locomotion (cortex) et l’addiction (noyau 

interpédonculaire, aire tegmentale ventrale entre autres). La forte densité de fibres 5-HT dans 

l’hippocampe suggère également une implication du système 5-HT dans les formes 

d'apprentissages et de mémoire. 

Parmi toutes ces modulations, le système 5-HT joue un rôle prépondérant dans la 

réaction face au stress (adaptabilité, fuite, confrontation, etc). Bien que nécessaire à 

l’adaptation à notre environnement, une mauvaise gestion ou un excès de stress peut conduire 

à des troubles anxieux et dépressifs. Un des modèles de dépression couramment utilisé est le 

modèle de défaite sociale chronique. Pour cela, durant une à cinq semaines, on confronte 

quotidiennement une souris naïve avec une souris agressive lors de sessions courtes (environ 

20 minutes). Ce protocole induit un phénotype dépressif chez la souris naïve que l’on peut 

attester par une anhédonie, un désintérêt des interactions sociales ou encore une augmentation 

des taux plasmatique de corticostérone.  

Ce modèle présente, entre autres, une augmentation des taux d’ARNm de Htr1a et de 

Slc6a4 associée à une augmentation des taux de R-5-HT1A dans le raphé dorsal (Carneiro-

Nascimento et al., 2021; Filipenko et al., 2002; Zhang et al., 2012). Il est intéressant de noter 

que, dans les neurones 5-HT, la signalisation associée aux glucocorticoïdes est capable de 

réguler positivement la transcription du gène humain de la protéine SERT. En effet, la 

corticostérone augmente l’expression du SERT et son activité de recapture (Glatz et al., 2003; 

Zhang et al., 2012) Ces modifications pourraient être à l’origine d’une diminution de 
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l’activité du système 5-HT et de la mise en place d’un phénotype dépressif, en lien avec une 

dérégulation de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe HHS). En effet, les patients 

dépressifs présentent une sur-activation de l’axe HHS qui se traduit, entre autres, par une 

augmentation du taux de corticostérone ainsi qu’une diminution du volume de l’hippocampe 

(Varghese and Brown, 2001) et une perturbation du cycle circadien.  

 

 En utilisant un protocole de stress répété (“inescapable tail shock”) chez des rats 

adultes, (Vincent et al., 2018a) ont montré dans le raphé dorso-médian une augmentation du 

taux d’ARNm Tph2, une augmentation du taux de la protéine TPH2 et une augmentation du 

taux de corticostérone plasmatique, respectivement, 4h, 24h et 28h après la fin du test. Ces 

résultats corroborent les études menées chez des personnes suicidées qui présentent une 

augmentation des taux d’ARNm du gène Tph2 et de la protéine associée dans le raphé dorsal 

(Boldrini et al., 2005; Bonkale et al., 2006). 

 

L’expression du gène Tph2 est par ailleurs inhibée par les récepteurs aux 

glucocorticoïdes (GR) dans les noyaux du raphé dorsal (Heydendael and Jacobson, 2010; 

Vincent et al., 2018b). L'administration chronique de corticostérone induit un phénotype 

anxieux et de type dépressif de manière dose-dépendante. Ce traitement provoque une 

diminution de la concentration plasmatique d’ACTH (hormone corticotrope hypophysaire 

stimulant la production de corticostérone) ainsi qu’une atrophie des glandes surrénaliennes 

(Donner et al., 2012). De plus, il a été montré que les antidépresseurs sont capables de 

moduler l’expression des GR du raphé dorsal (Heydendael and Jacobson, 2010). Ceci suggère 

une implication de l’axe HHS dans la régulation de la transmission 5-HT et la réponse aux 

ISRS. 

 

Cependant, il n’est pas nécessaire d’appliquer des protocoles de longue durée pour 

observer une réponse du système 5-HT au stress. Un événement de stress aigu, unique (test 

de nage forcée) augmente l’activité des neurones 5-HT dans le raphé dorsal (Ehlinger and 

Commons, 2019). De cette étude a été déduit que les mécanismes d’adaptation au stress sont 

dépendants des canaux calciques Cav1.2 de type L des neurones du raphé et de l’auto-

inhibition médiée par le R-5-HT1A. En effet, les souris n’exprimant plus ces canaux 

calciques spécifiquement dans les neurones 5-HT présentent un temps d’immobilité plus 

élevé que les souris contrôles donc sont moins combatives, suggérant qu’elles s’adaptent 

moins bien à un nouveau stress. Ce comportement est rectifié via l’injection d’un antagoniste 
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des R-5-HT1A (Ehlinger and Commons, 2017, 2019) , signifiant qu’il y a une augmentation 

de l’activité de ces récepteurs chez les souris mutantes après stress. 

 

Ce lien entre stress et intégrité des R-5-HT1A a déjà été mis en évidence 

précédemment. L’ablation des glandes surrénaliennes chez le rat et donc l’absence de 

production de corticostérone induit une diminution significative de la liaison du R-5-HT1A 

pour son agoniste, alors qu’un traitement de corticostérone réverse ce résultat. En effet, en se 

fixant sur le GR, la corticostérone est capable de diminuer l’affinité et la signalisation de 

l’autorécepteur 5-HT1A (Bellido et al., 2004). De plus, via des études in vitro, il a été montré 

que le GR module directement l’expression du gène du R-5-HT1A en se fixant sur un 

élément de réponse aux glucocorticoïdes présents dans son promoteur (Ou et al., 2001).  

 

Ainsi, une augmentation de l'activité de l’axe hypothalamo-hypophysaire se traduisant 

par une élévation du taux de corticostéroïdes peut moduler différentiellement le système 5-

HT via les récepteurs à la 5-HT et donc participer à la mise en place de phénotypes anxieux et 

dépressifs. 
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A. Description 

 

Une fois libérée dans la fente synaptique ou dans le milieu extracellulaire, la 

sérotonine va activer les récepteurs 5-HT (R-5-HT) des neurones cibles et également des 

neurones 5-HT eux-mêmes (auto-régulation). Hormis le R-5-HT3 qui est un canal ionique 

perméable aux cations, tous les autres R-5-HT sont des récepteurs couplés aux protéines G 

(RCPG). De manière générale, les RCPG représentent la plus grande famille de récepteurs 

membranaires et sont la cible de 30 à 40% des traitements médicamenteux (Hauser et al., 

2017). Leur activation, permettant l’induction et la transmission de divers messagers, se 

traduit en un changement de conformation qui va activer des voies intracellulaires par les 

protéines Gα ou d’autres effecteurs comme les protéines βγ, les β-arrestines, ou les kinases de 

RCPG.  

 

Il existe 7 sous-types de récepteur à la sérotonine (5-HT1 à 5-HT7) qui se répartissent 

en 3 groupes selon leur couplage à la protéine Gα (Barnes and Sharp, 1999). En effet, les R-

5-HT1 sont couplés à la protéine Gαi et leur activation induit une régulation négative de 

l’adénylate cyclase (AC). Les R-5-HT2 sont couplés à la protéine Gαq conduisant à 

l’activation de la phospholipase C (PLC) et donc la production d’inositol tri-phosphate (IP3) 

et de diacylglycérol (DAG). Les R-5-HT4/6/7, quant à eux, activent l’AC et donc la 

production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) via leur couplage à la protéine Gαs 

(Figure 6). 

 

Durant ma thèse, mon attention s’est portée sur le R-5-HT2B et son interaction avec, 

d’une part, la protéine de pontage CIPP (Article 1) et d’autre part, avec le R-5-HT1A 

(Article 2). C’est pourquoi, les R-5-HT1A et R-5-HT2B feront l’objet de deux chapitres 

distincts. Dans cette partie, je décrirai les principales caractéristiques des différents récepteurs 

à la 5-HT et comment leur activité peut agir sur la modulation du système 5-HT et de ses 

cibles. 
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Figure 6 : Voies de signalisation des différents récepteurs à la sérotonine. Les récepteurs 

5-HT1 sont couplés à la protéine Gαi; les récepteurs 5-HT2 sont couplés à la protéine Gαq. 

Les récepteurs 5-HT4/6/7 sont majoritairement couplés à la protéine Gαs (Marin et al., 2020). 

 

1. Les récepteurs 5-HT1 

 

Le récepteur 5-HT1B 

 

Couplé à la protéine Gαi, le R-5-HT1B est négativement couplé à l’AC et sa 

stimulation induit une diminution des taux intracellulaires d’AMPc. Via sa sous-unité, il agit 
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également sur l'ouverture des canaux GIRK qui provoquent l’hyperpolarisation neuronale 

(Heblinski et al., 2019). 

 

Le R-5-HT1B est fortement exprimé au niveau des neurones du Nacc qui innervent, 

entre autres, la VTA, ce qui suggère son implication dans la régulation du système 

dopaminergique et notamment la prise de drogues. Il intervient dans la sensibilisation 

psychomotrice (Neumaier et al., 2002) et les effets récompensants de la cocaïne (Barot et al., 

2007). Par ailleurs, comme les récepteurs 5-HT1A et 5-HT2B, le R-5-HT1B est exprimé par 

les neurones 5-HT mais dans les projections axonales uniquement où il va réguler 

négativement la libération synaptique de 5-HT dans les régions cibles telles que 

l’hippocampe. Dans un modèle de souris dépourvues d’autorécepteurs 5-HT1B, on observe 

un phénotype de type anxieux et dépressif en comparaison avec des souris contrôles 

(Nautiyal et al., 2016).  

 

Le récepteur 5-HT1D  

 

Dans le SNC, le R-5-HT1D est exprimé en faible quantité à l’âge adulte dans les 

ganglions de la base (globus pallidus, la substance noire, le putamen caudé), l’hippocampe et 

le cortex (Bruinvels et al., 1993). Dû à sa grande similarité structurelle avec le R-5-HT1B, il 

existe peu de composés pharmacologiques (agoniste/antagoniste) spécifiques du R-5-HT1D, 

ce qui rend son étude difficile (Hoyer et al., 2002), et de nombreux traitements contre la 

migraine (les tryptans, agonistes des R-5-HT1B/1D) ne font pas la distinction entre ces deux 

récepteurs (Goadsby, 1998; Lipton et al., 2004). 

 

2. Les récepteurs 5-HT2 

 

Le récepteur 5-HT2A 

 

Comme tous les récepteurs 5-HT2, le R-5-HT2A est couplé à la protéine Gαq et sa 

stimulation active la PLCβ conduisant à une accumulation d’IP3 et une augmentation des 

taux calciques intracellulaires via l'activation des canaux calciques de type L et de la PLC. Le 

R-5-HT2A active également la PLA2 via un couplage à la Gαi/o et Gα12/13 (Day et al., 
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2002; Kurrasch-Orbaugh et al., 2003). Sa signalisation et son trafic intracellulaire sont 

régulés, entre autres, par son interaction directe avec la protéine PSD95 (Xia et al., 2003). 

Le R-5-HT2A est fortement exprimé dans le cortex cérébral, le cortex piriforme, le 

bulbe olfactif, le cortex entorhinal et modérément au niveau du système limbique et des 

ganglions de la base. Du fait de son interaction avec de nombreuses drogues hallucinogènes 

et antipsychotiques, le R-5-HT2A est suspecté de jouer un rôle important dans la 

schizophrénie. En effet, on retrouve des symptômes de type schizophrènes après injection 

d’hallucinogènes. Par ailleurs, la stimulation du R-5-HT2A est associée à une amélioration de 

l’apprentissage et de la mémoire (Zhang and Stackman, 2015; Zhang et al., 2013). 

 

Le récepteur 5-HT2C 

 

Le R-5-HT2C présente une activité constitutive (Berg et al., 1999; Herrick-Davis et 

al., 1999) et l’une de ses particularités est qu’il est l’un des seuls récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires à subir des éditions de son ARN remplaçant des résidus adenosines en 

inosines (“A-to-I editing”). En plus de cette modification post transcriptionnelle qui module 

sa signalisation et sa désensibilisation (Burns et al., 1997; Gardiner and Du, 2006; Herrick-

Davis, 2013; Werry et al., 2008), l’ARNm du R-5-HT2C subit, comme les autres R-5-HT, 

des épissages alternatifs, ce qui complexifie son mode d’action sur les neurones qui 

l’expriment (Stamm et al., 2017). 

Le R-5-HT2C est majoritairement exprimé par les cellules épithéliales du plexus 

choroïdes et module le volume et la composition du fluide cérébro-spinal. Ailleurs dans le 

cerveau, on le retrouve au niveau des régions limbiques, l'hippocampe, l’amygdale, les 

ganglions de la base, le nucleus accumbens et l’aire tegmental ventral. Exprimé par les 

neurones dopaminergiques et GABAergiques de l’aire tegmentale ventrale (Bubar et al., 

2011), il inhibe la voie mésolimbique et la libération in vivo de dopamine dans le striatum et 

le nucleus accumbens (De Deurwaerdère et al., 2020; Deurwaerdère et al., 2004; Navailles et 

al., 2006). Par ailleurs, le R-5-HT2C est également exprimé par les neurones GABAergiques 

au sein du raphé dorsal et médian, suggérant une modulation négative de la transmission 5-

HT (Serrats et al., 2005). Il est impliqué dans de nombreuses maladies psychiatriques telles 

que la dépression, la schizophrénie, la maladie de Parkinson ou l’autisme (Palacios et al., 

2017; Rosenzweig-Lipson, 2011). Il présente une affinité de l’ordre du nanomolaire pour 

certains ISRS (Pälvimäki et al., 1996) et intervient dans la réponse rapide aux antidépresseurs 

(Opal et al., 2014).  
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3. Le récepteur 5-HT3 

 

Le R-5-HT3 est le seul récepteur à la 5-HT à ne pas être couplé à une protéine G. En 

effet, c’est un récepteur canal composé de 5 sous-unités et appartient à la famille des 

récepteurs Cys-loop (canaux ioniques pentamériques activés par un ligand). Ses sous-unités 

peuvent être identiques et donc former un récepteur homopentamérique 5-HT3A ou avoir une 

composition mixte de sous-unités 5-HT3A et 5-HT3B-E formant ainsi un R-5-HT3 

hétéropentamérique (Thompson and Lummis, 2006).  

Le R-5-HT3 est exprimé à la fois dans le système nerveux central et périphérique. 

Dans le SNC, il présente un pattern de distribution large et se retrouve dans de nombreuses 

régions tel que le cortex, l'hippocampe, le Nacc, la substance noire et la VTA (Engel et al., 

2013; Tecott et al., 1993). 

 

4. Les récepteurs 5-HT4/6/7 

 

Le récepteur 5-HT4 

 

La voie canonique attribuée au R-5-HT4 est la signalisation Gαs mais des études dans 

des lignées cellulaires en culture ont montré que le R-5-HT4 est couplé également à la 

protéine Gαq et Gα13 (Chang et al., 2007; Ponimaskin et al., 2002).  

Dans le système nerveux central, le R-5-HT4 est exprimé au niveau post-synaptique 

(non exprimé par les neurones 5-HT) dans l’hypothalamus, les ganglions de la base, 

l’amygdale, l’hippocampe, le bulbe olfactif et le néocortex. Dans le cortex préfrontal, les R-

5-HT4 modulent la fréquence de décharge des neurones 5-HT et chez les souris knockout 

pour le R-5-HT4, le taux de décharge basal des neurones du raphé dorsal est réduit de 50% 

comparé aux souris sauvages (Conductier et al., 2006). 

Dans l’hippocampe, la stimulation du R-5-HT4 par un agoniste augmente le 

phénomène de LTP, suggérant qu’il pourrait jouer un rôle dans la modulation des 

phénomènes d’apprentissage et de mémoire en modulant l’encodage d'informations 

spécifiques (Hagena and Manahan-Vaughan, 2017; Kemp and Manahan-Vaughan, 2005; 

Lecouflet et al., 2021; Twarkowski et al., 2016). 
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Le récepteur 5-HT6 

 

Le R-5-HT6 est un récepteur post-synaptique couplé à la protéine Gαs et son 

activation induit la stimulation de l’AC et donc l’augmentation intracellulaire d’AMPc. 

Son expression se situe majoritairement au niveau des tubercules olfactifs, du cortex 

cérébral, du striatum et de l’hippocampe (Gérard et al., 1994; Hamon et al., 1999; Kohen et 

al., 1996; Marazziti et al., 2012). Il présente une haute affinité pour certains antidépresseurs 

et antipsychotiques dont la clozapine; ce qui en a fait la cible dans le traitement de certaines 

pathologies psychiatriques telles que la schizophrénie, l’anxiété et la dépression (Abraham et 

al., 2014; Glatt et al., 1995).  

Il module directement la signalisation cholinergique et GABAergique et 

indirectement la transmission glutamatergique. Son inactivation par l'utilisation d’un 

oligonucléotide anti-sens a pour conséquence d’augmenter les performances cognitives de 

rats dans un paradigme de labyrinthe de Morris (Bourson et al., 1995; Hirst et al., 2006). Son 

expression quasi-exclusive dans des zones cérébrales impliquées dans la mémoire et 

l’apprentissage et l’effet procognitif de son inhibition en font une cible d’intérêt dans le cadre 

de la maladie d’Alzheimer (Ferrero et al., 2017; Geldenhuys and Van der Schyf, 2008). 

 

Le récepteur 5-HT7 

 

Le R-5-HT7 est couplé à la protéine Gαs et sa stimulation induit une activation de 

l’adénylate cyclase qui va convertir l’ATP en AMPc et active également la voie de 

signalisation MAPK/ERK via la stimulation du facteur Epac (Lin et al., 2003). Il présente peu 

d'homologie avec les autres récepteurs 5-HT (moins de 40%) mais est hautement conservé 

entre les espèces (90% d’homologie interespèces) (Eglen et al., 1997; Martín-Cora and Pazos, 

2004). 

Des techniques d’hybridation in situ et de northern blot ont permis de mettre en 

évidence sa forte densité dans le SNC au niveau de l’hypothalamus, le thalamus, 

l’hippocampe et le cortex cérébral. On le retrouve également dans le raphé au niveau des 

interneurones GABA, ce qui suggère qu’il exerce un rôle direct sur la transmission 5-HT en 

modulant l’activité des neurones 5-HT (Kusek et al., 2015).  

Chez les souris knockout pour le R-5-HT7, bien qu’aucune anomalie majeure ne soit 

détectée (pas de mortalité aberrante, croissance et régulation de la température normales), on 
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observe une altération du cycle circadien et un phénotype moins combatif dans le test de nage 

forcée (Guscott et al., 2005). Il est par ailleurs transitoirement exprimé au cours du 

développement post-natal avec le SERT dans des neurones non 5-HT du cortex préfrontal où 

il est indispensable aux effets comportementaux et morphologiques d’un traitement périnatal 

d’ISRS (Olusakin et al., 2020). 

 

B. Partenaires protéiques des R-5-HT 

 

1. Protéines PDZ 

 

A l’image de nombreux RCPG, les récepteurs 5-HT possèdent des sites de liaison aux 

protéines PDZ. Composées d’environ 90 acides aminés, il s’agit de séquences partagées par 

les protéines PSD-95 (postsynaptic density protein), DlgA (Drosophila disc large tumor 

suppressor), et ZO-1 (zonula occludens-1 protein) dont elles tirent leur nom (PDZ). Elles 

jouent le rôle d’adaptateurs cytoplasmiques en interagissant avec des protéines membranaires 

et cytoplasmiques et modulent ainsi la signalisation cellulaire, l’internalisation des protéines 

membranaires, leur recyclage, etc. De nombreuses protéines PDZ ne possèdent pas d’activité 

enzymatique et sont simplement des protéines d’échafaudage, faisant le lien entre 2 autres 

protéines ou plus. Elles reconnaissent une séquence de résidus spécifiques sur la partie C-

terminale des protéines avec lesquelles elles s’associent. Il existe environ 500 domaines PDZ 

au sein du génome humain (Kim and Sheng, 2004; Liu and Fuentes, 2019).  

 

Les protéines PDZ qui se fixent aux domaines PDZ des R-5-HT peuvent avoir 

différents effets. Par exemple, in vitro ainsi qu’in vivo, le R-5-HT2C interagit avec le dixième 

domaine PDZ de la protéine MUPP1. Cette interaction facilite la phosphorylation du R-5-

HT2 et est sensible à l’application de sérotonine (Parker et al., 2003). Les R-5-HT2A et R-5-

HT2B sont également capables de s’associer à MUPP1 dans une lignée de cellules COS-7 

(Bécamel et al., 2002). 

 

Par ailleurs, les R-5-HT2A et R-5-HT2C interagissent avec la protéine PSD95. Bien 

que ces deux récepteurs à la sérotonine présentent de fortes similarités structurelles, leur 

association avec la protéine PSD95 engendre des actions différentes. Pour le R-5-HT2A, 
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l’interaction de PSD95 avec son domaine PDZ augmente la transduction du signal 

dépendante de ce récepteur et inhibe son internalisation sous l'action d’un agoniste spécifique 

(Xia et al., 2003). En revanche, pour le R-5-HT2C, on observe une augmentation de la 

désensibilisation en présence de PSD95 sans modifier l’efficacité de sa signalisation 

intracellulaire en réponse à la 5-HT (Gavarini et al., 2006). De plus, il a été identifié que pour 

chaque sous-type de R-5-HT2, il existe un ensemble de protéines PDZ distinctes. Par 

exemple, les R-5-HT2C sont associés à des protéines pré-synaptiques tandis que les R-5-

HT2A sont majoritairement associés à des protéines post-synaptiques (Bécamel et al., 2004). 

 

Ces domaines PDZ sont donc importants puisqu’ils permettent de rapprocher deux 

protéines et permettre leur potentielle hétérodimérisation mais sont aussi capables d’affecter 

la signalisation cellulaire et augmenter les cinétiques de transmission du signal.  

 

2. Oligomérisation  

 

De plus en plus d’études montrent que les RCPG forment des complexes oligomères. 

Il existe de nombreuses techniques permettant d’étudier la dimérisation de deux récepteurs 

(Cottet et al., 2012; Lohse et al., 2012). Parmi elles, le BRET (Bioluminescence Resonance 

Energy Transfer) a été utilisé lors de ce travail de thèse et son principe sera détaillé dans la 

partie Résultats.  

La dimérisation (2 récepteurs) ou oligomérisation (3 récepteurs ou plus) de RCPG se 

fait parfois avant d’atteindre la membrane plasmique, dans le réticulum endoplasmique et 

régule alors l’expression à la surface de ces récepteurs. Ce phénomène peut également 

affecter la transduction du signal des récepteurs impliqués dans un oligomère ou dimère ainsi 

que leur processus d’internalisation ou encore leur réponse à des antagonistes/agonistes 

(Grant et al., 2004; Milligan, 2010; Pellissier et al., 2011; Terrillon and Bouvier, 2004; 

Toneatti et al., 2020). 

Ainsi, l’oligomérisation de RCPG complexifie considérablement les mécanismes 

d’actions de ces derniers. Et puisque ce phénomène affecte leur signalisation intracellulaire, 

un déséquilibre entre monomères/hétéromères peut être impliqué dans des pathologies et 

représentent donc des cibles thérapeutiques très intéressantes (Borroto-Escuela et al., 2021). 

Par ailleurs, l’association de deux récepteurs couplés aux protéines G peut être un phénomène 
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dynamique et que, selon les conditions, ces récepteurs peuvent s’associer et se dissocier avec 

des cinétiques différentes (Calebiro and Sungkaworn, 2018; Kasai and Kusumi, 2014). 

Dans cette partie, je présenterai quelques exemples de récepteurs 5-HT formant des 

homodimères et hétérodimères et aborderai leurs caractéristiques fonctionnelles.  

 

a. Homodimère 

 

Un homodimère est un complexe de 2 éléments (ici, deux récepteurs 5-HT) 

identiques. Il a été montré que les R-5-HT1A, 1B, 1D, 4 et 7 sont capables de former des 

homodimères (Berthouze et al., 2005; Claeysen et al., 2013; Xie et al., 1999). A l’exception 

du R-5-HT2B, les récepteurs de la famille des 5-HT2 forment également des homodimères. Il 

est intéressant de noter que les R-5-HT2C peuvent exister sous la forme de monomères, 

homodimères, ou oligomères mais que sous l’action d’antagonistes de ce récepteur, la forme 

monomérique est privilégiée (Herrick-Davis et al., 2005). 

 

b. Hétérodimère 

 

En 1999, Xie et al. montrent pour la première fois la dimérisation de 2 RCPG de types 

différents : le R-5-HT1B et le R-5-HT1D. In vitro, lorsqu’ils sont exprimés seuls, ces 

récepteurs restent sous la forme de monomères ou forment des homodimères. En revanche, 

lorsqu'ils sont co-exprimés, ils forment préférentiellement des hétérodimères (R-5-

HT1B/1D). 

 

Le R-5-HT2A est capable de former un hétérodimère avec le récepteur 

dopaminergique D2 (Albizu et al., 2011; Łukasiewicz et al., 2010). La voie Gαi, activée par 

un agoniste des récepteurs D2, est inhibée en présence de R-5-HT2A, suggérant une 

modulation de la voie Gαi dépendante du D2 par la formation d’hétérodimère R-5-

HT2A/D2 (Borroto-Escuela et al., 2010, 2014, 2021). 

Par ailleurs, en utilisant la méthode de ligation par proximité (qui attestent une 

distance inférieurs à 40 nm entre deux éléments), il a été montré dans le cortex de souris que 

l’injection répétée d'halopéridol augmente le taux d’hétérodimères R-5-HT1A/D2 et un 

traitement de clozapine augmente la présence des hétérodimères D2/5-HT1A et R-5-

HT1A/5-HT2A (Szlachta et al., 2018). 
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En 2008, (González-Maeso et al., 2008)ont identifié pour la première fois le dimère 5-

HT2A-mGluR2 et son implication dans les phénomènes de psychoses. L’activation du R-5-

HT2A induit des courants excitateurs post synaptiques dans la couche V des neurones 

pyramidaux qui sont supprimés si l’on ajoute un agoniste des récepteurs mGluR (Marek et 

al., 2000). Il existe une interaction entre ces deux récepteurs : dans des études de co-

expression des récepteurs 5-HT2A et mGluR2 dans des lignées cellulaires, l’activation du 

récepteur mGluR2 par un agoniste stimule la voie Gαq (couplé au R-5-HT2A) mais pas la 

voie Gai (Baki et al., 2016). Par ailleurs, dans le cortex de souris et dans le cortex préfrontal 

de patients schizophréniques, l’activation de mGluR2 augmente l’affinité du R-5-HT2A pour 

son agoniste alors que l’activation du R-5-HT2A, elle, diminue l’affinité de mGluR2 pour 

son agoniste (González-Maeso et al., 2008).  In vivo, cette interaction est fonctionnelle et 

affecte probablement la réponse comportementale résultant de l’activation du R-5-HT2A 

(Halberstadt et al., 2019). En effet, chez des souris knockout pour mGluR2, les réponses 

cellulaires et comportementales à des drogues hallucinogènes ciblant le R-5-HT2A sont 

abolies. Ces résultats suggèrent donc que les effets dû à des composés hallucinogènes sont 

dépendant du complexe mGluR2/R-5-HT2A et non du R-5-HT2A seul (Moreno et al., 2011).  

 

Le cannabis est une drogue récréative dont la molécule active, le delta 9-

tétrahydrocannabinol ou THC, agit sur le système nerveux en activant les récepteurs 

cannabinoïdes, R-CB1. Ces récepteurs sont exprimés dans des zones cérébrales telles que 

l’hippocampe, l’amygdale et le cortex cérébral qui sont liées à la mémoire, l’apprentissage et 

la régulation des émotions. Ainsi, les consommateurs de cannabis font face à des symptômes 

délétères tels que des effets anxiogènes, des troubles de la mémoire mais aussi positifs tels 

que l’analgésie, des effets neuroprotecteurs et paradoxalement des effets anxiolytiques. Ces 

structures cérébrales expriment également le R-5-HT2A et celui-ci forme un hétérodimère 

avec le R-CB1. Le complexe R-CB1/R-5-HT2A participe aux effets anxiolytiques et 

amnésiques de la THC. Leur expression est augmentée dans l'épithélium olfactif des 

consommateurs chroniques de cannabis et l’usage à long terme induit des effets pro-

hallucinogènes dépendants du R-5-HT2A (Galindo et al., 2018; Ibarra-Lecue et al., 2018; 

Viñals et al., 2015). 

 

Le R-5-HT2C est capable de former des dimères avec le R-5-HT2A et le R-5-HT2B. 

Dans ces dimères, le R-5-HT2C masque le site de liaison des R-5-HT2A et R-HT2B à leurs 

ligands respectifs et inhibe leurs signalisations. En effet, la signalisation Gαq dépendant du 
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R-HT2C devient exclusive (dominante). Par ailleurs, le R-5-HT2A et le R-5-HT2B sont 

capables de s’hétérodimériser, bien que leur association n'affecte pas leurs signalisations 

(production d’IP) respectives (Figure 7) (Moutkine et al., 2017). 

Figure 7 : Effets de la dimérisation des récepteurs 5-HT2 sur la signalisation associée à 

la protéine Gαq (Maroteaux et al., 2019). 

 

Ainsi, la dimérisation affecte les récepteurs impliqués de diverses façons : pour 

certains récepteurs, elle est indispensable à leur expression à la membrane (e.g. R-GABA; 

(Jones et al., 1998; White et al., 1998), elle peut nécessaire à la liaison du ligand va entraîner 

une signalisation unique (Waldhoer et al., 2005). Pour d’autres récepteurs, la stimulation par 

un ligand suffit à induire l’internalisation des deux protomères d’un dimère (Xu et al., 2003) 

ou au contraire, les maintenir à la membrane plasmique malgré la liaison au ligand (Terrillon 

and Bouvier, 2004). L’oligomérisation de RCPG est donc un phénomène apportant un 

nouveau champ de recherche et fait l’objet d’un des axes de mes travaux de recherche 

(Article 2). 
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A. Généralités 

 

Figure 8 : Structure du récepteur 5-HT1A. 

 

Dépourvu d’introns, le gène du récepteur 5-HT1A (R-5-HT1A) a été cloné pour la 

première fois en 1987 à partir des gènes de rat et de souris qui présentent environ 90% 

d’homologie avec le gène du R-5-HT1A humain. Chez la souris, le gène est localisé au 

niveau du chromosome 13 et chez l’humain, au niveau du chromosome 5 (5q11.2–q13) 

(Barnes and Sharp, 1999). 

Il est composé de 7 domaines transmembranaires avec 3 boucles intracellulaires, 

contenant 3 sites de phosphorylation et 3 boucles extracellulaires, contenant 3 sites de N-

glycosylation (Figure 8) (Olivier et al., 1999). 

Le R-5-HT1A est couplé à la protéine Gαi/o et, en tant qu’autorécepteur des neurones 

5-HT, il régule négativement leur activité en inhibant la voie de l'adénylate cyclase (AC) et 

active l’ouverture des canaux potassiques de rectification entrante, GIRK, favorisant ainsi 

l’hyperpolarisation des neurones (Colino and Halliwell, 1987).  
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B. Distribution 

 

Du fait de la découverte très tôt d'agonistes spécifiques permettant d’analyser ses 

caractéristiques pharmacologiques, le R-5-HT1A est l’un des récepteurs à la sérotonine les 

plus étudiés (Gozlan et al., 1983). La production, plus tard, d’un anticorps dirigé contre le R-

5-HT1A a permis d’observer sa distribution dans le cerveau et au niveau cellulaire (Gérard et 

al., 1994; el Mestikawy et al., 1990), corrélant ainsi les sites de liaison révélés par l’utilisation 

de ligands tritié et l’expression de la protéine (Figure 9) (Lanfumey and Hamon, 2000). 

 

 

Figure 9 : Expression du R-5-HT1A observée par autoradiographie via la liaison 

spécifique du [3H]8-OH-DPAT et du [
3
H]WAY 100635 (Lanfumey and Hamon, 2000). 
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Ainsi, le R-5-HT1A est fortement exprimé dans les régions limbiques du cerveau, 

mais également dans l’hippocampe, le cortex entorhinal, le cortex préfrontal, l’hypothalamus, 

l’amygdale, le cortex piriforme, le colliculus supérieur et le thalamus (Albert et al., 1990; 

Gérard et al., 1994; Pompeiano et al., 1992; Riad et al., 2000). Le R-5-HT1A est également 

localisé au niveau somatodendritique des neurones 5-HT des noyaux du raphé où il exerce un 

rôle d’autorécepteur négatif (Sprouse and Aghajanian, 1988). 

 

C. Signalisation  

 

 

Figure 10 : Les différentes voies de signalisation attribuées au R-5-HT1A. La voie 

canonique du R-5-HT1A est la stimulation de l’adénylate cyclase par la protéine Gai, ce qui 

induit une diminution du taux d’AMPc cytoplasmique (Masson et al.).  
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Voie de l’adénylate cyclase 

 

La voie canonique de couplage du R-5-HT1A est celle de l’adénylate cyclase. Étant 

couplé à la protéine Gai l’activation de ce récepteur diminue l’activité de l’adénylate cyclase 

ce qui contribue à réduire le taux d’AMPc et l’activité de la protéine kinase A (PKA) (Figure 

10).  

Des études ont montré que cet effet est retrouvé dans des cellules HeLa transfectées 

avec le gène codant pour le R-5-HT1A (Lanfumey and Hamon, 2000), dans des cultures de 

neurones hippocampiques et corticaux (Dumuis et al., 1988; Sprouse and Aghajanian, 1988) 

mais pas dans les neurones du raphé dorsal (Clarke et al., 1996). Cette différence d’activité 

entre R-5-HT1A en tant qu’autorécepteur et hétérorécepteur peut être expliquée par une 

différence de couplage. En effet, dans le noyau du raphé dorsal, le R-5-HT1A se couple 

préférentiellement avec la protéine Giα3 et à la protéine Gαo dans l’hippocampe (Mannoury 

la Cour et al., 2006). 

 

Voie de la phospholipase C 

 

Bien moins efficace que l’inhibition de l’AC, dans des lignées cellulaires, la 

stimulation du R-5-HT1A contribue à l’activation de la phospholipase C (PLC) et donc 

l’hydrolyse du PIP2. Ce couplage a également été observé dans des cultures de cellules non 

différenciées de raphé et d’hippocampe et de manière indirecte, dans le cortex préfrontal. En 

effet, l’activation de la CAMKII (protéine kinase Ca2+/calmoduline-dépendante) dans cette 

région du cerveau semble passer par la voie R-5-HT1A/Gαi/PLCβ (Purkayastha et al., 2012). 

 

Voie des courants ioniques 

 

La signalisation du R-5-HT1A est également liée à la régulation de l’activité de 

certains canaux ioniques. En effet, l’activation du R-5-HT1A inhibe les courants potassiques 

rectifiant activés par les protéines G ou GIRK (G-protein activated inwardly rectifying K+ 

currents). Cette régulation est présente tant pour les hétérorécepteurs que les autorécepteurs. 

Chez les souris dépourvues de la protéine GIRK2, le couplage du R-5-HT1A aux courant 

potassiques est totalement aboli dans l’hippocampe (Lüscher et al., 1997) et réduit dans le 

raphé (Llamosas et al., 2015, 2017; Montalbano et al., 2015). De plus, un traitement 

chronique aux glucocorticoïdes entraîne une diminution de l’expression des canaux GIRK2 
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dans le raphé, corrélé à une diminution d’inhibition 5-HT1A-dépendante de l’activité des 

neurones 5-HT. 

 

L’activation des R-5-HT1A module également les courants calciques via les canaux 

calciques voltage dépendants (Penington and Kelly, 1990) de type N (Bayliss et al., 1997; 

Koike et al., 1994) et de type L (Cardenas et al., 1997; Ehlinger and Commons, 2019) en les 

inhibant. Dans une lignée de cellules F11, la désensibilisation du R-5-HT1A est dépendante 

des taux de calcium intracellulaires, de la PKC dans ces cellules (Wu et al., 2013) et de la 

PKA dans le raphé (Yao et al., 2010), ce qui suggère un recrutement d’effecteurs différents 

dépendants de l’environnement du R-5-HT1A. 

 

Voie ERK 

 

Le R-5-HT1A agit également sur la voie des MAPK. Cette voie, composée de 

sérine/thréonine kinases, est impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que 

la différenciation cellulaire, la prolifération, l’apoptose, la potentialisation à long terme, etc. 

Cependant, les conséquences diffèrent d’un tissu à l’autre, d’une lignée cellulaire à l’autre. 

Alors que la stimulation du R-5-HT1A diminue les taux de phospho-ERK dans l’hippocampe 

mais pas dans le cortex de rat, l’application d’agoniste du R-5-HT1A augmente les taux de 

ERK phosphorylé dans le noyau paraventriculaire et le noyau du raphé dorsal (Sullivan et al., 

2005). Cependant, in vitro, des études montrent dans des cultures de lignée d’hippocampe et 

de raphé, que la stimulation du R-5-HT1A inhibe (Kushwaha and Albert, 2005) et stimule 

pERK1/2 (Adayev et al., 1999), respectivement. Il semblerait donc qu’il existe une régulation 

de la voie ERK par le R-5-HT1A spécifique d’une région cérébrale donnée (Buritova et al., 

2009). 

 

Une modulation de la signalisation glutamatergique peut également être induite par 

l’activité du R-5-HT1A et ses effecteurs. Indirectement, via la CaMKII et la voie ERK, la 

stimulation du R-5-HT1A dans le cortex préfrontal et le cortex auditif conduit à une 

diminution des courants ioniques des R-NMDA et réduit l’expression à la surface 

membranaire de la sous-unité NR2B (Yuen et al., 2005). Cette action passe par l’inhibition de 

l’activité ERK, ce qui conduit à une diminution de la phosphorylation de MAP2, de 

l’interaction MAP2/microtubule et de la stabilité des microtubules. Ces effets sont 
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contrecarrés par l’activation des R-5-HT2A qui recrutent la bêta arrestine, empêchant ainsi le 

R-5-HT1A d’exercer son action sur la voie ERK (Yuen et al., 2008). 

 

D. Régulations du gène Htr1a 

 

Dans les cellules neuronales, le gène du R-5-HT1A, Htr1a, est réprimé par Freud-1 et 

Freud-2, puisque l'inhibition de ces deux protéines par l’utilisation d’un siRNA augmente 

l’expression neuronale des R-5-HT-1A. Dans les neurones du raphé, le R-5-HT1A est 

exprimé avec Freud-1 exclusivement, tandis que dans les régions cibles des neurones 5-HT, 

Freud-1 et Freud-2 sont co-exprimés avec les R-5-HT1A (Luckhart et al., 2016; Philippe et 

al., 2018). Chez les souris knockout pour le gène de Freud-1 exclusivement dans les neurones 

5-HT, on observe une augmentation de l’expression du R-5-HT1A provoquant une 

diminution des taux de 5-HT dans le raphé. D’un point de vue comportemental, ces souris 

knockout développent un phénotype anxieux et dépressif (Vahid-Ansari et al., 2017). Par 

ailleurs, des études récentes montrent que chez l’humain, mais pas chez la souris, la région 

3’UTR du gène du R-5-HT1A présente des sites d’épissage alternatif conduisant à 3 

isoformes d’ARNm qui diffèrent dans leurs demi-vies, stabilités et propriétés de traduction 

(Le François et al., 2018). 

 

L’expression du gène Htr1a est également modulée par le polymorphisme C(-1019)G 

(rs6295) situé dans la région promoteur du gène. Ce polymorphisme modifie l’expression du 

gène Htr1a différemment selon la région cérébrale et est reconnu par les facteurs de 

transcriptions Deaf1 et les protéines Hes1 et Hes5. En conditions normales, ces effecteurs 

vont réprimer l’expression du gène Htr1a, alors que le polymorphisme rs6295 va limiter leur 

interaction et donc favoriser l’expression de la protéine. Chez l’humain, ce polymorphisme 

est associé à des troubles dépressifs majeurs, une résistance à un traitement d’ISRS, une 

augmentation du volume de l’hippocampe (Phillips et al., 2015) et une augmentation de la 

réponse aversive dans l'amygdale (Selvaraj et al., 2015); tous ces troubles étant liés à une 

modulation de l’expression de l’autorécepteur 5-HT1A (pour revue (Albert, 2012; Albert et 

al., 2019; Nautiyal and Hen, 2017). 

Ces résultats complexifient d’autant plus le rôle du R-5-HT1A dans la régulation du 

système 5-HT et de ses régions cibles. 
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E. Interactions du R-5-HT1A 

 

Dimérisation des récepteurs 5-HT1A/7 

 

En plus de former chacun des homodimères, le R-5-HT1A s’associe avec le R-5-HT7 

pour former un hétérodimère. Étudiée par FRET, cette interaction a pour conséquence 

d’inhiber l’activation de la protéine Gαi médiée par le R-5-HT1A sans affecter la 

signalisation Gαs du R-5-HT7. De plus, la dimérisation empêche le R-5-HT1A d’activer les 

GIRK, un effet médié par la protéine Gβγ du R-5-HT1A. Son internalisation et sa capacité à 

activer la MAP kinase sont également affectées, ce qui suggère un rôle de 

l’hétérodimérisation dans le développement et le maintien de troubles dépressifs (Prasad et 

al., 2019; Renner et al., 2012). Ce dimère est donc la cible de nouveaux antidépresseurs (Gu 

et al., 2018). Des études post-mortem par tomographie par émission de positons (PET) ont 

mis en évidence chez des patients dépressifs une augmentation du taux de R-5-HT1A 

présynaptique alors que le taux de R-5-HT1A post-synaptique est réduit par rapport à des 

patients non-dépressifs (Hsiung et al., 2003; López-Figueroa et al., 2004). Par ailleurs, le taux 

de R-5-HT7 varie également selon les conditions : alors qu’un stress chronique augmente le 

taux de R-5-HT7 dans l’hippocampe, un traitement chronique aux antidépresseurs inhibe son 

expression (Li et al., 2009). Ainsi, selon les conditions (physiologiques ou pathologiques), 

l’expression des R-5-HT1A et R-5-HT7 est capable d’être modifiée, de même que leur 

capacité à se dimériser (Naumenko et al., 2014). 

 

Dimérisation des récepteurs 5-HT1A/2A 

 

Comme mentionné dans le chapitre II, les R-5-HT1A et R-5-HT2A forment un 

complexe, que l’on retrouve majoritairement dans les cellules pyramidales des régions CA1, 

CA2 et CA3 de l’hippocampe. Ces résultats ont été obtenus sur coupes de cerveaux fixés par 

essai de ligature de proximité (ou "proximity ligation assay”, PLA) , une méthode permettant 

d’identifier deux protéines à un distance inférieure à 40 nm. Puis leur dimérisation a été 

confirmée dans des cellules HEK293T par BRET. Il est intéressant de noter que ces deux 

récepteurs, bien qu'exprimés dans les mêmes neurones, ne forment pas majoritairement de 

dimères dans d’autres régions cérébrales (où on les retrouve sous forme monomérique ou 

homodimérique). Le dimère R-5-HT1A/2A est dynamique et répond aux stimulations 
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extérieures. En effet, 24h après une session de test de nage forcée, on observe une diminution 

significative du nombre de complexes R-5-HT1A/R-5-HT2A dans les régions CA1 et CA2 de 

l’hippocampe. Par ailleurs, la dimérisation de ces récepteurs a également été démontrée par 

PLA dans le cortex préfrontal (Szlachta et al., 2018). Il y existe une modulation de l'activité 

de ces deux récepteurs l’un par l’autre dans le cortex préfrontal, où l’on retrouve 80% de 

colocalisation (Amargós-Bosch et al., 2004). D’un point de vue fonctionnelle, il a été montré 

via des expériences de compétitions par ligand radioactif sur des préparations de membranes 

hippocampiques que la stimulation du R-5-HT2A par un agoniste diminue l’affinité du R-5-

HT1A pour son agoniste. En tant qu’hétérodimère, on a donc une modulation inhibitrice du 

R-5-HT2A sur la capacité de liaison du R-5-HT1A à son ligand (Borroto-Escuela et al., 

2017a). 

 

Dimérisation des récepteurs FGFR1/5-HT1A 

 

Le R-5-HT1A est également capable de s’associer au récepteur FGFR-1, un récepteur 

à activité tyrosine kinase. Ce complexe est détecté par PLA dans l’hippocampe et au niveau 

du raphé dorsal ainsi que dans une culture primaire de neurones hippocampiques et par BRET 

dans lignée de cellules HEK293T. La co-stimulation par un agoniste de chacun des 

composants de ce dimère induit des réponses de types antidépressifs durant le test de nage 

forcée. De plus, la stimulation du R-5-HT1A seule induit la phosphorylation du FGFR-1 

médiée par le facteur Src et augmente le taux de ce dimère. L’activation simultanée des deux 

récepteurs induit un effet synergique sur la signalisation intracellulaire caractérisée par une 

augmentation de pERK supérieure par rapport à la stimulation d’un des deux récepteurs. 

Enfin, il a été proposé que ce dimère joue un rôle dans plasticité synaptique dans 

l’hippocampe et les états dépressifs (Borroto-Escuela et al., 2012, 2017b, 2018).  

 

F. Récepteur 5-HT1A : auto- vs hétérorécepteur  

 

Depuis de nombreuses années, il est admis qu’un dysfonctionnement de l’expression 

ou de l’activité du R-5-HT1A est corrélé avec des troubles anxieux et/ou dépressifs (Savitz et 

al., 2009). L’implication du R-5-HT1A en tant qu’auto-récepteurs versus hétérorécepteurs 

dans les pathologies psychiatriques telles que la dépression ou l’anxiété a longuement été 
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investiguée. Dans cette partie, j’aborderai les différentes études visant à comprendre 

l’implication de l’un ou de l’autre dans des modèles murins. 

1. Implications dans les troubles anxieux et dépressifs 

 

En utilisant un modèle de souris de répression transitoire de l’autorécepteur R-5-

HT1A (système Tet on/Tet off), il a été montré que la répression de l’expression du R-5-

HT1A dans les neurones 5-HT de P14 à P30 (correspondant à la période “adolescente”) 

induit une augmentation à long terme de l'anxiété mais ne modifie pas l'adaptativité de ces 

souris au stress. Ces résultats suggèrent que le R-5-HT1A exerce un rôle important dans la 

régulation de l’anxiété au cours du développement. De plus, l’inactivation post-natale des 

auto-R-5-HT1A durant une courte période de temps est suffisante pour modifier de manière 

durable les propriétés électrophysiologiques des neurones du raphé (une augmentation de 

l’excitabilité, une dépolarisation du potentiel de repos membranaire et une augmentation de la 

résistance membranaire) (Donaldson et al., 2014).  

Un autre modèle de souris knockout pour le R-5-HT1A spécifiquement dans les 

neurones 5-HT (Tamoxifen-dependant Cre/lox system) mais cette fois-ci où l’expression du 

gène du R-5-HT1A est abolie à l’âge adulte (souris 1AcKO) a été étudié. Alors qu’un 

traitement chronique d’ISRS n’induit aucune différence chez les souris contrôles dans le test 

d’hypophagie induite par la nouveauté ou NSF (“Novelty-Suppressed Feeding”), chez les 

souris 1AcKO, on observe une augmentation de l’anxiété qui se traduit par une augmentation 

significative de la latence à se nourrir. Ceci pourrait être dû à une hyperactivité du système 5-

HT stimulée par le traitement de ISRS et dépourvue de feedback inhibiteur chez ce modèle de 

souris. 

De plus, dans le test du labyrinthe surélevé, le traitement à la fluoxétine induit une 

diminution du temps passé dans les bras ouverts (zones anxiogènes) chez les souris 1AcKO 

mais pas chez les souris contrôles (Donaldson et al., 2014). Ces résultats impliquent un effet 

anxiogène d’un traitement aux ISRS chez les souris n’exprimant plus l’autorécepteur 5-

HT1A à l'âge adulte (Turcotte-Cardin et al., 2019) .  

La délétion du R-5-HT1A durant toute la vie de l’animal en tant qu’auto- (souris auto-

KO) ou hétérorécepteur (souris hétéro-KO) a été évalué (conditional Tet on system). Un 

troisième modèle est utilisé où l’hétérorécepteur 1A est délété à l’âge adulte (adulte hétéro-

KO). Chez les souris auto-KO, la délétion du R-5-HT1A dans les neurones 5-HT entraîne une 

augmentation significative du taux basal de 5-HT extracellulaire dans le cortex mais pas dans 
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l’hippocampe. Des tests comportementaux permettant d’évaluer l’état anxieux de ces 

différents modèles de souris ont permis de montrer que la modulation de l’expression de 

l’autorécepteur 5-HT1A est nécessaire et suffisant à l’établissement d’un état anxieux 

contrairement aux hétérorécepteurs (Richardson-Jones et al., 2010, 2011). 

 

 

Figure 11 : Rôle différentiel des auto- vs hétérorécepteurs 5-HT1A sur le phénotype 

anxieux et dépressif chez la souris (Sałaciak and Pytka, 2021) 

  

Ainsi, l’ensemble de ces études montrent les rôles dichotomiques des auto- vs 

hétérorécepteurs 5-HT1A dans le phénotype de type dépressif et anxieux et soulignent leur 

rôle important dans dans les traitements ciblant ces troubles (Figure 11).  

 

2. Hypothèses du rôle des R-5-HT1A dans le mode d'action des ISRS 

 

Une des limitations de la prise d’antidépresseurs de type ISRS chez l’humain est le 

délai entre le début du traitement et l’amélioration visible des symptômes. De plus, durant cet 

intervalle de temps, on reporte souvent une aggravation des symptômes dépressifs, dont une 

augmentation des pensées suicidaires. Une des hypothèses de la littérature est d’attribuer cet 

effet à l’internalisation progressive de l’autorécepteur 5-HT1A. En effet, en bloquant la 

recapture de la sérotonine, celle-ci s’accumule dans le milieu extracellulaire prolongeant son 

effet sur les récepteurs à la 5-HT avoisinants. Un de ces récepteurs est le R-5-HT1A présent 

sur les neurones 5-HT et sa stimulation produit une diminution de la fréquence de décharge 

de ces mêmes neurones. Au cours du temps, contrairement au R-5-HT1A post-synaptique, le 

R-5-HT1A pré-synaptique est désensibilisé et internalisé; diminuant ainsi le feedback négatif 
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sur la fréquence de décharge des neurones 5-HT (Popa et al., 2010). L’application de 

l’agoniste spécifique du R-5-HT1A, le 8-OH-DPAT ou une application unqiue de fluoxétine 

(ISRS) va induire l’internalisation de l’autorécepteur ; ce qui n’est pas observé pour les 

hétérorécepteurs. Il a été montré par ailleurs que l’association d'ISRS et de pindolol, qui 

inhibe préférentiellement les R-5-HT1A présynaptique, diminue la latence des effets des 

ISRS (Martinez et al., 2000). La suppression locale de l’autorécepteur via un siRNA ou 

l’ablation génétique du R-5-HT1A (souris knockout) provoque une augmentation de la 

capacité des neurones 5-HT à libérer de la 5-HT et ainsi que des réponses de type 

antidépressives (Bortolozzi et al., 2012; Guilloux et al., 2011). Ces résultats suggèrent que 

l’internalisation du 5-HT1A pré-synaptique favoriserait l’apparition des effets antidépresseurs 

des ISRS. 

Cependant ce phénomène n'explique pas la totalité des effets apparaissant à la suite de 

l'application d'un inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine. Il a été observé qu’après 

2h et jusqu'à 3 jours de traitements à la fluoxétine, le nombre de décharges spontanées et le 

taux moyen de décharges des neurones 5-HT sont effectivement réduits par rapport au 

contrôle; indiquant une augmentation du feedback inhibiteur sur les neurones 5-HT; après 7 

jours, seul le taux moyen de décharge est significativement différent. Cependant, à 14 et 21 

jours de traitement, aucune différence significative avec le contrôle n’est observée dans les 

paramètres électrophysiologiques étudiés. Ceux-ci sont similaires à ceux des souris sauvages. 

Ces résultats suggèrent qu’après 14 jours de traitement, il existe une compensation au sein du 

système 5-HT permettant de retrouver des paramètres physiologiques de l’activité des 

neurones 5-HT et que la désensibilisation des R-5-HT1A ne signifie pas nécessairement une 

augmentation significative de l’activité des neurones 5-HT par rapport à une situation 

contrôle (Babb et al., 2018; Czachura and Rasmussen, 2000). Il a été suggéré que, suite à un 

traitement chronique d’antidépresseurs de type ISRS, cela est plutôt dû à une augmentation 

de la stimulation des neurones 5-HT par les fibres glutamatergiques innervant le raphé dorsal 

(Berman et al., 2000; Commons and Linnros, 2019; Geddes et al., 2015), induisant ainsi une 

stimulation accrue du système 5-HT dont l’hypofonction serait étroitement liée au trouble 

dépressif.  

De plus, le taux de feedback inhibiteur sur les neurones 5-HT ne dépend pas du 

niveau de sensibilité des R-5-HT1A. En effet, en mesurant le taux de décharge des neurones 

5-HT sur tranche de cerveaux de souris TPH2
-/-

 et SERT
-/-

 (altérations génétiques de la 
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production de 5-HT et de la recapture de la 5-HT, respectivement), (Gutknecht et al., 2012) 

observent que la capacité d’autoinhibition via le R-5-HT1A n’est pas modifiée chez ces 

souris, malgré une modification de la sensibilité des neurones 5-HT à l’agoniste du R-5-

HT1A. Ces résultats suggèrent la participation d’un mécanisme adaptatif autre que le 

feedback dépendant des R-5-HT1A. 

Par ailleurs, un traitement chronique avec de la fluoxétine induit l’internalisation du 

SERT d’une part et diminue son expression à la membrane d’autre part, ce qui suggère que 

celui-ci est dégradé et non recyclé (Descarries and Riad, 2012). Ceci pourrait participer à 

l’adaptation du système 5-HT à une élévation de la 5-HT extracellulaire lors d’un traitement 

chronique aux ISRS, en parallèle de la désensibilisation des R-5-HT1A. 

 

A ce jour, le rôle du R-5-HT1A n’est pas totalement compris (Andrade et al., 2015). 

Son expression différentielle (auto- versus hétérorécepteurs), ses différents partenaires 

protéiques dépendants de l’environnement cellulaire (e.g. Freud-1/2), la diversité de sa 

signalisation, ainsi que la limitation des techniques et outils expérimentaux accessibles 

aujourd’hui rendent la compréhension de ses mécanismes d’action difficile. En tant qu’acteur 

majeur de la régulation de l’activité des neurones 5-HT, l’un des objectifs de mon travail de 

thèse est donc de comprendre un aspect du mode de fonctionnement du R-5-HT1A dans un 

contexte donné. 
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A. Généralités et structure 

 

D’abord identifié dans le fundus chez le rat (Duxon et al., 1997), le R-5-HT2B est mis 

en évidence chez la souris et l’humain par clonage moléculaire. Le gène du R-5-HT2B (gène 

Htr2b) est situé sur le chromosome 2 dans le locus 2q36.3-2q37.1 chez l’humain (Horton et 

al., 1996; Le Coniat et al., 1996) et sur le chromosome 1 chez la souris. 

Comme tous RCPG, le R-5-HT2B est composé de 7 domaines transmembranaires 

avec une partie N-ter extracellulaire, une partie C-ter intracellulaire, 3 boucles intracellulaires 

et 3 boucles extracellulaires. Contribuant à réguler son activité et son expression, on retrouve 

dans sa séquence d’acides aminés des sites de glycosylation, de palmitoylation et un pont 

disulfure (Figure 12). Comme d’autres récepteurs à la 5-HT, le R-5-HT2B contient sur sa 

partie C-ter un domaine de liaison au domaine PDZ et est capable de s’associer à des 

protéines PDZ pour créer des microdomaines protéiques au niveau membranaire (Manivet et 

al., 2000). 

 

Figure 12 : Topologie du R-5-HT2B humain. 
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B. Distribution 

 

Il a été montré par immunohistochimie que le R-5-HT2B est exprimé dans l’intestin, 

les poumons, le myocarde ainsi que dans le SNC. Durant le développement embyronnaire, on 

observe un pic d’expression au jour E8.5 (Choi et al., 1997). Dans le cerveau, on retrouve du 

marquage positif principalement au niveau du cervelet mais aussi de l’hippocampe (Choi and 

Maroteaux, 1996). Plus tard, en utilisant la technique d’hybridation in situ, il a été possible de 

confirmer l’expression du R-5-HT2B dans divers régions cérébrales telles que l’hippocampe, 

l’amygdale, le cervelet, le cortex, l’hypothalamus, la VTA, le noyau paraventriculaire, le 

locus coeruleus, l'habenula ainsi que les noyaux du raphé dorsal (Figure 13) (Bonaventure et 

al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Détection de l’ARN messager du R-5-HT2B chez la souris (Bonaventure et 

al., 2002). 

 

Par qPCR sur des extraits de cerveau humain, on observe une expression élevée du 

gène Htr2b au niveau du cervelet, des lobes occipital, frontal et pariétal et, à plus faible 

niveau, dans le Nacc, l’hippocampe et le thalamus (Bevilacqua et al., 2010). Il s’agit du 

principal récepteur à la sérotonine exprimé par les microglies (Kolodziejczak et al., 2015), 

mais il est également exprimé par quelques neurones dopaminergiques (Diaz et al., 2012). 

Même si peu exprimé en comparaison à d’autres récepteurs à la sérotonine, la 

distribution du R-5-HT2B dans le SNC suggère qu’il module diverses fonctions 

physiologiques tels que la locomotion (cervelet), l’aversion/peur (amygdale), la prise de 

nourriture (hypothalamus), la mémoire (hippocampe) et l’immunité du SNC (microglie). 
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Mais à ce jour, il existe peu d’études investiguant son rôle dans des états physiologiques ou 

pathologiques du SNC. 

C. Signalisation 

 

Les R-5-HT2B sont couplés aux protéines Gαq ou Gα11/13 qui activent la PLC. Cette 

enzyme catalyse l’hydrolyse du PIP2 en IP3 et en DAG. L’IP3 va provoquer le relargage de 

calcium intracellulaire tandis que le DAG active la PKC qui, en agissant sur les canaux 

calciques de types L, induit une entrée de calcium depuis le milieu extracellulaire. Ces deux 

seconds messagers (IP3 et DAG) vont, par exemple, moduler la prolifération cellulaire et un 

nombre important d’autres fonctions cellulaires régulées par la voie ERK. C’est la voie 

canonique attribuée au R-5-HT2B. Cependant, l’activation de ce récepteur peut avoir 

différentes signalisations selon le type cellulaires dont quelques exemples sont décrits ci-

dessous afin de mettre en évidence la diversité d’actions du R-5-HT2B (Figure 14). 

 

Dans une culture primaire d’hépatocytes, l’activation de la voie Gαq/PLC et 

PI3K/ERK/mTOR résultant de la stimulation du R-5-HT2B module la prolifération cellulaire 

(Naito et al., 2016). Par ailleurs, le R-5-HT2B est capable de moduler, via la voie 5-HT2B-

Gαq/11-PLCβ-PKCε, la fonction du récepteur TRPV1, un récepteur impliqué dans 

l’hyperalgésie et la nociception thermique (Caterina et al., 2000; Su et al., 2016). De plus, la 

stimulation des R-5-HT2B active la voie NOS et donc l’accumulation du GMP cyclique 

grâce à la NO synthase (NOS) via le motif PDZ VSYI (Manivet et al., 2000; Nebigil et al., 

2001a). La modulation de l’activation de la NOS passe par ailleurs par le couplage Gα13 du 

R-5-HT2B, ce qui induirait des phosphorylations sur le SERT, affectant son activité. 

 

Dans une lignée de cellule 1C11 qui a la capacité de se différencier en cellules 

neuronales 5-HT, le R-5-HT2B est capable de réguler la phosphorylation du transporteur à la 

sérotonine et son interaction avec les ISRS via la PKC (Launay et al., 2006); ce qui suggère 

un rôle du R-5-HT2B dans la modulation de l’action de ce sous-types d’antidépresseurs. Dans 

cette même lignée cellulaire, il a été montré que le R-5-HT2B est capable d’induire la 

libération d’acide arachidonique (AA) dépendante de la stimulation de la phospholipase A2. 

L’activation de cette voie de signalisation est capable d’inhiber la signalisation des R-5-
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HT1B/1D (Tournois et al., 1998); ce dimère étant fortement associé au développement de 

migraines.  

 

Figure 14 : Les différentes voies de signalisation associées au R-5-HT2B du système 

nerveux central et périphérique (Masson et al.). 

 

D. Partenaires protéiques du R-5-HT2B 

 

Dans le monde biologique, les protéines membranaires tendent à se regrouper et 

former des complexes ou “clusters” (voir chapitre II) plutôt que de diffuser librement au 

niveau de la membrane plasmique. Cette organisation de plusieurs protéines (membranaire 

et/ou intracellulaire) est plus avantageuse d’un point de vue biophysique puisqu’elle permet 

dans certains cas d’augmenter l’efficacité d’un signal, d’assurer sa spécificité et sa sensibilité 

(Liu and Fuentes, 2019). C’est le cas du R-5-HT2B qui compte plusieurs partenaires 

protéiques selon le modèle biologique. Etudier les différentes signalisations qui peuvent leur 

être associées permet de mieux comprendre les résultats de nouvelles investigations, comme 

dans ce travail de thèse, par exemple. 
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AT1 et R-5-HT2B receptors 

 

AT1 est un récepteur à l’angiotensine II et est couplé à la protéine Gαq, comme le R-

5-HT2B. D’un point de vue fonctionnel, le blocage pharmacologique ou l’ablation génétique 

du R-5-HT2B est suffisante pour inhiber la libération de cytokines dépendante de 

l’angiotensine II dans les fibroblastes cardiaques. Les mêmes résultats sont observés chez les 

souris n’exprimant pas le récepteur à l’angiotensine II, ce qui suggère une coopération entre 

ces deux récepteurs. De plus, il a été observé par immunohistochimie et microscopie 

confocale que les récepteurs AT1 et 5-HT2B colocalisent dans une culture primaire de 

fibroblaste cardiaque de rats nouveau-nés, ce qui suggèrent une hétérodimérisation. Cette 

hypothèse a ensuite été confirmée par co-immunoprécipitation dans ce même modèle 

cellulaire (Jaffré et al., 2009). 

 

R-5-HT1B/5-HT2B 

 

L’interaction entre 2 récepteurs membranaires ne se fait pas nécessairement via une 

interaction physique. La modulation d’un récepteur par un autre (et vice versa) peut se faire 

via des mécanismes intracellulaires et, un moyen de réguler la transmission du signal est la 

désensibilisation et l'internalisation du récepteur.  

C’est le cas pour les récepteurs 5-HT1B et 5-HT2B. Des études par surexpression des 

deux récepteurs seuls ou co-exprimés dans une lignée cellulaire de fibroblaste murin (LMTK) 

ont permis de montrer que ces deux récepteurs ne colocalisent pas mais affectent leur 

processus d’internalisation respectifs. En effet, la stimulation du R-5-HT1B induit 

l’internalisation du R-5-HT2B dans la condition de co-expression, alors que la stimulation du 

R-5-HT2B n’a pas d’effet sur l'internalisation du R-5-HT1B mais augmente sa cinétique. 

Alors que la demi-vie du R-5-HT2B est d’environ 23 minutes après stimulation à la 5-HT 

lorsqu’il est exprimé seul, celle-ci diminue à environ 4 minutes en condition de co-expression 

avec le R-5-HT1B. L’internalisation du R-5-HT1B, elle, n’est pas affectée par la présence du 

R-5-HT2B suite à une stimulation avec de la 5-HT mais est trois fois plus rapide après 

stimulation avec un agoniste spécifique du R-5-HT1B. La présence et la stimulation du R-5-

HT1B est suffisante pour accélérer d’un facteur cinq l’internalisation du R-5-HT2B. 

Exprimés seuls, ces deux récepteurs utilisent deux mécanismes d’internalisation 

distincts : la caveolin-1 pour le R-5-HT1B et la clathrin pour le R-5-HT2B. En condition de 
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co-expression, l’internalisation du R-5-HT1B devient indépendante de la caveolin 1 et 

dépend alors de la signalisation PKC induite par la stimulation du R-5-HT2B.  

Ces résultats montrent que, sans interaction directe, physique, les R-5-HT1B et R-5-

HT2B sont capables de moduler leur cinétique d’internalisation réciproque dépendante de la 

stimulation à la 5-HT ou à des agonistes spécifiques (Janoshazi et al., 2007).  

E. Implication physiologiques et pathologiques du R-5-HT2B  

Comme mentionné dans la partie B., le R-5-HT2B est exprimé dans le SNC et en 

périphérie où il est impliqué dans divers processus physiologiques. Par exemple, en 

périphérie, le R-5-HT2B est nécessaire au développement du cœur et que son ablation 

génétique chez les souris Htr2b
-/-

 induit une mortalité de 30% des souris. Les souris qui 

survivent à la première semaine post-natale ont des problèmes cardiaques avec notamment 

une diminution de la masse du cœur due à un défaut de prolifération des cardiomyocytes 

(Nebigil et al., 2000, 2001b). La contribution du R-5-HT2B dans la fonction cardiaque est 

donc un élément important à prendre en compte lors du développement de traitements ciblant 

ce récepteur. En effet, dans les années 80, le dexfenfluramine (DF) a été commercialisé pour 

ses propriétés anorexigènes afin de lutter contre l'obésité. Cependant, cette drogue agit via le 

transporteur à la sérotonine ce qui augmente la libération de sérotonine extracellulaire. 

Beaucoup d’effets secondaires lui sont attribués dont des effets sur le cœur (valvulopathies et 

hypertension pulmonaire) médiés par le R-5-HT2B (Banas et al., 2011), ce qui a conduit à 

l’arrêt de sa commercialisation.  

Dans cette partie, je m'intéresserai plus particulièrement au rôle du R-5-HT2B dans le 

SNC et plus particulièrement en lien avec la modulation de l’activité des neurones 5-HT.  

1. Altérations du gène Htr2b chez l’humain 

Les variations d’expression de la protéine du R-5-HT2B ou de son activité sont 

susceptibles d’altérer le développement cérébral ou encore les réponses comportementales 

(Lin et al., 2004). En effet, un polymorphisme spécifique du gène Htr2b, le Q20*, est corrélé 

à des comportements impulsifs dans une population finlandaise. Ce polymorphisme est 

caractérisé par un codon stop présent au début de la séquence du gène conduisant à une perte 

d’expression du R-5-HT2B chez ces individus (Bevilacqua et al., 2010). Cette mutation est 

plus fréquemment observée dans une population d’individus liés à des crimes avec 
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comportement agressif et qui présentent une augmentation du taux de testostérone dans le 

fluide cérébrospinal. Cette population présente principalement une augmentation du 

comportement agressif après consommation d’alcool (Tikkanen et al., 2015) et 70% des 

porteurs de cette mutation de l'étude présentent un comportement impulsif suicidaire. Le R-5-

HT2B est également connu pour affecter la réponse comportementale des individus sous 

cannabis. En effet, un polymorphisme du gène Htr2b est associé positivement à 

l’augmentation de l'agressivité consécutive à l’usage de cannabis (Montalvo-Ortiz et al., 

2018). De plus, une étude récente a mis en évidence l’existence d’un SNP (rs6736017) dans 

le gène du R-5-HT2B dans une sous-population américaine d’usagers d’opioïdes (Kaski et 

al., 2019). Ce même SNP est corrélé dans une population afro-caribéenne française à un 

usage abusif de crack et une forte impulsivité chez ces individus (Lacoste et al., 2020). 

Bien que l’on ne sache pas l’effet de ces SNP (sauf le Q20*) sur le gène Htr2b
-/-

 et la 

protéine résultante, ces études démontrent qu’une altération du R-5-HT2B chez l’humain peut 

considérablement affecter la réponse aux drogues. 

2. Altérations du gène Htr2b chez la souris 

a. Modèle de délétion totale du R-5-HT2B : Souris Htr2b
-/-

 

Suite à ces résultats, le laboratoire a développé un modèle de souris dépourvu du R-5-

HT2B (Htr2b
-/-

) et, bien que le taux de mortalité dû à des malformations cardiaques chez ce 

modèle de souris est élevé (50% de survie à une semaine post-natale), à l’âge adulte, aucun 

déficit majeur n’est observé. Ces souris présentent une augmentation de l’activité dans un 

nouvel environnement, une diminution de la latence dans le test de l’hyponéophagie, un 

nombre de contacts plus élevés avec un nouvel objet placé dans leur environnement. Leur 

génotype les rend donc plus impulsives que les souris contrôles. De plus, elles ont un taux de 

testostérone plasmatique plus élevé. Ce nouveau modèle de souris knockout permet donc 

d’étudier l’implication du R-5-HT2B dans les réponses comportementales à certaines drogues 

d’abus ou traitements pharmacologiques. 

Effet d’un psychostimulant : la MDMA  

La MDMA, également appelée “ecstasy”, est très répandue dans les milieux festifs et 

souvent utilisée à titre récréatif. Elle agit sur le SNC en se fixant de manière préférentielle au 
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transporteur à la sérotonine et va inverser le sens de transport, libérant ainsi les stocks de 

sérotonine des terminaisons nerveuses sérotoninergiques.  

 Une des nombreuses actions décrites à la suite de l’injection d’un psychostimulant est 

l’augmentation de l’activité locomotrice et leur capacité à induire ce que l’on appelle une 

sensibilisation. Une seule injection est suffisante pour induire des effets à long terme, 

retrouvés après réinjection plusieurs semaines après  (Valjent et al., 2010). En laboratoire, 

une des manières d’évaluer comportementalement ce phénomène chez la souris est la mesure 

de l’activité locomotrice dans un couloir circulaire. Une première injection de MDMA va 

induire une  augmentation significative de l’activité locomotrice chez les souris et une 

seconde injection à la même dose, une semaine plus tard, induira un effet plus important 

encore. 

Chez le modèle de souris dépourvus du R-5-HT2B, l'augmentation de l'activité 

locomotrice à la suite d’une injection de MDMA est totalement abolie. Ce résultat est 

également observé si le R-5-HT2B est bloqué pharmacologiquement par un antagoniste 

spécifique (Doly et al., 2008). La seconde injection de MDMA à 7 jours d’intervalle ne 

parvient pas non plus à induire une sensibilisation locomotrice (Doly et al., 2009a).  

Lorsqu’un individu fait usage de drogue d’abus, on observe la création d’un lien entre 

le contexte de prise de drogue et la consommation elle-même; ce phénomène renforçant 

l’addiction à la drogue. Ce renforcement peut être évalué par le test de préférence de place 

conditionnée. Ce test repose sur l’association de l’animal entre le compartiment où il a reçu la 

drogue et l’effet de la drogue elle-même. A faible dose (10 mg/kg), l’effet renforçant de la 

MDMA est avéré chez les souris sauvages, alors qu’il est aboli chez les souris dépourvues du 

R-5-HT2B. 

A une concentration élevée (30 mg/kg), la MDMA présente une affinité pour le 

transporteur à la dopamine (DAT) et va induire une libération massive de dopamine dans le 

milieu extracellulaire en plus de son action sur le système 5-HT. De ce fait, on observe chez 

les souris Htr2b
-/-

, une augmentation de l’activité locomotrice, qui dans ce cas, dépend du 

système dopaminergique alors qu’à dose inférieure (10 mg/kg), la sensibilisation locomotrice 

à la MDMA est dépendante du système 5-HT et passe via le R-5-HT2B.  

L’usage de psychoactifs n’induit pas seulement des changements comportementaux 

mais également au niveau cellulaire. En effet, après injection chez des souris contrôles, on 
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observe dans le Nacc une augmentation de la phosphorylation de ERK1 et 2 et plus 

spécifiquement dans les neurones D1. Cet effet est cependant observé chez les souris Htr2b
-/-

 

uniquement à haute dose, donc lorsque le système dopaminergique est impliqué.  

D’un point de vue moléculaire, à faible concentration (10 mg/kg), il n’y a pas 

d’augmentation de 5-HT ni de dopamine dans le Nacc et la VTA chez les souris dépourvues 

de R-5-HT2B par rapport aux souris contrôles. Une forte dose de MDMA (30 mg/kg), quant 

à elle, induit une augmentation de la concentration extracellulaire de 5-HT et de dopamine, 

respectivement, 160 et 100 fois supérieures au taux basal dans le Nacc chez les souris 

contrôles. Chez les souris Htr2b
-/-

 ou traitées avec un antagoniste du R-5-HT2B, 

l’augmentation par rapport au taux basal de dopamine et de 5-HT est moindre et nul, 

respectivement, dans le Nacc. Ceci implique que le R-5-HT2B est nécessaire à 

l’augmentation de la libération de 5-HT dans le Nacc même à de hautes concentrations de 

MDMA. Il est à noter que l'expression de SERT et du transporteur à la dopamine (DAT) n’est 

pas différente entre les souris Htr2b
-/-

 et les souris contrôles, donc que l’ablation du R-5-

HT2B ne modifie pas les capacités de recapture de 5-HT et dopamine. 

 Ainsi, ces études montrent que le R-5-HT2B est nécessaire aux actions de la MDMA 

à faible dose (dépendantes du SERT uniquement), tant au niveau moléculaire que 

comportemental (Doly et al., 2009a) et intervient dans la libération de dopamine à forte 

concentration de MDMA. Le R-5-HT2B et l’intégrité de son expression ont donc un rôle 

essentiel à chaque étape de la prise de drogues d’abus (impulsivité, effets psychoactifs, effets 

à long terme). 

 

Effets des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la 5-HT (ISRS) 

Selon les récentes études menées par l’Organisation Mondiale de la Santé, la 

dépression touche aujourd’hui 300 millions d'individus dans le monde et s’accompagne 

fréquemment de troubles anxieux et d’un risque de suicide multiplié par 30. Cette maladie 

psychiatrique, dite “mal du siècle”, représente donc un enjeu majeur social et économique. 

Étant donné l’implication du système 5-HT dans la mise en place de ces pathologies 

psychiatriques, la majorité des traitements actuellement prescrits sont des antidépresseurs 

(AD) de type ISRS. 
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En utilisant le même modèle de souris décrit précédemment (Htr2b
-/-

), l’équipe du Dr 

Maroteaux a étudié la contribution du R-5-HT2B dans la réponse à ces antidépresseurs. 

En plus de présenter un comportement plus impulsif à l’état basal, les souris Htr2b
-/-

 

ne répondent ni à un traitement aigu ni à un traitement chronique d’ISRS. En effet, dans le 

test d’hyponéophagie après un traitement de 4 semaines à la fluoxétine, les souris contrôles 

présentent une diminution de la latence à se nourrir en comparaison aux souris n’ayant reçu 

aucun traitement. En revanche, dans les mêmes conditions expérimentales, la réponse 

comportementale des souris Htr2b
-/-

 est abolie. Ceci suggère que le R-5-HT2B est nécessaire 

à l’effet chronique des ISRS. Cette hypothèse est confirmée par l’injection chronique d’un 

inhibiteur sélectif du R-5-HT2B, le RS 12445, chez les souris contrôles, ce qui reproduit les 

résultats comportementaux observés chez les souris Htr2b
-/-

 au test d’hyponéophagie et donc 

mime l’ablation du R-5-HT2B. 

La prolifération et la survie cellulaire sont des conséquences bien connues de la prise 

d’un traitement chronique aux ISRS. Chez les souris dépourvues de R-5-HT2B, ces effets 

sont abolis. D’autre part, la stimulation chronique du R-5-HT2B avec son agoniste est 

suffisante pour reproduire ces effets cellulaires d’un traitement chronique aux ISRS, dont 

l’expression de BDNF, ce qui souligne l’importance du R-5-HT2B dans ces mécanismes. 

Une injection unique d’AD de type ISRS est capable d’induire une accumulation de 

5-HT extracellulaire. Par microdialyse au niveau de l’hippocampe, les souris dépourvues de 

R-5-HT2B et les souris traitées avec un antagoniste du R-5-HT2B ne présentent pas 

d’augmentation de 5-HT dans cette région après injection de paroxétine; bien que le niveau 

basal de 5-HT dans cette région et le taux d’expression du SERT soient similaire à celui des 

souris contrôles. Le groupe a montré que ces effets sont attribuables au R-5-HT2B 

présynaptiques puisque des modèles de souris dépourvues de SERT ou du facteur de 

transcription Pet1 (diminution de 80% des neurones 5-HT) ne présentent pas de réponses aux 

AD ou à l’agoniste du R-5-HT2B dans le test de nage forcée. De plus, une infusion locale de 

l’agoniste spécifique du R-5-HT2B, le BW723C86, au niveau du raphé suffit à multiplier par 

4 la concentration de 5-HT extracellulaire chez les souris contrôles.  

L’hypothèse issue de ces résultats est donc que le R-5-HT2B pré-synaptique régule 

positivement les neurones 5-HT et médie les effets cellulaires et comportementaux de la 

MDMA et des ISRS (Diaz et al., 2015; Doly et al., 2009a, 2009b).  
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Figure 15 : Tableau récapitulatif des modèles murins de délétions du R-5-HT2B total 

(souris Htr2b
-/-

) ou spécifiquement dans les neurones 5-HT (souris Htr2b
5-HT-KO

) et leur 

phénotype.  
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b. Modèle de délétion du R-5-HT2B dans les neurones 5-HT du raphé : 

Souris Htr2b
5-HTKO

 

Au cours de ces études, l’équipe a également réalisé des expériences de RT-PCR sur 

cellule unique à partir du cytoplasme de neurones 5-HT. De manière intéressante, il a été 

observé que le R-5-HT2B est exprimé par une population de neurones 5-HT du raphé (co-

exprimant la protéine TPH2) (Diaz et al.). Ceci suggère que le R-5-HT2B a la capacité de 

moduler directement l’activité des neurones 5-HT et ce, de manière positive étant donné son 

couplage à la protéine G𝛼q et les résultats précédents. 

C’est pourquoi, afin d’étudier l’implication du R-5-HT2B dans la régulation des 

neurones 5-HT plus spécifiquement, le laboratoire a généré une lignée de souris knock-out 

conditionnel dépourvues de R-5-HT2B uniquement dans les neurones 5-HT (Htr2b
5-HTKO

). 

Ces souris sont issus d’un croisement entre souris exprimant la Cre recombinase sous le 

contrôle du promoteur Pet1 (responsable de la différenciation finale des neurones 5-HT) et de 

souris dont le gène Htr2b est flanquée de sites lox; permettant ainsi d’obtenir des souris 

dépourvues de R-5-HT2B spécifiquement dans les neurones 5-HT. Puis cette lignée a été 

croisée avec la lignée RCE (Rosa26 : CAG-loxP-STOP-loxP-EGFP) qui exprime la protéine 

GFP uniquement en présence de la Cre-recombinase. Ce deuxième croisement permet de 

vérifier la bonne recombinaison des neurones. On obtient enfin des souris dépourvues de R-5-

HT2B uniquement dans les neurones 5-HT et qui expriment la GFP dans ces mêmes neurones 

(Figure 16). 

 

Figure 16 : Génération de la lignée transgénique Htr2b
5-HTKO
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Ainsi l’inactivation génétique du R-5-HT2B exclusivement dans les neurones 5-HT 

du raphé, de même que l’inactivation pharmacologique, entraînent une abolition des réponses 

comportementales aux ISRS. On ne retrouve pas non plus de réponses neurogéniques chez 

ces souris. Il a également été montré que ce modèle de souris Htr2b
5-HTKO

 ne répond pas à la 

MDMA dans les tests d’activité locomotrice (Belmer et al., 2018); ce qui rappelle l’ensemble 

des caractéristiques phénotypiques observé chez les souris Htr2b
-/-

 (Figure 15). 

Ceci confirme donc que le phénotype des souris Htr2b
-/- 

étudié lors de ces différents 

tests comportementaux et études moléculaires est modulé par le R-5-HT2B pré-synaptique. 

Afin d’étudier la participation du R-5-HT2B dans l’activité des neurones 5-HT, des 

enregistrements électrophysiologiques sur cellules « attachées » sur tranche ont été réalisés. 

La stimulation des R-5-HT2B par le BW723C86 augmente la fréquence de décharge des 

neurones 5-HT, de même que la surexpression virale du R-5-HT2B spécifiquement dans les 

neurones 5-HT du raphé dorsal. Ces résultats confirment que le R-5-HT2B module 

positivement l’activité des neurones 5-HT; à l’inverse des R-5-HT1A qui sont connus pour 

diminuer leur activité (voir Chapitre III). 

En effet, lorsque la stimulation du R-5-HT1A par un agoniste spécifique est précédé 

par l’activation des R-5-HT2B, la capacité de l’autorécepteur 5-HT1A à inhiber la fréquence 

de décharge des neurones 5-HT est amoindrie. De même, l’hypothermie médiée par 

l’activation des R-5-HT1A présynaptiques est diminuée si le R-5-HT2B est préalablement 

stimulé. Ainsi, les R-5-HT2B présynaptiques contrecarrent l’activité des R-5-HT1A sur les 

neurones 5-HT et diminuent ses actions. 

Il existe donc une balance entre une activation dépendante des R-5-HT2B et une 

inhibition dépendante des R-5-HT1A qui régule finement l’excitabilité des neurones 5-HT 

(Belmer et al., 2018). Comme mentionné précédemment, le R-5-HT2B est capable d’interagir 

avec les R-5-HT2A, 2C et 1B; ces interactions ayant des effets différents sur le R-5-HT2B. A 

partir des résultats précédents (Belmer et al., 2018), nous avons ainsi posé l’hypothèse que le 

R-5-HT2B pourrait interagir avec le R-5-HT1A afin de moduler l'activité des neurones 5-HT 

et que cette association affecterait la signalisation, le trafic intracellulaire ou encore 

l’expression du R-5-HT1A et/ou du R-5-HT2B. 
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Les RCPG constituent la plus grande famille de protéines membranaires. Bien qu’ils 

soient étudiés depuis des décennies et que de plus en plus de techniques expérimentales ont 

été développées, il reste de nombreuses interrogations concernant leur activité et la régulation 

de celle-ci. En effet, l’environnement protéique d’un récepteur couplé à une protéine G dans 

le cytoplasme d’une cellule donnée peut considérablement changer son mode de 

fonctionnement via sa signalisation intracellulaire, sa distribution, son expression, etc.  

 

Nécessaire à la modulation de nombreuses fonctions physiologiques, le système 

sérotoninergique communique via une quinzaine de récepteurs 5-HT couplés à des protéines 

G (excepté le R-5-HT3). Depuis de nombreuses années, le laboratoire de Luc Maroteaux axe 

ses recherches sur la compréhension de l’implication du R-5-HT2B dans le SNC de manière 

générale, et plus récemment, dans la régulation de l’activité des neurones 5-HT. En attribuant 

des phénotypes spécifiques déjà observés dans un modèle de souris knockout pour le R-5-

HT2B au R-5-HT2B spécifiquement dans les neurones 5-HT, l’équipe a mis en évidence 

l’importance de ce récepteur en réponses à des antidépresseurs de type ISRS ou des drogues 

d’abus ciblant le système 5-HT. Il existe donc un “senseur positif” de 5-HT présent dans ces 

neurones capable d’entretenir leur activité et la libération de sérotonine. Dans le système 

nerveux central, certains RCPG jouent le rôle d’autorécepteur. Ils peuvent moduler 

positivement ou négativement l’activité du neurone qui les exprime selon leur couplage 

intracellulaire. Par exemple, dans le système dopaminergique, le récepteur de type D2, couplé 

à la voie Gi, est capable de réduire l’activité des neurones. Cependant, aujourd’hui, peu de 

modèles d’autorécepteurs positifs et négatifs exprimés par un même neurone ont été décrits 

par la littérature.  

 

Les résultats du laboratoire précédemment cités sont à mettre en parallèle avec la 

régulation négative des neurones 5-HT par l’autorécepteur 5-HT1A. En effet, le R-5-HT1A 

est le récepteur à la 5-HT le plus étudié et son implication dans les troubles anxieux et 

dépressifs a été très tôt mise en évidence. L’équipe a également montré de manière très 

intéressante que l’activation du R-5-HT2B est capable de contrecarrer les effets négatifs de 

l’activation du R-5-HT1A des neurones 5-HT in vivo. En effet, en injectant l’agoniste du R-5-

HT2B, le BW723C86, 20 minutes avant la stimulation du R-5-HT1A par le 8-OH-DPAT, on 

observe que la diminution de la baisse de température corporelle ainsi que l’inhibition de la 

fréquence de décharge des neurones 5-HT sont amoindries; ces phénotypes spécifiques étant 

attribués à l’auto-récepteur 5-HT1A. 
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C’est pourquoi la première étape durant mon travail de thèse a été de découvrir si les 

récepteurs R-5-HT1A et R-5-HT2B interagissent. Par la suite, nous avons cherché à savoir si 

cette interaction a un impact fonctionnel. Pour cela, nous avons étudié les effets de cette 

association sur l’expression à la membrane, la signalisation cellulaire, l’affinité au ligand de 

l’un et/ou l’autre récepteur. 

 

L’absence sur le marché d’anticorps efficaces dirigés contre les R-5-HT1A/2B rend 

leur étude endogène in vivo impossible. J’ai donc, au cours de ma thèse, utilisé des modèles 

de surexpression à l’aide de plasmide contenant la séquence codante de la protéine en 

question fusionnée à un tag (Flag, HA ou myc). Par ailleurs, la culture et la transfection de 

neurones sérotoninergiques étant plus complexe que d’autres cultures primaires de neurones, 

j’ai privilégié des modèles d’études in vitro déjà exploités par le laboratoire : des cultures de 

cellules COS pour les aspects d’études pharmacologiques des deux récepteurs et des cultures 

primaires de neurones hippocampiques pour se rapprocher d’un environnement plus 

physiologique, neuronal.  

 

Parallèlement, j’ai étudié l’interaction suggérée par les résultats préliminaires du Dr. 

Philippe Marin (collaboration) entre CIPP, une protéine de pontage, et le R-5-HT2B. Les 

travaux débutés par Emily Quentin (Doctorante) et Imane Moutkine (Ingénieure de 

recherche) ont permis de mettre en évidence l’effet de l’interaction de CIPP avec le R-5-

HT2B via son domaine PDZ sur l’affinité de liaison du R-5-HT2B pour son ligand, sa 

production de second messager (inositol phosphate) et son effet sur la signalisation calcique 

dépendante de l’activation du R-5-HT2B. En collaboration avec le Dr Sabine Lévi, j’ai pu, 

dans des cultures primaires d’hippocampe, étudier la distribution du R-5-HT2B en présence 

ou non de CIPP, stimulé ou non par son agoniste (BW723C86) et mesurer différents 

paramètres. 

 

Pour ces deux axes d'études, j’ai exploité la capacité du R-5-HT2B de se regrouper à 

la surface membranaire et de former des “clusters”. En mesurant l’aire, l’intensité ainsi que le 

nombre de ces clusters, j’ai pu évaluer l’impact du R-5-HT1A d’une part, ou de CIPP, d’autre 

part sur la distribution du R-5-HT2B. Ce regroupement (ou “clustering”) atteste de manière 

quantifiable, visible d’une adaptation dynamique du R-5-HT2B à son environnement 

protéique. Cette propriété de clustering n’est étonnamment pas observé pour le R-5-HT1A 

qui présente une distribution membranaire beaucoup plus diffuse. Dans l’Article 2, j’ai donc 
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analyse l’intensité de fluorescence de ce récepteur afin de quantifier son expression à la 

membrane. 

 

Ces travaux de thèse s'engagent à étudier les interactions et les régulations du R-5-

HT2B en utilisant différents outils expérimentaux dans des modèles cellulaires in vitro. 

Elucider les mécanismes de régulation de ce récepteur par des partenaires protéiques 

permettrait de mieux comprendre comment le R-5-HT2B, un autorécepteur positif s’opposant 

à son homologue négatif, le R-5-HT1A, agit sur la modulation de l’activité des neurones 5-

HT.  
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Principes de pharmacologie 

 

Ces dernières années, l’étude des RCPG et de leur oligomérisation a pris de plus en 

plus d’ampleur. De nombreuses techniques existent pour mettre en évidence l’interaction de 

ces récepteurs et le résultat de celle-ci sur différents paramètres (signalisation, affinité, 

expression, etc). Dans cette partie, je décrirai les principales techniques expérimentales 

utilisées au cours de mon travail de thèse.  

 

A. Expérience de saturation de la liaison  

 

Lorsque l’on s’intéresse à l’affinité d’un récepteur pour un ligand, on utilise 

couramment les techniques de saturation de radioligand. Pour cela, on met en compétition 

deux ligands (agonistes ou antagonistes) d’un récepteur dont l’un a un marquage radioactif 

(=le radioligand). On applique une concentration constante du radioligand qui va dans se 

fixer sur les récepteurs accessibles. Puis on ajoute des concentrations croissantes de ligand 

“froid” qui vont déplacer progressivement le ligand radioactif de son site de liaison. On 

obtient ainsi les résultats de liaison en coup par minute (CPM) ou en désintégration par 

minute (DPM). Ces données sont ensuite normalisées par l’activité spécifique du radioligand 

(AS [Ci/mmol] x 2.22) puis par la quantité de protéines (en mg) permettant d’obtenir la 

radioactivité en fmole de radioligand. Pour le ligand froid, les valeurs sont des concentrations 

molaires (M). On obtient ainsi une courbe de compétition de la liaison de laquelle on peut 

déterminer plusieurs paramètres (Figure 17).  

 

Le Bmax, exprimé en fmole/mg de protéine, se détermine par la différence entre la 

liaison maximale et la liaison non-spécifique et correspond au nombre de sites spécifiques 

liables par les ligands. La drogue “froide” va déplacer le radioligand des sites de liaison sur 

les récepteurs. Plus la concentration de drogue froide est élevée, plus la quantité de 

radioligand déplacé est grande. A 50% du Bmax, sur l’axe des abscisses correspond la 

constante d'inhibition, Ki (M). Cela signifie, qu’à cette concentration de drogue “froide”, la 

moitié du radioligand a été déplacée des sites de liaisons spécifiques. Le Ki est donc la valeur 

représentant l’affinité du récepteur pour le ligand (Figure 17). 
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Figure 17 : Expérience de saturation de la liaison 

 

Sur des préparations membranaires de cellules, cette technique permet d’étudier tous 

les récepteurs de la cellule c’est-à-dire aussi bien ceux exprimés à la surface que ceux 

présents dans les différents compartiments intracellulaires. Mais il est également possible de 

réaliser des expériences de compétition de la liaison sur des cellules entières intactes, 

vivantes. Dans ce cas, seuls les récepteurs exprimés à la membrane plasmique sont 

accessibles. 

 

B. Expérience de transfert d’énergie par résonance  

1. BRET 

 

Le BRET, ou “Bioluminescence Resonance Energy Transfer”, repose sur la capacité 

naturelle de la Renilla luciférase, une enzyme, à émettre de la lumière en présence de son 

substrat. Une molécule est fusionnée à la région codante de la luciférase (« donneur ») dont la 

longueur d’onde d’émission (après application du substrat) correspond à la longueur d’onde 

d’excitation du fluorochrome (YFP, « accepteur ») porté par une seconde molécule. Si les 

deux molécules sont suffisamment proches (distance < 10 nm) la luciférase, en présence de 

son substrat (la coelentérazine), transfère de l’énergie au fluorochrome dont la longueur 

d’onde d’émission est mesurée (Figure 18).  
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Figure 18 : Principe de transfert d'énergie par résonance de bioluminescence (BRET).  

 

Cette technique est souvent utilisée afin de confirmer des résultats de co-

immunoprécipitation. En effet, les expériences de co-immunoprécipitation nécessitent la lyse 

des cellules et l’homogénéisation des membranes, ce qui peut mener à des interactions non 

spécifiques et forcées, dû à la proximité des récepteurs dans le lysat cellulaire. En revanche, 

le BRET s’effectue sur cellules intactes et encore vivantes, permettant de préserver au 

maximum l’intégrité des membranes. 

 

Les cellules sont transfectées avec une quantité constante de plasmide codant pour la 

protéine de fusion au Rluc et une quantité croissante de plasmide codant pour la protéine de 

fusion à l’YFP. La fluorescence due à la YFP est d’abord mesurée. Puis après ajout de la 

coelentérazine, la luminescence et la fluorescence sont mesurées simultanément à 485 nm et 

530 nm respectivement. Les ratios BRET sont calculés de la manière suivante : 

 

Ratio BRET = 
é𝑚𝑖𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 à 530𝑛𝑚

é𝑚𝑖𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 à 485𝑛𝑚 
−

𝑏𝑟𝑢𝑖𝑡 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑛𝑑 à 530𝑛𝑚

𝑏𝑟𝑢𝑖𝑡 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑛𝑑 à 485𝑛𝑚
 

 

Le bruit de fond correspondant au signal des cellules exprimant la construction RLuc 

seule (485nm) et à la fluorescence avant ajout du substrat (YFP, 530nm). Les résultats sont 

exprimés en milliBRET (mBRET), 1 mBRET correspondant au ratio obtenu multiplié par 

1000. Les ratio BRET sont exprimés en fonction du rapport 
𝑌𝐹𝑃−𝑌𝐹𝑃0

𝑅𝑙𝑢𝑐− 𝑅𝑙𝑢𝑐0
 , YFP étant le 

signal de fluorescence à 530 après excitation à 485nm et RLuc étant le signal à 485 après 

ajout de coelantérazine. YFP0 et Rluc0 correspondent aux valeurs mesurées dans les cellules 

exprimant la construction RLuc seule. 
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Figure 19 : Courbe représentative d’un signal BRET. Les datas sont exprimées en 

miliBRET en fonction du ratio 
𝑌𝐹𝑃−𝑌𝐹𝑃0

𝑅𝑙𝑢𝑐− 𝑅𝑙𝑢𝑐0
. La courbe obtenue tend vers un plateau ce qui 

correspond à la saturation de la liaison et donc une distance entre les 2 molécules étudiées 

inférieures à 10 nm environ.  

 

La courbe hyperbolique (saturable) témoigne d’un signal BRET, c'est-à-dire que les 

deux récepteurs sont à une distance inférieure à 10nm l’un de l’autre, ce qui permet le 

transfert d’énergie (Figure 19). Si le résultat obtenu est une droite linéaire, ne tendant pas 

vers un plateau, cela signifie qu’il n’y a pas de transfert d’énergie entre ces deux protéines et 

donc pas d’interaction directe, détectable.  

 

2. Technologie HTRF (Homogenous Time-Resolved FRET) 

 

La technologie HTRF repose sur le même principe de base que le BRET : la 

proximité de deux molécules taggées permet un transfert d’énergie quantifiable. 

La stimulation d’un récepteur couplé à la protéine G𝛼q induit la production d’inositol 

phosphate 3 dégradé en IP2 puis en IP1 (myo-inositol-1-phosphate), stable uniquement en 

présence de lithium. Afin de doser l’accumulation d’IP1 , dans les cellules, le kit “IP-One-Gq 

KIT” (Cisbio) a été utilisé. Après stimulation avec un agoniste spécifique, l’IP1 produit par 

les cellules entre en compétition avec un analogue d’IP1 couplé à un fluorophore d2 (d2-IP1) 

et se lie à un anticorps anti-IP1-Cryptate. 
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Figure 20 : Principe de la technologie HTRF. La liaison de l’IP1-d2 avec l’anticorps anti-

IP1 cryptate entraîne un signal FRET émettant à longueur d’onde de 665 nm. Après 

stimulation du RCPG par un agoniste, la protéine Gαq va induire la production d’IP1, 

stabilisé par du lithium, qui va entrer en compétition avec l’IP1-d2 et donc diminuer le signal 

FRET. La stimulation avec une concentration croissante d’agoniste et la décroissance du 

signal FRET reflète l’accumulation intracellulaire d’IP1 et donc l’activité du RCPG. 

 

Cette liaison, d2-IP1/anticorps anti-IP1-Cryptate, provoque une émission de 

fluorescence à 665nm. La production d’IP1 endogène entraîne donc une diminution du 

transfert d’énergie par déplacement de l’IP1-d2 par l’IP1 endogène (Figure 20). Le calcul du 

ratio de fluorescence (665nm/620nm) permet d’éliminer d’éventuelles interférences liées au 

milieu utilisé et de s’assurer que l’essai n’est pas affecté par les conditions expérimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Courbes représentatives de l'activation de la voie Gαq après stimulation via 

HTRF. A. Courbe de dose réponse du ratio HTRF en fonction de la concentration d’agoniste 

appliqué. B. Courbe-standard de dose réponse.  
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Parallèlement aux conditions expérimentales, une courbe standard, avec des 

concentrations croissantes d’IP1 fourni par le kit, est réalisée et permet d’extraire la partie 

linéaire afin d’obtenir une équation de droite de type y=ax+b (Figure 21). 

 

Le coefficient directeur de la droite, “a”, permet ainsi de passer d’un ratio HTRF à la 

production d’IP en molaires en fonction de la concentration d’agoniste appliquée. Les datas 

sont ensuite converties en fentomoles d’IP par mg de protéines en fonction de la 

concentration d’agoniste appliquée (Figure 22).  

 

Figure 22 : Courbe expérimentale de dose-réponse de la quantité d’IP1 produite en 

fonction de la concentration d’agoniste. 

 

 De cette courbe expérimentale, plusieurs paramètres peuvent être analysés : 

- l’Emin qui correspond à l’efficacité minimale du couplage et donc l’activité basale du 

récepteur,  

- l’Emax, est l’efficacité maximale (plateau), 

- l’EC50 qui correspond à la concentration nécessaire d’agoniste pour obtenir 50% de 

l’efficacité maximale (moins l’efficacité minimale). 
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Article 1 : 

L’interaction du R-5-HT2B avec le R-NMDA et la 

protéine de pontage CIPP module la plasticité des 

synapses glutamatergiques 
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A. Contexte  

 

Les propriétés de signalisation et de trafic des RCPG sont extrêmement modulables et 

dépendent du contexte cellulaire. Ces protéines sont associées à des partenaires qui vont 

finement réguler leur fonction. Le récepteur 5-HT2B, comme d’autres RCPG, contient dans 

sa séquence C-terminale un domaine de liaison aux protéines PDZ qui lui permet d’interagir 

avec des protéines de pontage par exemple. Les protéines PDZ sont très importantes pour la 

formation de complexe protéique, la mise en place d’une signalisation intracellulaire, etc. Par 

exemple, elles jouent un rôle essentiel dans la transmission synaptique. Dans une synapse 

excitatrice, on retrouve au niveau post-synaptique (“post synaptic density”, PSD) des 

récepteurs au glutamate tels que les récepteurs AMPA et NMDA responsables de la réponse 

synaptique rapide et lente, respectivement, tous deux impliqués dans la plasticité synaptique. 

Des protéines de la famille PSD-95 contenant des domaines PDZ sont impliquées dans la 

régulation du trafic cellulaire, l’adressage et le maintien à la membrane des récepteurs 

NMDA. La protéine PSD-95 est par ailleurs capable de s’associer via son domaine PDZ1 au 

R-NMDA et via son domaine PDZ-2 à la synthase neuronale d’oxyde nitrique (nNOS) 

(Sattler et al., 1999). Ce complexe protéique est impliqué dans les comportements agressifs 

(Fang et al., 2021), la maladie d’Alzheimer (Park et al., 2020), l'excitotoxicité due à des 

lésions cérébrales traumatiques (Qu et al., 2020) ou ischémiques (Aarts et al., 2002; Wu and 

Tymianski, 2018). De par leur fonction essentielle, les domaines PDZ sont la cible de 

nombreux traitements qui inhibent l’interaction de deux protéines (ou plus) par ces domaines.  

 

L’une de ces protéines PDZ est la protéine de pontage, CIPP ou “channel interacting 

PDZ protein”, contenant 4 domaines PDZ. CIPP est fortement exprimée dans de nombreuses 

structures telles que le cervelet, le thalamus, les bulbes olfactifs ainsi que les noyaux du 

raphé. 

 Cette protéine est exprimée dans le cerveau ainsi que dans les reins et a été identifiée 

comme un partenaire de la sous-unité NR2B du récepteur NMDA, entre autres (Kurschner et 

al., 1998). Par chromatographie d’affinité et spectrométrie de masse sur des extraits de 

cerveaux, il a été montré que la protéine CIPP interagit avec IRSp53, une protéine impliquée 

dans le remodelage du cytosquelette (Alpi et al., 2009). De plus, la protéine IRSp53 

s’accumule au niveau de cette zone lors de la transmission d’un signal excitateur (Dosemeci 

et al., 2017). CIPP semble donc jouer un rôle pivot dans la plasticité synaptique et faire le lien 
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entre intégration du signal extracellulaire et réponse intracellulaire. En effet, le remodelage de 

la zone post-synaptique est nécessaire pour la mise en place d’une plasticité synaptique et 

cela passe souvent par la création de nouvelles épines dendritiques via la réorganisation du 

cytosquelette.  

Il a été montré par des analyses transcriptomiques que l’ARNm du récepteur 5-HT2B 

et celui de la protéine CIPP sont exprimés dans les mêmes neurones du raphé en faible 

quantité (Okaty et al., 2015). Ainsi, ces deux protéines sont vraisemblablement exprimées 

dans le même environnement cellulaire. Nous avons donc construit un axe de recherche sur 

l'interaction de CIPP avec le R-5-HT2B en lien avec l’expression des R-NMDA à partir de ce 

résultat et de 3 informations importantes : 

- CIPP interagit avec le R-NMDA via son domaine PDZ; 

- la 5-HT joue un rôle dans la densité d’épines dans l’hippocampe et la plasticité 

synaptique (Feria-Velasco et al., 2002; Mattson et al., 2004); 

- Il existe une modulation de l’activité des récepteurs 5-HT2 par les R-NMDA (Jones et 

al., 2009; Kim et al., 1999; Winter et al., 2004). 

 

L’étude de l’interaction entre ces 3 protéines permet de mieux comprendre les 

signalisations/fonctions associées à chacunes d’entre elles (modulation de l'activité neuronale, 

plasticité synaptique, régulation du cytosquelette) et leur potentielle contribution dans le 

cadre physiologique et pathologique.  

 

B. Résultats principaux 

 

L'identification d'une interaction possible entre CIPP et le R-5-HT2B a été permise 

lors d'une collaboration avec le laboratoire de P. Marin à Montpellier. Ce dernier a effectué 

un "screen" d'interactions entre le domaine de liaison PDZ du récepteur et des protéines du 

cerveau. Après analyse en spectrométrie de masse, la protéine CIPP a été identifiée comme 

interacteur de haute affinité pour le R-5-HT2B. Le laboratoire a donc décidé d’étudier la co-

expression du R-5-HT2B et de CIPP dans une culture primaire de neurones hippocampiques 

et dans des cellules COS. Après avoir mis en évidence l’interaction de CIPP avec le R-5-

HT2B via son domaine PDZ par recherche de partenaires par co-immunoprécipitation (ou « 

Affinity purification coupled with mass spectrometry »), il a été montré que : 



 

 
 

92 

 RESULTATS 

 

- la co-expression de CIPP avec le R-5-HT2B augmente la signalisation calcique de ce 

dernier sans modifier l’affinité pour son ligand ou la quantité de R-5-HT2B présente à 

la membrane, 

- CIPP favorise le regroupement (“clustering”) de R-5-HT2B à la surface des neurones 

hippocampiques et prévient l’effet du BW723C86 sur les R-5-HT2B, 

- CIPP augmente la signalisation calcique associée au R-5-HT2B dans la culture 

primaire de neurones hippocampiques, 

- Les clusters de R-5-HT2B se situent majoritairement au niveau des synapses 

excitatrices, avec ou sans co-expression de CIPP. 

En 2004, Holohean and Hackman ont mis en évidence, dans les motoneurones de 

grenouilles, qu’une dépolarisation dépendante de la stimulation des R-NMDA est 

potentialisée par la stimulation des R-5-HT2B. De plus, les sous-unités NR1 et NR2 des 

récepteurs NMDA co-immunoprécipitent avec les R-5-HT2B ce qui suggère que ces 

protéines pourraient former des complexes protéiques fonctionnels pouvant agir sur la 

fonction des R-NMDA (Bigford et al., 2012). Puisque la formation d’épines dendritiques 

résulte de l’élévation de calcium intracellulaire, notamment par l’activation des R-NMDA et 

que le R-5-HT2B peut libérer le calcium des stocks calciques intracellulaires, nous avons 

étudié l’impact de la co-expression de CIPP et de la stimulation des R-5-HT2B sur la 

formation et la maturation des épines dendritiques. Il en résulte que : 

- CIPP et la stimulation des R-5-HT2B réduisent la colocalisation des R-NMDA avec le 

R-5-HT2B en favorisant la disparition et la dispersion des clusters de R-5-HT2B, 

 

- La stimulation des R-5-HT2B exprimés seul et la co-expression de CIPP avec les R-5-

HT2B augmentent significativement la formation d’épines dendritiques mais seule la 

stimulation du R-5-HT2B induit une maturation de ces épines. 

C. Conclusions 

Ainsi, cette étude montre que CIPP, une protéine de pontage interagissant avec le R-

5-HT2B, exerce la même action que la stimulation des R-5-HT2B par l’agoniste BW723C86. 

En effet, sa co-expression est suffisante pour augmenter la signalisation intracellulaire du R-

5-HT2B, la libération de calcium intracellulaire, la formation d’épines dendritiques et la 
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dispersion des clusters de R-NMDA colocalisant avec le R-5-HT2B. Ceci permet de poser 

l’hypothèse de l’implication des R-5-HT2B dans la plasticité synaptique et notamment les 

phénomènes de LTP dont l’implication du système 5-HT a déjà été prouvé via les R-5-HT2A. 

 

D. Contribution personnelle 

 

Dans cette étude, j’ai réalisé les transfections, les différents traitements et 

immunocytochimies sur les cultures primaires de neurones hippocampiques. J’ai également 

effectué l'acquisition des images et leur analyse (Metamorph et Imaris). 
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Abstract: The serotonin 2B (5-HT2B) receptor coupled to Gq-protein contributes to the 

control of neuronal excitability and is implicated in various psychiatric disorders. The 

mechanisms underlying its brain function are not fully described. Using peptide affinity 

chromatography combined with mass spectrometry, we found that the PDZ binding motif of 

the 5-HT2B receptor located at its C-terminal end interacts with the scaffolding protein 

Channel Interacting PDZ Protein (CIPP). We then showed in COS-7 cells that the association 

of the 5-HT2B receptor to CIPP enhanced receptor-operated inositol phosphate (IP) 

production without affecting its cell surface and intracellular levels. Co-immunoprecipitation 

experiments revealed that CIPP, the 5-HT2B receptor, and the NR1 subunit of the NMDA 

receptor form a macromolecular complex. CIPP increased 5-HT2B receptor clustering at the 

surface of primary cultured hippocampal neurons and prevented receptor dispersion 

following agonist stimulation, thus potentiating IP production and intracellular calcium 

mobilization in dendrites. CIPP or 5-HT2B receptor stimulation in turn dispersed NR1 clusters 

colocalized with 5-HT2B receptors and increased the density and maturation of dendritic 

spines. Collectively, our results suggest that the 5-HT2B receptor, the NMDA receptor and 

CIPP may form a signaling platform by which serotonin can influence structural plasticity of 

excitatory glutamatergic synapses. 
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Introduction 

Serotonin (5-HT) is a neurotransmitter involved in many physiological functions (sleep, 

mood, food intake...) and pathological conditions such as addiction, impulsivity, psychosis 

and depression. The variety of serotonin actions reflects the presence of numerous receptor 

subtypes. The serotonin receptor subtype 2 family comprises 5-HT2A, 5-HT2B and 5-HT2C 

receptors that are Gαq-coupled receptors. The 5-HT2B receptor is expressed in several areas 

of the brain, including cortex, hippocampus, raphe, habenula and cerebellum in the human 
1
, 

in the rat 
2, 3

, and in the mouse 
4
 brain. In addition, this receptor has been shown to be 

expressed in serotonin 
5, 6

 and dopamine 
7
 neurons and in microglia 

8
.  

 In humans, a loss-of-function polymorphism of 5-HT2B receptor gene HTR2B is 

associated with impulsive and aggressive behaviors 
1
. Other HTR2B polymorphisms have 

been associated with cannabis-related aggression 
9
 and cocaine-crack use 

10
. Accordingly, 

Htr2b
-/-

 mice display impulsive behavior 
1
, a stronger response to cocaine 

7
, and a global 

deficit in sensorimotor gating as well as novelty-induced hyperlocomotion, phenotypes 

related to positive symptoms of schizophrenia 
11

. These disorders are commonly associated to 

the serotoninergic system. In hippocampal neurons, 5-HT2B receptor activation prevents the 

stress-induced inhibition of long-term potentiation (LTP) 
12

. In a neuropathic pain model, 5-

HT2B receptor stimulation potentiates NMDA receptor activity in dorsal horn neurons 
13

. 

Likewise, electrophysiological studies showed that 5-HT2B receptor activation potentiates 

NMDA receptor-induced depolarization of frog motoneurons 
14

. However, the molecular 

mechanisms underlying the modulation of neuronal activity by 5-HT2B receptors remain 

elusive.  

 Membrane proteins, including G protein-coupled receptors (GPCRs), transporters and 

ionic channels are targeted to specialized membrane domains via interactions with 

scaffolding proteins. These scaffolding proteins contain multiple protein-protein interaction 

domains that allow their interaction with a multitude of structural and signaling proteins 

within large protein networks 
15

. Postsynaptic density protein of 95 kDa (PSD95), disc large, 

zonula occludens-1 (PDZ) domain-containing proteins constitutes the largest family of 

scaffolding proteins that allows the formation of microdomains specialized in shaping 

specific synaptic responses 
16

. PDZ domain-containing proteins are not only important for the 

formation of signaling complexes, but also for synaptic transmission since they contribute to 

signaling, receptor trafficking, and cytoskeletal rearrangements in both presynaptic and 

postsynaptic elements 
17, 18

. Several serotonin receptors present PDZ binding domain at their 
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C-terminus, including the three 5-HT2 receptor subtypes (SCV, SYV/I and SSV, for 5-HT2A, 

5-HT2B and 5-HT2C receptor, respectively). The MUlti-PDZ domain Protein-1 (MUPP1) first 

identified as a partner of 5-HT2C receptor 
19

, can also interact with 5-HT2A and 5-HT2B 

receptors 
20

. The protein associated with Lin-7 (PALS)1 - a tight junction associated protein - 

gene product INADL (inactivation-no afterpotential D-like) is a paralogue of MUPP1 
21

. By 

analogy, it was hypothesized that 5-HT2 receptors may interact with INADL via PDZ8 
22

. 

Finally, the 5-HT2A receptor has been shown to colocalize with PSD-95 and MUPP1 in a 

subset of dendritic spines of rat cortical pyramidal neurons, and PSD-95 was reported to be 

necessary to target 5-HT2A and 5-HT2C receptors to dendrites of cortical pyramidal neurons 
23

 

and to increase their turnover in vivo 
24

. Other PDZ domain containing proteins associated 

with 5-HT2B receptors have not yet been described. 

 Here, we identify a direct interaction between the 5-HT2B receptor C-terminal PDZ-

binding domain (VSYV) and the Channel Interacting PDZ Protein (CIPP, a brain INADL 

protein isoform) in mouse brain and COS-7 cells. This association potentiates 5-HT2B 

receptor-dependent signaling in COS-7 cells and primary cultures of hippocampal neurons, 

probably by preventing 5-HT2B receptor cluster dispersion at the neuronal surface. We also 

show that the 5-HT2B receptor, the NMDA receptor, and CIPP can form a signaling platform, 

which leads to the formation and maturation of dendritic spines, supporting a possible 

functional role of 5-HT2B receptor/CIPP interaction in the regulation by serotonin of 

structural plasticity of glutamatergic synapses. 
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Results and Discussion  

Scaffold proteins participate in synaptic multi-protein complexes connecting receptors to 

downstream signaling pathways 
25

. The structure of macromolecular complexes shapes the 

architecture of the synapse as reviewed in 
26

. PDZ proteins are important in synaptic 

transmission because they contribute to signaling, receptor trafficking, and cytoskeleton 

rearrangements in the presynaptic and postsynaptic compartments 
17, 18

. Different PDZ 

partners of 5-HT2A and 5-HT2C receptors have been identified: 5-HT2A receptors 

preferentially associate with the PDZ proteins located exclusively at postsynaptic site (e.g. 

PSD-95, SAP97); 5-HT2C receptors interact with PDZ proteins located at presynaptic and 

postsynaptic sites such as the Veli3 / CASK / Mint1 complex 
27

. In order to delineate the 

mechanisms through which 5-HT2B receptors may regulate neuronal activity, we investigated 

putative proteins that associate with 5-HT2B receptors and their functions. 

 

CIPP interacts with the 5-HT2B receptor via its PDZ binding domain  

To identify 5-HT2B receptor associated PDZ domain interacting proteins, we used its last 14 

C-terminal amino acids containing a PDZ binding motif as bait in affinity purification from 

mouse brain coupled to mass spectrometry (AP-MS). These last 14 C-terminal amino acids 

share the common END/EGDKV/TED/EQVSYI/V motif found in human, rat, or mouse 5-

HT2B receptors and not in 5-HT2A or 5-HT2C receptors. Two-dimensional (2-D) gel analysis 

of affinity-retained proteins in experiments using the 5-HT2B receptor C-terminal peptide as a 

bait, showed the specific recruitment of a protein of around 70 kDa that appeared as a train of 

spots on the 2-D gels (Fig. 1A). This train of spots was not observed in experiments using the 

corresponding peptide lacking the 5-HT2B receptor PDZ binding motif (by introducing a stop 

codon that deleted of the four C-terminal VSYV residues, or ∆PDZ). The protein 

corresponding to these spots was identified as CIPP by peptide mass fingerprint (Mascot 

Score, 153, p = 8.7�10
-11

). CIPP corresponds to the brain isoform 3 of the scaffolding protein 

INADL comprising its last four PDZ domains 
28

. Co-immunoprecipitation experiments from 

COS-7 cells co-expressing Flag-tagged CIPP and HA-tagged 5-HT2B receptor followed by 

Western blotting confirmed the specific association of CIPP with full length 5-HT2B 

receptors, which was lost after deletion of the receptor PDZ binding motif (∆PDZ) (Fig. 1B). 

In addition to MUPP1, which was identified as a partner of 5-HT2C 
19

, 5-HT2A, and 5-HT2B 

receptors 
20

, CIPP can weakly interact with the C-terminus of 5-HT2A but not of 5-HT2C 

receptors 
27

. The fact that the CIPP was the most abundant PDZ partner detected in 

experiments performed with 5-HT2B receptor C-terminus suggests high affinity interactions. 



 

 
 

99 

 RESULTATS 

CIPP was also reported to associate with the PDZ binding site of the NR2 subunit of the 

NMDA receptor 
29

, but also with IRSp53, Cypin, 
30, 31

, and the acid-sensing ionic channel 3 

ASIC3 
32

. CIPP may, thus, serve as a scaffold protein that would bring together diverse but 

functionally connected proteins into close proximity in the neuronal membrane, thus 

potentiating their signaling.  

 

CIPP increases 5-HT2B receptor signaling without changing its ligand affinity or Gq-

coupling 

To study putative signaling impact, we transiently transfected CIPP and 5-HT2B receptors in 

COS-7 cells. Using 
3
H-Mesulergine binding, (a non-selective 5-HT2B receptor antagonist 

with Ki = 3 nM) and RS-127445 competition (a highly selective and potent 5-HT2B-receptor 

antagonist with Ki = 2 nM) 
33

, we quantified the respective total and surface expression of 5-

HT2B receptors in the presence or absence of CIPP. Co-expression of CIPP with the 5-HT2B 

receptor did not alter the total or membrane expression of the receptor (Fig. 2A). In order to 

evaluate the effect of CIPP on signal transduction, we stimulated transfected cells with 

increasing concentrations of a full 5-HT2B receptor agonist (5-HT) or a partial agonist (DOI) 

and quantified the amount of inositol phosphate accumulated. Co-expression of CIPP with 5-

HT2B receptors increased constitutive (210% in the absence of serotonin, and 230% in the 

absence of DOI; p = 0.016; p = 0.029) and stimulated inositol phosphate signaling pathway 

(200% for serotonin, and 200% for DOI; p = 0.029; p = 0.029) (Fig. 2B). Data were further 

analyzed using the Black and Leff operational model in order to determine putative change in 

the power of agonists to activate inositol phosphate production, represented by the log(τ/KA) 

with (KA) as affinity for the receptor and (τ) its coupling efficacy in activating this particular 

signaling pathway 
34, 35

. No difference was found for serotonin in Gq coupling of 5-HT2B 

receptor log(τ/KA) =7.19 ± 0.15, compared to 5-HT2B receptor/CIPP log(τ/KA) = 7.13 ± 0.13. 

These results indicate that CIPP neither affects the affinity of 5-HT2B receptors for Gq 

proteins nor changes the coupling to the Gq pathway in COS-7 cells (Fig. 2B). Therefore, 

CIPP increases the level of inositol phosphates in basal condition or upon 5-HT2B receptor 

stimulation without changing the total or surface expression of the receptor in COS-7 cells.  

 

CIPP gathers 5-HT2B receptors in large clusters on the surface of hippocampal neurons 

Since CIPP expression potentiates 5-HT2B receptor signal transduction without changing 

receptor/Gq coupling in COS-7 cells, we tested the hypothesis that CIPP could affect its 

subcellular distribution, using primary cultures of rat hippocampal neurons. First, we verified 
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using RT-qPCR that similar cultures depleted of astrocytes and microglia expressed 5-HT2B 

receptors and CIPP mRNA (Fig. 3A). Due to a lack of selective antibody against 5-HT2B 

receptor or CIPP, we transfected hippocampal pyramidal neurons with constructs encoding 

HA- and Flag-tagged 5-HT2B receptor and CIPP, respectively. We observed that 

overexpression of the 5-HT2B receptor was restricted to the somato-dendritic (MAP2-positive 

and Neurofilament-negative) compartment where it formed clusters, while that of 

overexpressed CIPP was found in both the somato-dendritic and axonal compartments (Fig. 

3B-C).  

 Indeed, PDZ-domain containing proteins often influence the trafficking of various 

receptors including GPCRs 
18

. In rat cortex, the 5-HT2A receptor colocalizes with PSD-95 and 

MUPP1 in a subset of dendritic spines of pyramidal neurons, and PSD-95 was reported to be 

important for 5-HT2A receptor targeting in dendrites of cultured cortical pyramidal neurons 
23

. 

Here, overexpressing CIPP significantly reduced (by 28%; p < 0.0001) the number of 5-HT2B 

receptor clusters at the plasma membrane while having no effect on the total (surface + 

intracellular) pool of receptors. This effect of CIPP was accompanied for both total and 

surface pools of receptors by an increase in the size (by 18% and 10%, respectively; p = 

0.024 and p = 0.034) and intensity (by 26% and 25% respectively; p = 0.0009 and p = 

0.0003) of 5-HT2B receptor clusters (Fig. 3D-E, Table S1). The fact that CIPP 

overexpression did not increase the number of clusters of total 5-HT2B receptors and that the 

increase in size and intensity of these clusters is of similar amplitude than the one of the 

surface receptors suggests that CIPP effect on receptor clustering was not due to an increased 

expression of 5-HT2B receptors but rather to a redistribution of the receptors at the cell 

surface.  

 We verified that the C-terminal end of the 5-HT2B receptor was involved in its 

aggregation by transfecting a 5-HT2B receptor deleted for the PDZ binding pattern (5-

HT2B∆PDZ), which blocked the effect of CIPP on the aggregate density of the 5-HT2B 

receptor (Fig. S1A). Next, we used a TAT-5-HT2B peptide corresponding to the last C-

terminal 11 amino acids of the 5-HT2B receptor that can cross the plasma membrane through 

the TAT sequence and act as a dominant negative blocking the interaction of the 5-HT2B 

receptor with the endogenous CIPP protein. We first verified by Western blot that the TAT-5-

HT2B peptide does act as a dominant negative by showing reduced co-immunoprecipitation 

of CIPP and the 5-HT2B receptor in the presence of the TAT-5-HT2B peptide (SYV) but not 

in the presence of the mutated TAT-5-HT2B peptide (SSV) (Fig. S1B). Exposure of neurons 

to the TAT-5-HT2B peptide (SYV) significantly increased (by 33%; p = 0.049) the number 
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of 5-HT2B receptor clusters at the plasma membrane, while the mutated peptide (SSV) had no 

effect (Fig. 3F-G). This effect of the TAT-5-HT2B peptide on the number of clusters was 

accompanied by a decrease in the size (by 38%; p = 0.0036) and intensity (by 39%; p = 

0.0009) of the 5-HT2B receptor clusters (Fig. 3F-G). We conclude that endogenous CIPP 

protein can contribute to the formation of 5-HT2B receptor clusters on the surface of 

pyramidal hippocampal neurons and that overexpressing CIPP further increases the clustering 

of receptors on the neuronal surface, promoting the formation of larger clusters. This is in 

agreement with previous work showing the presence of two populations of GPCRs: a 

population of rapidly diffusing receptors and a second one showing slow diffusion in clusters 

36
. CIPP-induced clustering of 5-HT2B receptors may drive intracellular traffic of signaling 

molecules or partition the membrane into microdomains.  

 

5-HT2B receptors aggregate at glutamatergic excitatory synapses regardless of CIPP 

overexpression 

We then determined whether the CIPP-dependent increase in 5-HT2B receptor clustering 

occurred in the vicinity of synapses. For this purpose, hippocampal cells were transfected 

with HA-5-HT2B receptor with or without Flag-CIPP and either GFP-Homer1c or Gephyrin 

FingR-GFP to label excitatory and inhibitory synapses, respectively (Fig. 4A-B). 5-HT2B 

receptor clusters were considered at synapses when overlapping with at least 1 pixel of GFP-

Homer1c or Gephyrin FingR-GFP clusters and extrasynaptic when localized two pixels (240 

nm) away from synaptic markers. We found that 5-HT2B receptor clusters are partially 

colocalized with synaptic markers and are also located at extrasynaptic sites (Fig. 4A-B). 

Quantifications revealed the presence of about 40% of 5-HT2B receptor clusters at excitatory 

glutamatergic synapses and this proportion was not affected by CIPP overexpression. Since 

endogenous CIPP is present in these cultures, it was difficult to conclude whether the 

presence of CIPP was necessary or not to target the 5-HT2B receptor at glutamatergic 

synapses.  

 Another ~20% of 5-HT2B receptor clusters were located at inhibitory GABAergic 

synapses, a percentage slightly increased upon overexpression of CIPP (from 22 to 27%; p = 

0.021) (Fig. 4C-D). This slight increase in the localization of 5-HT2B receptor clusters at 

inhibitory synapses was observed in parallel with an increase in the number of gephyrin 

clusters upon CIPP overexpression (2.41 vs. 2.93 clusters/100 µm). This means that the 

overexpression of CIPP does not promote the targeting of 5-HT2B receptors to inhibitory 

synapses. In addition, ~38% of 5-HT2B receptor clusters were extrasynaptic. Overall, these 
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results indicate that a large proportion of 5-HT2B receptor clusters is located at glutamatergic 

synapses in hippocampal neurons regardless of CIPP overexpression. Thus, a function of 5-

HT2B receptor may be to tune glutamatergic synapses.  

 

CIPP overexpression prevents the agonist-induced loss of surface 5-HT2B-receptors 

Agonist-induced internalization of certain GPCRs can be controlled by PDZ binding motifs 

located at their C-terminal tails that mediate their internalization, recycling to the plasma 

membrane or degradation 
37

. For instance, PSD-95 was shown to increase desensitization of 

the 5-HT2C receptor-mediated Ca
2+

 responses, while another PDZ protein, MPP3, prevented 

its desensitization. These contrasting effects of PDZ proteins on the desensitization of the 

Ca
2+

 response were correlated with a differential modulation of the cell trafficking of the 

receptor 
38

. We thus explored the putative role of CIPP in the regulation of 5-HT2B receptor 

clustering at the neuronal membrane upon agonist receptor stimulation. Neurons 

overexpressing 5-HT2B receptors were stimulated with BW723C86 (0, 50, 100, 1000 nM), a 

preferential 5-HT2B receptor agonist at these doses 
33

 at different time points (0, 10, 20 min) 

after stimulation. The number of clusters of membrane 5-HT2B receptors decreased and their 

surface area increased as a function of the dose of BW723C86 applied for 20 minutes with a 

maximum effect at 1 µM (Fig. S2A-B). Furthermore, a significant decrease in the number of 

membrane-associated 5-HT2B receptor clusters was measured 10 and 20 min after the onset of 

agonist application in the absence of CIPP (by 20 and 36%, respectively; p = 0.0044 and p < 

0.0001 vs. T0), but no change was detected in the number of clusters in neurons 

overexpressing CIPP (Fig. 5A-B, Table S1). The surface area and intensity of 5-HT2B 

receptor clusters did not change after BW723C86 application in the absence or presence of 

CIPP overexpression (Fig. 5B). These results indicate that the stimulation of 5-HT2B receptor 

can decrease the number of its membrane clusters in neurons expressing the receptor in the 

presence of endogenous CIPP but not in neurons overexpressing CIPP.  

 Interestingly, the number of 5-HT2B receptor clusters observed after agonist 

stimulation in neurons overexpressing solely the receptor reached that observed in non-

stimulated neurons overexpressing both the receptor and CIPP (Fig. 5B, Table S1). This 

means that CIPP overexpression decreases the number of 5-HT2B receptor clusters to a level 

that cannot be further lowered by agonist stimulation. Given that under basal activity 

conditions, the overexpression of CIPP increases the size and intensity of the 5-HT2B receptor 

clusters and that stimulation by the agonist does not lead to a change in size or intensity of 

theses clusters, we propose that overexpressing CIPP prevents the agonist-mediated loss of 
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surface 5-HT2B receptors observed in neurons expressing the receptor alone, in the presence 

endogenous CIPP. The endogenous expression of CIPP is, therefore, sufficient to increase 

basal activity of the receptor probably by favoring its accumulation within a signaling 

platform that is saturated upon CIPP overexpression. We propose that CIPP can concentrate 

5-HT2B receptors near its effectors on the plasma membrane, thereby increasing its basal 

signaling independently of receptor stimulation and internalization.  

 

CIPP enhances 5-HT2B receptor-operated calcium signaling in hippocampal neurons 

If CIPP overexpression prevents agonist-induced loss of 5-HT2B receptor clusters in neurons, 

we reasoned that this should strengthen receptor-dependent signal transduction. The 

activation of the Gq-coupled 5-HT2 receptors increases intracellular Ca
2+

 levels through 

inositol trisphosphate receptor (IP3R) activation 
39, 40

. We thus performed Ca
2+

 imaging on 

hippocampal neurons using the fluo-4-AM probe. We measured the intracellular Ca
2+

 levels 

in neurons overexpressing CIPP or not, before and after 5-HT2B receptor stimulation with 

BW723C86 (1 µM). We found that 5-HT2B receptor stimulation induced a Ca
2+ 

peak in 

primary dendrites of neurons expressing the receptor alone or in combination with CIPP (Fig. 

6A-B). The peak in intracellular Ca
2+

 level occurred around 5-sec after bath application of the 

agonist (Fig. 6B). The 5-HT2B receptor stimulation with BW723C86 increased by 110% the 

Ca
2+

 peak height in neurons expressing the 5-HT2B receptor alone (Fig. 6C). The expression 

of CIPP further increased the Ca
2+

 peak height (136% of the receptor alone; p = 0.0056) in 

neurons co-expressing the 5-HT2B receptor (Fig. 6D), and the area under the curve (300%; p 

< 0.0001) (Fig. 6D). These results indicate that the overexpression of CIPP potentiates the 5-

HT2B receptor-dependent Ca
2+

 signaling in hippocampal neurons.  

 

CIPP overexpression or 5-HT2B-receptor agonist stimulation leads to the dispersal of NMDA 

receptors associated with 5-HT2B receptors 

Glutamatergic synapses mediate excitatory neurotransmission in the brain, predominantly 

through the activation of ionotropic glutamate receptors such as the NMDA receptors. 

NMDA receptors are part of large protein complexes thanks to their binding to various PDZ 

domain proteins 
26

. The regulation of glutamate receptor clustering and trafficking 

(insertion/endocytosis) is associated with various forms of synaptic plasticity 
41

. It was 

previously reported that (i) the 5-HT2B receptor co-immunoprecipitates with the NR1 subunit 

of NMDA receptors in frog motoneurons 
42

, (ii) a 5-HT2B receptor agonist facilitates NMDA 

receptor responses in the presence of the channel blockers MK-801 or Mg
2+

 in motoneurons 
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14
, (iii) the NMDA receptor channel blocker MK-801 exacerbates behavioral alterations of 

Htr2b
−/−

 mice, supporting the notion that the glutamatergic system is to some extent affected 

by a lack of 5-HT2B receptors 
11

, and (iv) CIPP can associates with NMDA receptors 
29

. We 

therefore studied the influence of CIPP and the stimulation of 5-HT2B receptors on the 

cellular distribution of the NR1 subunit of the endogenous NMDA receptor in hippocampal 

neurons.  

 The overexpression of both the 5-HT2B receptor and CIPP decreased by 26% (p = 

0.046) the number of NR1 clusters colocalized with 5-HT2B receptor clusters on the neuronal 

membrane without affecting their size or their intensity in comparison with neurons 

overexpressing only the 5-HT2B receptor (Fig. 7A-B). Therefore, the overexpression of CIPP 

impairs the clustering of NMDA receptors associated with 5-HT2B receptors. We then tested 

putative effect of 5-HT2B receptor stimulation on NR1 clusters. Activation of 5-HT2B 

receptors by BW723C86 (0, 50, 100, 1000 nM) in a dose-dependent manner decrease the 

number of NR1/5-HT2B receptor clusters with a maximum of 36% (p = 0.015) at 1 µM (Fig. 

S2B). Stimulation of 5-HT2B receptors by BW723C86 (1µM) for 10 or 20 min significantly 

reduced (by 35% and 25%, respectively; p = 0.0035 and p = 0.0413 vs. T0) the number of 

NR1/5-HT2B receptor clusters in neurons overexpressing the 5-HT2B receptor alone (Fig. 7B). 

On the other hand, 5-HT2B receptor stimulation changed neither the size (Fig. 7C), nor the 

intensity of the remaining NR1/5-HT2B receptor clusters (Fig. 7D). This means that the 

decrease in the number of NR1/5-HT2B receptor clusters is not the result of a fusion of 

preexisting clusters and a concentration of NMDA receptors in these clusters but is rather due 

to their disappearance from these clusters and their dispersion in the membrane. In the 

presence of CIPP overexpression, 5-HT2B receptor stimulation had no effect on the number, 

size, and intensity of NR1/5-HT2B receptor clusters (Fig. 7B-D). Thus, the stimulation of the 

5-HT2B receptor in the presence of endogenous CIPP induces a reduction in the number of 5-

HT2B receptor-associated NR1 clusters, an effect mimicked by the overexpression of CIPP.  

 Interestingly, the loss of 5-HT2B receptor clusters induced by the 5-HT2B receptor 

agonist was observed only for NMDA receptors colocalized with the 5-HT2B receptor. NR1 

clusters that did not colocalize with 5-HT2B receptor clusters (that represented 84.29% of the 

total population of NR1 clusters) were not affected by BW723C86 treatment. Indeed, neither 

the number, the size, nor the intensity of NR1 clusters located at a distance from 5-HT2B 

receptor clusters were modified by the treatment (p=0.36, p=0.58, p=0.57, respectively, 

n=28-25), although CIPP overexpression slightly reduced their number (by 21%), but not 

their area or intensity (p=0.02, p=0.39, p=0.06, respectively, n=25-29). These results support 
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that the proximity of the two receptors is necessary for the regulation of NMDA receptor 

clustering by 5-HT2B receptor signaling. Overall, these results show that activating 5-HT2B 

receptor or overexpressing CIPP reduce the clustering of NMDA receptors with 5-HT2B 

receptors.  

 

5-HT2B receptor stimulation affects the tripartite complex formed by CIPP, the 5-HT2B 

receptor, and the NMDA receptor 

We then determined if the effect of the 5-HT2B receptor agonist on NR1 clusters was due to 

changes in interaction of CIPP to its partners. Co-immunoprecipitation experiments in COS-7 

cells confirmed that the 5-HT2B receptor interacts with CIPP and NR1, and can form a 

macromolecular tripartite complex (Fig. 7E). The 5-HT2B receptor stimulation by 

BW723C86 decreased the amount of NR1 co-immunoprecipitated with CIPP or with 5-HT2B 

receptors, suggesting reduced association of CIPP to its partners (Fig. 7E). Therefore, 

activating the 5-HT2B receptor disperses the macromolecular complex formed by CIPP, the 

NMDA receptor and the 5-HT2B receptor. The co-immunoprecipitation of 5-HT2B receptor 

with both NR1 and CIPP supports the notion that the NR1 subunit of the NMDA receptor 

forms a ternary complex with 5-HT2B receptor and CIPP. This is reminiscent of the ternary 

complex formed by PSD-95, NR1 and the D1 dopamine receptor 
43

. A function of PSD-95 is 

to interfere with NMDA-D1 receptors coupling independently or not of the cAMP or PKC 

intracellular signaling cascades 
43

. We show here that the overexpression of CIPP or the 

agonist stimulation of the 5-HT2B receptor decrease the clustering of the NR1 subunit 

colocalized with 5-HT2B receptor in hippocampal neurons. It is interesting to note that, in 

spinal nociceptive C-fibers, 5-HT2B and NMDA receptor agonists significantly enhanced 

evoked potentials that were blocked by PKC  inhibitor peptide or by the 5-HT2B receptor 

antagonist SB204741. This was associated to the translocation of PKC  to postsynaptic sites 

and with the phosphorylation of NR1 (pNMDA serine 896) 
13

, supporting that it is upon 

phosphorylation, following stimulation, that NR1 may leave the complex. 

 

CIPP overexpression or 5-HT2B receptor stimulation increases the formation of new dendritic 

spines and the maturation of a spine subset 

The formation of dendritic spines, where excitatory glutamatergic synapses are located, is 

triggered by a rise in intracellular Ca
2+

 levels that can be induced upon activation of NMDA 

receptors, voltage-dependent calcium channels and / or the release of Ca
2+

 from the 

endoplasmic stores 
44

. Since 5-HT2B receptors can elevate intracellular levels of Ca
2+

 from 
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Ca
2+

 stores 
39, 40

 and interact with NMDA receptors, we studied the impact of CIPP 

overexpression or of 5-HT2B receptor stimulation on the formation and maturation of 

dendritic spines. CIPP overexpression or 5-HT2B receptor stimulation affected the density and 

shape of dendritic protrusions (Fig. 8A). A quantitative analysis showed that overexpressing 

CIPP, eGFP together with the 5-HT2B receptor increased by 213% the overall density of 

dendritic spines on pyramidal neurons, as compared to cells expressing the 5-HT2B receptor 

alone (0.79 spines/µm for cell expressing only 5-HT2B receptors, compared to 1.70 spines/µm 

in presence of CIPP, p<0.0001) (Fig. 8B). The classification of the dendritic spines then 

revealed that overexpressing CIPP and the 5-HT2B receptor increased respectively by 217% 

and 276% the number of filopodia and immature (thin and long thin) spines in comparison 

with the neurons, which only overexpressed the receptor in the presence of endogenous CIPP 

(p=0.011 and p<0.0001) (Fig. 8C-D). On the other hand, the number of mature dendritic 

spines (stubby and mushroom types) was not different in neurons overexpressing CIPP or not 

(3%, p=0.998), Fig. 8E). We conclude that CIPP overexpression increases the formation of 

new dendritic spines but has no influence on spine maturation. 

 We then tested the contribution of 5-HT2B receptor activation with BW723C86 with 

or without CIPP in the control of spine density and morphology. In neurons overexpressing 

the 5-HT2B receptor in the presence of endogenous CIPP, activation of the receptor with 

BW723C86 (1 µM) increased the total number of dendritic spines by 173% and 179% after 

10 or 20 min of exposure to the agonist (T0 0.79 spines / µm, T10 1.38 spines / µm, p = 

0.0104 and T20 1.43 spines / µm, p = 0.0041 vs T0) (Fig. 8A-B). We confirmed these 

findings by performing real-time live recordings of similar neuronal cultures overexpressing 

5-HT2B-HA and eGFP that were then treated by BW723C86 (1µM) (Fig 8A, Supp Movie). 

This increase concerned mainly immature dendritic spines of the thin type, which increased 

by 202% and 193% after 10 or 20 min of treatment (p = 0.0124 and p = 0.0186, Fig. 8D). The 

density of mature (stubby and mushroom) spines also significantly increased after exposure 

to the agonist for 20 min (119%, p = 0.0029, Fig. 8E). In agreement with a role of the 5-HT2B 

receptor in the formation and maturation of the spines, the density of filopodia was slightly, 

although non-significantly, decreased by the agonist (49% and 34% after 10 or 20 min, p = 

0.272 and p = 0.103, Fig. 8C). Therefore, the activation of 5-HT2B receptors leads to spine 

formation and participates to the maturation of the dendritic spines in neurons expressing 

solely the receptor.  

 Unlike neurons overexpressing the 5-HT2B receptor alone, stimulation with 

BW723C86 for 10 or 20 min did not significantly increase the overall population of dendritic 
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spines (T0 1.70, T10 1.96 and T20 1.81 spines / µm) in neurons overexpressing both CIPP 

and the receptor (Fig. 8B). However, the 5-HT2B receptor agonist had an effect on the density 

of filopodia, which was decreased by 32% and 40% after 10 or 20 min-exposures to 

BW723C86 (T0 vs. T10 p=0.0003, T0 vs. T20 p=0.0007, Fig. 8C). In contrast, the density of 

immature (T0 vs. T10 p=0.738, T0 vs. T20 p=0.750) and mature (T0 vs. T10 p=0.148, T0 vs 

T20 p=0.691) spines was unchanged by the treatment (Fig. 8D-E). Therefore, 5-HT2B 

receptor stimulation does not enhance the formation and maturation of dendritic spines in 

neurons overexpressing CIPP. 

 The comparison of the amount of the diverse categories of spines in neurons 

overexpressing CIPP at T0 to that of neurons overexpressing both CIPP and the 5-HT2B 

receptor at T20 showed that the density of immature spines reaches a similar proportion 

(p=0.143) (Fig. 8D). Only the proportion of the mature spines was slightly greater in neurons 

overexpressing the 5-HT2B receptor in the presence of endogenous CIPP after 20 min of 

treatment compared to neurons overexpressing both the receptor and CIPP at T0 (p=0.025) 

(Fig. 8E). This indicates that agonist stimulation has mostly the same effect as CIPP 

overexpression on spines.  

 Thus, overexpression of CIPP prevents the agonist-induced loss of 5-HT2B receptors 

at the neuronal surface, thereby increasing its activity, leading to a rise in intracellular Ca
2+

 

levels and the formation of dendritic spines. We propose that a function of the NR1/5-HT2B 

receptor/CIPP complex could be to potentiate spine formation and maturation through 5-

HT2B receptor-mediated activation of IP3R/Ca
2+ 

signaling cascades. Similarly, a contribution 

of 5-HT2A and 5-HT2C receptors in controlling dendritic spine structure has been reported. 

The 5-HT2A receptor activation was shown to induce an increase in dendritic spine size, as 

well as phosphorylation of p21-activated kinase PAK, a downstream target of the neuronal 

Rac guanine nucleotide exchange factor kalirin-7 involved in spine remodeling 
45

. 

Furthermore, stimulation of 5-HT2 receptors by DOI increased transamidation of Rac1 and 

Cdc42, but not RhoA in primary cortical cultures, and caused a transient dendritic spine 

enlargement, which can be blocked by Transglutaminases inhibition 
46

. PSD-95 interaction 

has subsequently been shown to drive the targeting of 5-HT2A and 5-HT2C receptors to apical 

dendrites and to control their turnover in-vivo 
24

. Therefore, serotonergic signaling system via 

the activation of 5-HT2A, 5-HT2C or 5-HT2B receptors (this study) can enhance spine 

maturation. Spine structural plasticity underlies LTP. The role of the serotoninergic system in 

the control of LTP has been demonstrated via 5-HT2A receptors 
47, 48

. Exposure to 

environmental stressors impairs hippocampal LTP via 5-HT2C receptors 
49

. In stressed 
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animals, increasing extracellular serotonin concentration by fenfluramine enabled the 

induction of LTP. This effect can be mimicked by agents that directly activate 5-HT2 

receptors, including the 5-HT2B receptor agonist BW723C86. In addition, fenfluramine 

prevented the inhibition of LTP caused by the NMDA receptor antagonist D-AP5, suggesting 

that serotonergic agents are acting on 5-HT2B receptor and NMDA receptor-dependent 

mechanisms of LTP 
12

, consistent with the present study. 

 The present data identify CIPP as a scaffolding molecule of the 5-HT2B receptor at 

glutamatergic synapses, and suggests a role of the CIPP-5-HT2B/receptor/NMDA receptor 

complex in structural plasticity. Further understanding of the function of this complex in vivo 

is critical to elucidate the contribution of serotonin to synaptic plasticity.  
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Materials and Methods 

Plasmid Constructs- cDNAs encoding Human 5-HT2B receptor or mouse 3Flag-CIPP were 

subcloned into pSG5 mammalian expression vector 
50

 or pCAGGS 
51

. PCAGGS-3HA-5-

HT2B construct was obtained from pCAGGS-5-HT2B by insertion of a Triple HA tag 

(YPYDVPDYA) to the N-terminal extremity of 5-HT2B receptors. PCAGGS-3HA-5-HT2B-

∆PDZ was obtained by targeted substitution in order to create stop codon before the PDZ 

binding site (EEQ*SYV).  

The Rattus norvegicus Sprague-Dawley N-methyl-D-aspartate receptor NMDAR1-1a subunit 

(NR1) complete coding sequence was cloned into PCAGGS-YFP plasmid to generate the N-

terminal labeled YFP-NR1 protein. 

 

COS-7 Cell Culture- COS-7 cells were cultured as monolayers in Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM) (Glutamax-GIBCO/Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf 

serum (Biowest SAS) and 1% penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich), in 9-cm dishes 

(Falcon/Corning Life Sciences). Cells were incubated at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. 

Cells were 70% confluent in 6-well plates for inositol phosphate accumulation, in 24-well 

plates for surface binding and in 9-cm dishes for total binding and co-

immunoprecipitation/Western-blot, when they were transfected using the Genjuice 

transfection reagent (Merck Millipore) in complete DMEM, according to the manufacturer’s 

instructions. 

 

Peptide affinity chromatography and mass spectrometry 

A synthetic peptide comprising the 14 C-terminal amino acids of the mouse 5-HT2B receptor 

and the corresponding peptide lacking the receptor PDZ binding motif (95% purity, 

Eurogentec) were coupled via their N-terminal extremities to activated CH-sepharose 4B 

(GE-Healthcare). Ten μg of each immobilized peptide were incubated with CHAPS-

solubilized proteins from mice brain (10 mg per condition) overnight at 4°C and affinity-

retained proteins were resolved on 2-D gels and detected by silver staining, as previously 

described 
27

. Proteins specifically recruited by the entire peptide, but not the truncated one, 

were excised, digested in gel using trypsin (Gold, Promega), and the resulting peptides were 

analyzed using an Ultraflex MALDI-TOF-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonik). 

Analyses were performed in reflectron mode with an accelerating voltage of 25 kV and a 
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delayed extraction of 50 ns. Spectra were analyzed using the FlexAnalysis software (version 

2.4, Bruker Daltonik) and auto-proteolysis products of trypsin (mol wt: 842.51, 1045.56, 

2211.10, 2383.90) were used as internal calibrates 
27

. Identification of proteins was 

performed by peptide mass fingerprint using the free Mascot Web server 

(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html) and the SwissProt or NCBIprot 

databases (containing 16,838 and 172,881 Mus musculus sequences, respectively). The 

following parameters were used for database interrogation: mass tolerance of 100 ppm; fixed 

chemical modification, carbamidomethylation of cysteines; variable chemical modification, 

oxidation of methionines; matching peptides with one missed cleavage accepted only when 

they included two consecutive basic residues or when arginine or lysine residues were 

followed by one or several acidic residues inside the peptide amino acid sequence. 

 

Co-immunoprecipitation and Western-blotting 

Co-immunoprecipitation and Western-blotting were performed as previously described 
52

. 

COS-7 cells transfected with a total of 10 µg of DNA per 9-cm dishes with a ratio of 1:1 

(HA-5-HT2B / empty vector; HA-5-HT2B∆PDZ / empty vector; Flag-CIPP / empty vector 

HA-5-HT2B / Flag-CIPP; HA-5-HT2B∆PDZ / Flag-CIPP) or 1:1:1 of HA-5-HT2B, YFP-NR1, 

and Flag-CIPP proteins, and maintained in culture for two days before harvesting. Cells were 

centrifuged and suspended in CHAPS lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.05 mM 

EDTA, 10 mM CHAPS, and protease inhibitor cocktail, pH 7.4) and sonicated for 30 s. Cells 

were next solubilized for 5h at 4°C under gentle agitation. Lysates were centrifuged (12,000 x 

g) in order to pellet non-solubilized membranes. Protein concentrations in supernatant were 

measured using the Pierce™ Coomassie Protein Assay Kit.  

Cell cultures were transduced with a peptide made up of the 11 C-terminal residues of the 5-

HT2B receptor to competitively occlude the interaction between the receptor’s PDZ binding 

motif and target PDZ proteins. This peptide was N-terminally fused to the transduction 

domain of the Tat protein from the human immunodeficiency virus type-1 to allow its 

intracellular delivery 
38

. TAT-5-HT2B-C-TER: YGRKKRRQRRRGDKTEEQVSYV; TAT-

5-HT2B-C-TER-MUT: YGRKK RRQRRRGDKTEEQVSSV. The TAT-5-HT2B-C-ter 

peptide was biotinylated. Protein extracts were incubated in the absence or presence of either 

the TAT-5-HT2B-Cter peptide or the TAT-5-HT2B-Cter mutated peptide (10 mM each).  

Lysates were co-imunoprecipitated with anti-HA, anti-Flag, or anti-NR1 antibody (CST HA-

http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
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Tag C29F4 Rabbit mAb #3724, 67 ng/ml; mouse primary antibody against Flag Sigma, 1 

µg/ml; anti-NR1 antibody clone 54.1, Millipore, MAB363, 1.8 µg/ml) overnight at 4 °C 

under gentle agitation. Total lysate and immunoprecipitated proteins were separated by 

SDS/PAGE onto 10% acrylamide gels and transferred electrophoretically to nitrocellulose 

membranes. Inputs represent 5% of the total protein amount used for immunoprecipitations. 

Blots were probed with anti-HA (1:1,000), anti-Flag (1:1,000) or anti-NR1 antibody 

(1:1,000) (See Table S2). Anti-mouse and anti-rabbit antibodies (1:10,000) were used as 

secondary antibodies. Immunoreactive bands were detected using the Odyssey software. At 

least three independent experiments were performed. 

 

Inositol phosphate accumulation measurement 

Inositol phosphate accumulation was measured according to 
52

. COS-7 cells were transfected 

with a total of 3 µg of DNA (1:1 ratio for co-transfection) per 6-well plates. Twenty-four 

hours later cells were trypsinized (Trypsin 1X 0.05% EDTA; Invitrogen) and plated in 96-

wells plates (30,000 cells/well). The next day, complete medium was replaced by serum-free 

medium. The day of the experiment, media was replaced by stimulation buffer supplemented 

with LiCl (NaCl 146 mM, KCl 4.2 mM, MgCl2 0.5 mM, CaCl2 1 mM, Hepes 10 mM, 

Glucose 5.5 mM, LiCl 50 mM, pH 7.4) to prevent inositol phosphate degradation. Cells were 

stimulated for two h at 37 °C with increasing concentrations (10
-11

 to 10
-5

 M in stimulation 

buffer) of serotonin and DOI (full and partial 5-HT2B receptor agonists, respectively). The 

stimulation solution was removed and cells well incubated in the lysis buffer (IP one HTRF 

Kit, Cisbio) for 1 h. Lysates were distributed in 384-well plates and IP1 was labeled using 

HTRF reagents. At least three independent experiments were performed in duplicate. 

 

Binding assays 

Binding assays were performed as previously described 
52

.  

Surface binding. COS-7 cells were transfected with a total of 10 µg of DNA per 9-cm dishes 

using the Genjuice transfectant reagent in complete medium. Twenty-four h later, cells were 

trypsinized and plated in 24-well plates. The day before experiment, the culture media was 

replaced by serum free media. The day of experiment the media was replaced by Krebs-

Ringer-Hepes buffer (130 mM NaCl, 1.3 mM KCl, 2.2 mM, CaCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 1.2 

mM MgSO4, 10 mM Hepes, 10 mM glucose, pH 7.4). Cells were incubated with a constant 
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concentration of [
3
H]-Mesulergine (1 nM) and increasing concentrations of RS127445, a 

selective 5-HT2B receptor antagonist. RS127445 was diluted in Krebs-Ringer-Hepes buffer at 

10
-11

 to 10
-6

 M final concentrations. After 90-min incubation at room temperature, cells were 

washed twice on ice with cold PBS and lysed in SDS 1% for 1 h. Lysates were transferred in 

scintillation tubes and 4 ml scintillation cocktail was added to the samples. The radioactivity 

was counted using a scintillation counter (Beckman Coulter).  

Total Binding. COS-7 cells were transfected with a total of 10 µg of DNA per 9-cm dishes 

using the Genjuice transfectant reagent in complete medium. The day after, the complete 

culture medium was replaced by serum-free medium After two days, cells were scraped on 

ice, centrifuged for 5 min at 1,000 x g at 4 °C. Cell pellets were dissociated and lysed in 1 ml 

of binding buffer (50 mM Tris HCl, 10 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) and centrifuged 

for 30 min at 10,000 x g. Membranes (pellets) were then suspended in 5 ml PBS. Aliquots of 

membrane suspension (200 µl/well containing ~ 50 µg protein) were distributed in 96 deep 

well plates. Membranes were incubated at room temperature for 90 min with 25 µl of [
3
H]-

Mesulergine diluted in binding buffer at a final concentration of 1 nM and 25 µl/well of 

increasing concentrations (10
-11

-10
-6

 M) of RS127445. Membranes were harvested by rapid 

filtration onto Whatman GF/B glass fiber filters (Brandell-Harvester apparatus) pre-soaked 

with cold saline solution and washed 3 times with cold saline solution to reduce nonspecific 

binding. Filters were placed in 6-ml scintillation vials and allowed to dry overnight. The next 

day, 4 ml of scintillation cocktail were added to the samples. At least three independent 

experiments were performed in duplicate. 

 

Experimental procedures involving animals. 

All animal procedures were carried out according to the European Community Council 

directive of 24 November 1986 (86/609/EEC), the guidelines of the French Ministry of 

Agriculture and the Direction Départementale de la Protection des Populations de Paris 

(Institut du Fer à Moulin, Animalerie des Rongeurs, license C 72-05-22) and were approved 

by the local Ethic Committee for Animal Experiments (No. 01170.02). All efforts were made 

to minimize animal suffering and to reduce the number of animals used. 

 

Hippocampal neuronal culture and transfection. 
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Hippocampal neurons were prepared from embryonic day 19 Sprague-Dawley rat pups as 

previously described 
53, 54

. Dissected tissues were trypsinized (0.25% v/v) and mechanically 

dissociated in HBSS (CaCl2 1.2 mM, MgCl2 0.5 mM, MgSO4 0.4 mM, KCl 5 mM, KH2PO4 

0.44 mM, NaHCO3 4.1 mM, NaCl 138 mM, Na2HPO4 0.34 mM, D-Glucose 5.5 mM) 

containing 10 mM Hepes (Invitrogen). Dissociated cells were plated on glass coverslips 

(Assistent) precoated with 55 µg/ml poly-D,L-ornithine (Sigma-Aldrich) in plating medium 

composed of MEM supplemented with horse serum (10% v/v; Invitrogen), L-glutamine (2 

mM), and Na pyruvate (1 mM, Invitrogen) at a density of 3.4 × 10
4
 cells/cm

2
 and maintained 

in humidified atmosphere containing 5% CO2 at 37°C. After attachment for 2-3 h, cells were 

incubated in maintenance medium that consists of Neurobasal medium supplemented with 

B27, L-glutamine (2 mM), and antibiotics (Invitrogen). Each week, one-third of the culture 

medium volume was renewed. For RT-qPCR experiments, cytosine β-D- arabinofuranoside 

(AraC) (5 µM) was added once at 5 days in vitro (DIV) 
55

. Neuronal transfections with 

plasmids encoding HA-5-HT2B, Flag-CIPP, Gephyrin FingR–GFP 
56, 57

, Homer1c–GFP 
58

 and 

eGFP were performed at 13–14 DIV using Transfectin (Bio-Rad), according to the 

instructions of the manufacturer (DNA/lipofectant ratio of 1:3), with 1 µg of plasmid DNA 

per 20-mm well. The following ratio of plasmid DNA was used in co-transfection 

experiments: 0.5:0.3:0.2 µg (for 5-HT2B-HA/ CIPP-Flag/ Homer1c–GFP or Gephyrin FingR–

GFP or mCherry or eGFP). Experiments were performed 7–10 days after transfection. 

  

RT-qPCR 

Total RNAs was extracted using Trizol reagent (Invitrogen) and treated with DNase 

(Thermoscientific). First-strand cDNA was synthesized by reverse transcription of 2 µg of 

total RNA with Superscript-II reverse transcriptase (Invitrogen, Illkirch, France). Reverse 

transcriptase was omitted in samples as negative controls. Relative expression levels of 

mRNAs were determined by real time RT-PCR using Absolute SYBR Green Mix 

(Thermoscientific) on a QuantStudio apparatus (Applied Biosystems). Efficiency of 

amplification for each primer pair was checked on a standard curve. Gene expression levels 

were normalized to rat cyclophilin B (Cyp) mRNA expression.  

 The primers used are: Cyp Forward: CCATCGTGTCATCAAGGACTT; Cyp 

Reverse: TTGCCATCCAGCCAGGAGGTC; Htr2b Forward: 

GGTGGCTGATTTGCTGGTTG; Htr2b Reverse: TAGCGATCCAGGGAAATGGC; CIPP 
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Forward: ACCCAGAAGCTGAAGGTTGG; CIPP Reverse: 

TGGGAGCCTGCAGACATCAT. 

 

Immunocytochemistry 

The total (membrane plus intracellular) pools of 5-HT2B receptors were revealed with 

immunocytochemistry in fixed and permeabilized cells, whereas the membrane pool of 5-

HT2B-HA was done in non-permeabilized cells. To label the total pool of 5-HT2B receptors, 

CIPP or NMDA receptors, cells were fixed for 15 min at room temperature in 

paraformaldehyde (PFA; 4% w/v; Sigma) and sucrose (20% w/v; Sigma) solution in PBS. 

Cells were then washed in PBS, and permeabilized for 4 min with Triton X-100 (0.25% v/v) 

in PBS. After washes, nonspecific staining was blocked for 30 min with bovine serum 

albumin (BSA; 3% w/v; Sigma) and goat serum (20% v/v; Invitrogen) in PBS. Neurons were 

then incubated for 1 h with either the rabbit anti-HA antibody (1:400; Cell Signaling HA-Tag 

C29F4 Rabbit mAb #3724) or the mouse anti-Flag antibody (1:400; Sigma) or rabbit anti-

Flag antibody (1:400; Sigma) or the mouse anti-NR1 antibody (1:400, clone 54.1, Millipore, 

MAB363) or anti-MAP2 (Chicken); Abcam; ab5392; dilution 1/500, or Monoclonal mouse 

anti-Neurofilament, clone RT-97, Millipore, MAB5262; dilution 1/500 in PBS supplemented 

with Goat Serum (GS) (3% v/v). CY3 Donkey anti-Chicken -IgY++(IgG) (H+L); Jackson; 

Code703-165-155; dilution 1/500; Cells were then washed three times and incubated for 45 

min with Cy5-conjugated donkey anti-mouse antibodies (1.9 µg/ml; Jackson 

ImmunoResearch) or the Cy3-conjugated goat anti-rabbit antibody (1.9 µg/ml; Jackson 

ImmunoResearch) in PBS-BSA-goat serum blocking solution, washed, and mounted on 

slides with mowiol 4-88 (48 mg/ml) (See Table S2). In experiments using BW723C86, the 

drug was diluted in imaging medium and applied to neurons for 10 or 20 min at 1 μM final 

concentration. The imaging medium consisted of phenol red-free MEM supplemented with 

glucose (33 mM), Hepes (20 mM), glutamine (2 mM), Na+-pyruvate (1 mM), and B27 (1X, 

Invitrogen). Sets of neurons to be compared were labeled and imaged simultaneously.  

 

 

Fluorescence image acquisition and cluster analyses 

Fluorescence image acquisition and analyses were performed as previously described 
53, 54

. 

Images were obtained on a Leica SP5 confocal microscope using the LAS-AF program 
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(Leica). Stacks of 16–35 images were acquired using a 63 X objective with an interval of 0.2 

μm and an optical zoom of 2. Image exposure time was determined on bright cells to avoid 

pixel saturation. All images from a given culture were then acquired with the same exposure 

time.  

 Quantifications of 5-HT2B receptor or NMDA receptor clusters were performed using 

MetaMorph software (Roper Scientific) on projections (sum of intensity) of confocal optical 

sections. On each cell, a region of interest (ROI) was chosen. For 5-HT2B receptor or NMDA 

receptor cluster analyses, images were first flattened background filtered (kernel size, 3 x 3 x 

2) to enhance cluster outlines, and a user-defined intensity threshold was applied to select 

clusters and avoid their coalescence. Thresholded clusters were binarized, and binarized 

regions were outlined and transferred onto raw data to determine the mean 5-HT2B receptor, 

CIPP or NMDA receptor cluster number, area and fluorescence intensity. The dendritic 

surface area of regions of interest was measured to determine the number of clusters per 10 

µm
2
. For quantifications of 5-HT2B receptor clusters at excitatory or inhibitory synapses, only 

5-HT2B receptor clusters comprising at least three pixels and apposed on at least one pixel 

with GFP-Homer or Gephyrin FingR–GFP clusters were considered. For each culture, we 

analyzed 7-12 dendrites per experimental condition and ~100 clusters per dendrites. A total 

of about 10 neurons were analyzed per condition from two to five independent cultures. The 

experimenter was blind to the culture treatment. 

 

Calcium imaging acquisition and analyses 

Calcium imaging acquisition and analyses were performed as described in 
59

. Neurons 

expressing HA-5-HT2B receptor, mCherry and/or Flag-CIPP were maintained at 37°C in a 

thermostated chamber and superfused with imaging medium preheated at 37°C. Time-lapse 

confocal images of neurons were acquired every 500 ms using an inverted spinning-disc 

microscope (Leica DMI4000, Yokogawa CS20 spinning Nipkow disk, 63� objective). At 

every time point, neurons were illuminated by 491 nm light from an Ar/Kr laser in order to 

follow cytosolic calcium concentration using Fluo-4AM (Thermofisher). At first and last time 

point, neurons were illuminated by 561 nm light to follow eventual morphological changes or 

displacement artifact. Laser intensity, time of illumination and acquisition parameters of the 

camera remained identical to allow comparison between experiments and bleach correction. 

In order to analyze calcium concentration change after stimulation with BW723C86 (1 µM), 
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ROI were randomly selected in the dendrites of mCherry-positive cells. In addition, ROI 

were precisely selected out of the mCherry-labeled neurons or other cells in order to identify 

the background fluorescence. The background intensity was subtracted to the mean intensity 

values of Fluo-4AM calcium fluorescent probe. Basal intensity of each ROI was determined 

during the time before injection in order to determine F0 values. Then intensity after 

stimulation F was normalized by F0 in order to detect and compare each ROI by their specific 

F/F0. Finally, each ROI were plotted and analyzed using the GraphPad Prism 7 software. 

 

Spine analysis 

Quantifications of spine density and shape were performed blind to experimental conditions, 

on confocal stacks of eGFP images with Imaris (BitPlane, South Windsor, CT, USA). 

Measurements were made on maximal projection in z of confocal stacks of 16–35 images 

acquired with an interval of 0.2 μm, and an optical zoom of 1.26. Only spines that could be 

accurately followed over the entire stack were measured. A total of 15–30 dendritic segments 

were analyzed per condition from two independent cultures. Briefly, dendrites were semi-

automatically rebuilt in 3D and spines automatically segmented using the Filament Tracer 

tool. Measurements were performed on one dendrite portion per image. Dendrite length, 

spine length and terminal point diameter data were extracted from Imaris. Dendritic spine 

densities and classes (stubby, mushroom, thin, and filopodia) were assessed according to 
60

. 

Filopodia were classified as such when their length was >2 µm; mushroom spines when the 

head width was > 0.6µm; long-thin spines when their length >1µm; thin spines when their 

length-to-width ratio (LWR) was >1 and stubby spines when their LWR was <1. 

 The spine real-time recordings were realized on living neurons transfected with 5-

HT2B-HA and eGFP with a Nikon Ti-eclipse microscope, and with an Andor EMCCD 897 

camera using a 100X objective. The neurons were kept, during the experiment, at 37°C in the 

imaging medium. For the images acquisition parameters, an interval of 0.2 μm and a stack of 

5 µm were set. Image exposure time was determined on bright cells to avoid pixel saturation. 

Pictures were taken every 2 minutes. The three first pictures were acquired before any 

stimulation then the drug (BW723C86 at a final concentration of 1µM) was applied in the 

imaging buffer until the end of the experiment (25 minutes in total). The movie and pictures 

are the maximal projection in z at each time point. 
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Statistical analyses 

To determine differences between the experimental groups, normal distributions and 

homoscedasticity were assessed by Shapiro-Wilk’s test, D'Agostino & Pearson's test, and 

Levene’s test, respectively. Putative outliers were determined by the ROUT method and 

eliminated. For non-parametric test, Mann and Whitney t-test was used for simple 

comparisons. For parametric test, data were analyzed by one-way ANOVA followed by 

Holm-Sidak's post-test for multiple comparisons, or by two-way ANOVA followed by 

Tukey's post-test for multiple comparison. Independent experiments were performed at least 

3 times. In all cases, p < 0.05 was considered as statistically significant. Means and SEM are 

represented in all graphs. The statistical tests, indicated in each figure, were performed with 

the GraphPad Prism 7 software (See Table S3 for full statistical analysis).  
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The supplementary material includes the summary of the characteristics (in absolute 

numbers) of 5-HT2B receptor clusters in neurons expressing the receptor alone or in 

combination with CIPP, the list and references of antibodies used for immunolabeling, and 

the full statistical analysis of the reported data. 

In addition, the quantification of 5-HT2B receptor clusters in neurons overexpressing CIPP in 

the presence of 5-HT2B receptor ∆PDZ and the decrease co-immunoprecipitation of CIPP 

with the 5-HT2B receptor in COS-7 cells expressing the TAT-5-HT2B-C-ter peptide are 

presented.  

Then, the dose response effect of BW723C86 agonist on 5-HT2B receptor membrane and 

NR1-associated clusters is displayed in order to confirm the specificity of the agonist effects.  

Finally, a movie of real-time live recording of neuronal cultures overexpressing 5-HT2B-HA 

and eGFP before and after treatment by BW723C86 (1µM) illustrates the increase in spine 

over time. 
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Figure 1 - Interactions between CIPP and the 5-HT2B receptor PDZ binding motif. (A) 

Pull-down of CIPP by the 5-HT2B receptor PDZ binding motif. The left panel shows an 

analytic 2-D gel of pull-down of brain proteins performed with the 5-HT2B receptor C-

terminal peptide (last 14 amino-acids) as bait, representative of three independent 

experiments. The right panels show a magnification of gel region comprising a circled train 

of protein spots otherwise absent in the corresponding region of 2-D gels obtained with the 5-

HT2B receptor C-terminal peptide (C-t) deleted (last three amino-acids) of the receptor PDZ 

binding motif (∆PDZ). This train of spot was identified as CIPP by MALDI-TOF mass 

spectrometry (16 out 26 detected peptides matching the CIPP sequence, corresponding to a 

protein sequence coverage of 25%, Mascot Score 153). (B) Co-immunoprecipitation of 

CIPP with the 5-HT2B receptor in COS-7 cells. Proteins from COS-7 cells co-transfected 

with plasmids coding for HA-tagged 5-HT2B (HA-2B), HA-tagged 5-HT2B-∆PDZ (HA-

2B∆PDZ) and/or Flag-tagged CIPP proteins analyzed by Western blotting. Blot of input of 

proteins revealed by anti-Flag antiserum (IB Flag-CIPP) or by anti-HA antiserum (IB HA-

2B) shows the presence of the proteins in each condition (left). Immunoprecipitations using 

anti-Flag beads (IP Flag-CIPP) or anti-HA beads (IP HA-2B) followed by Western blotting 

revealed an interaction between CIPP and 5-HT2B receptors but not between CIPP and 5-

HT2B-∆PDZ (representative experiment of n > 3 independent experiments).  
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Figure 2 - Impact of CIPP on 5-HT2B receptor expression and signaling. (A) Impact of 

CIPP on total and cell surface 5-HT2B receptor expression in COS-7 cells. (left) 

Radioligand binding competition of tritiated mesulergine performed on membrane proteins 

from transfected COS-7 cells expressing 5-HT2B receptors with (Blue square-bars) or without 

CIPP (Orange circle-bars) showed no different maximal expression of the receptors, which is 

represented by the Bmax. (Right) Similar experiment performed on living COS-7 cells in 

order to evaluate 5-HT2B receptor expression at the plasma membrane (surface) showed no 

different expression (p>0.05). Data were tested using the Mann-Whitney unpaired t-test; n = 

3 independent experiments, each performed in duplicate. (B) Impact of CIPP on 5-HT2B 

receptor-operated signal transduction. (left) The quantification of inositol phosphate 

production was performed in COS-7 cells expressing 5-HT2B receptor with or without CIPP 

and stimulated with increasing concentrations of a full agonist (5-HT) or a partial agonist 

(DOI) of the receptor. (Right) Co-expression of CIPP with 5-HT2B receptors increased the 

basal (Emin, 5-HT p = 0.0159, DOI p = 0.0286), and stimulated inositol phosphate production 

(Emax, 5-HT p = 0.0286, DOI p = 0.0286). Bmax, Emin, Emax were statistically analyzed by 

Mann-Whitney unpaired t-test; n = 4-6 independent experiments, each performed in 

duplicate. (*p < 0.05).  
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Figure 3 - Impact of CIPP expression on 5-HT2B receptor distribution in hippocampal 

neurons. (A) Expression of 5-HT2B receptors and CIPP mRNA in hippocampal cultures. 

mRNAs were prepared from cultured hippocampal neurons treated with AraC to eliminate 

astrocytes and microglia and were quantified by RT-qPCR revealing expression of both CIPP 

and 5-HT2B receptor mRNAs in these neurons. (B) Cellular distribution of 5-HT2B receptor 

and CIPP. Primary cultures of hippocampal neurons were transfected with plasmids 

encoding HA-5-HT2B receptor and Flag-CIPP, and stained for their respective tag. Note the 
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partial overlap in HA-5-HT2B receptor (red) and Flag-CIPP protein (blue) staining in neurons. 

Inset highlights Flag-CIPP labeling in neurites devoid of 5-HT2B receptors. Scale bars 10 µm, 

inset 5 µm. (C) Double-labeling of 5-HT2B receptor (red), and either MAP2 (green, left) 

or Neurofilament (green, right) to identify respectively somato-dendritic and axonal 

compartments. The HA-5-HT2B receptor (red) is exclusively expressed along MAP2-

positive somato-dendritic membrane and excluded from Neurofilament-positive axons . Scale 

bars 10 µm, inset 5 µm. (D) Subcellular distribution of 5-HT2B receptor and CIPP. 

Morphological analyses were performed on primary cultured hippocampal neurons 

transfected with a plasmid encoding HA-tagged 5-HT2B receptor together with a plasmid 

encoding Flag-tagged CIPP or an empty vector (-CIPP). Examples of total (left panel) and 

surface (right panel) staining of 5-HT2B receptor (red) in permeabilized and non-

permeabilized cells, respectively. Note that 5-HT2B receptors form clusters at the surface of 

hippocampal dendrites with or without CIPP overexpression (see enlargements, right). Scale 

bars 5 µm. (E) Quantification of 5-HT2B receptor clusters in neurons overexpressing 

(blue) or not (orange) CIPP. CIPP decreased the number of 5-HT2B receptor clusters at the 

neuronal surface (p < 0.0001), but not the total (intracellular + surface) number of clusters (p 

= 0.08). CIPP increased the size (area) of membrane (p = 0.034) or total (intracellular + 

membrane) 5-HT2B receptor clusters (p = 0.024). CIPP also increased the density of 5-HT2B 

receptors per cluster (integrated intensity) for the membrane pool (p = 0.0003) and total (p = 

0.0009). Morphological parameters were analyzed by unpaired t-test, n = 45-53 dendrites 

with 7-12 dendrites per neuron from 5 neuronal cultures. (F) Subcellular distribution of 5-

HT2B receptors in neurons expressing TAT-peptides. Morphological analyses were 

performed on primary cultured hippocampal neurons transfected with a plasmid encoding 

HA-tagged 5-HT2B receptor together with TAT-5-HT2B-Cter peptides. Examples of surface 

staining of 5-HT2B receptor (red) in non-permeabilized cells. 5-HT2B receptors form clusters 

at the surface of dendrites in absence of CIPP overexpression, whose numbers are increased 

by TAT-5-HT2B-Cter peptide, but not TAT-5-HT2B-Cter mutant peptide (see enlargements, 

right). Scale bars, 5 µm. (G) Quantification of 5-HT2B receptor clusters in neurons 

expressing TAT-peptides. TAT-5-HT2B-Cter peptide but not the TAT-5-HT2B-Cter mutant 

peptide increased the number of 5-HT2B receptor clusters at the neuronal surface (p = 0.049). 

TAT-5-HT2B-Cter peptide but not the TAT-5-HT2B-Cter mutant peptide decreased the size 

(area) of surface 5-HT2B receptor clusters (p = 0.0036) and the density (p = 0.0009) of 5-HT2B 

receptors per cluster (integrated intensity). Morphological parameters, expressed as 

percentage of the basal values, were analyzed by one-way ANOVA and Tukey's multiple 

comparisons test, n = 12-18 dendrites from 2 neuronal cultures (**** p< 0.0001, *** p < 

0.001, ** p < 0.01, * p <0.05).   
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Figure 4 - Contribution of CIPP to 5-HT2B receptor distribution at excitatory and 

inhibitory synapses. Neurons were transfected with plasmids encoding HA-5-HT2B receptor, 

Flag-CIPP, and either the glutamatergic or the GABAergic post-synaptic markers GFP-

Homer1c or Gephyrin FingR–GFP, and stained for their respective tags. (A-B) Distribution 

of 5-HT2B receptor and CIPP at excitatory glutamatergic (A) or inhibitory GABAergic 

(B) synapses. Note the higher localization (arrowheads) of 5-HT2B receptor clusters (red) 

near glutamatergic synapses (green in A) than near inhibitory synapses (green in B) in 

neurons expressing or not CIPP. Extrasynaptic clusters (small arrows) of 5-HT2B receptors 

are detected in dendrites of neurons expressing or not Flag-CIPP. Scale bars 5 µm. (C) 

Quantification of the proportion of 5-HT2B receptor clusters at excitatory or inhibitory 

synapses. Quantification shows that the 5-HT2B receptor expressed with CIPP (or not) is 

localized mainly near glutamatergic synapses (left panel). CIPP expression did not change the 

targeting of the 5-HT2B receptor to excitatory synapses (p = 0.64), but slightly increased 

receptor targeting to inhibitory synapses (right panel) (Unpaired t-test, 5-HT2B receptor + 

CIPP vs. 5-HT2B receptor alone, n = 25-23 dendrites; p = 0.021). Data are from 2 cultures. * p 

< 0.05. 
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Figure 5 - Effect of CIPP on agonist-induced 5-HT2B receptor redistribution. (A) 5-HT2B 

receptor clustering at the dendritic surface 0, 10 or 20 min after BW723C86 stimulation in the 

absence (top) or presence (bottom) of CIPP. Scale bars 5 µm. (B) Quantification of 5-HT2B 

receptor surface clustering following agonist stimulation in the presence (or not) of 

CIPP. Upon 5-HT2B receptor stimulation by BW723C86 (1 µM), the number of 5-HT2B 

receptor clusters at the neuronal surface decreased from 0 to 20 min in the absence but not in 

the presence of CIPP (T0 vs. T10 p = 0.0044, T0 vs. T20 p<0.0001, T10 vs. T20 p = 0.0192, 

number of dendrites = 44-50). The treatment did not change the size (area) and the molecular 

density (integrated intensity) of 5-HT2B receptor clusters. Data, expressed as percentage of 

their respective values at T0, were analyzed by one-way ANOVA and Tukey's multiple 

comparisons test. Data are from 5 cultures. *** p<0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05.  
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Figure 6 - Effect of CIPP on 5-HT2B receptor-operated calcium signaling in 

hippocampal neurons. (A) The top panels show examples of selected images of mCherry 

(left) and Fluo4-AM recordings (right) with ROIs (white boxes) at T0 (basal), T5, and T75 s 

of BW723C86 stimulation of neurons expressing mCherry (control), or HA-5-HT2B receptor 

alone, or co-expressing HA-5-HT2B receptor and Flag-CIPP. Scale bars 5 µm. (B) Summed 

calcium transients were recorded in hippocampal cells transfected with constructs encoding 

mCherry (control, grey line), mCherry and 5-HT2B receptor (orange line), or 5-HT2B receptor 

and CIPP (blue line). The curves were obtained from 3–4 independent experiments, 

averaging at least 49 individual ROI measurements. The arrow indicates the beginning (T0) 

of BW723C86 stimulation (1 µM). (C) The histogram shows the increased height of the peak 

(F/F0) in percent of basal activity for the 5-HT2B receptor co-expressed with CIPP (p = 

0.0056, n=133 and n=230 ROI). (D) The histogram shows the increased area under the curve 

(AUC) in arbitrary units (A.U.) for the 5-HT2B receptor co-expressed with CIPP. (p<0.0001, 

n=49 and n=143 ROI). Data were analyzed by Mann-Whitney unpaired t-test). Data are from 

10-50 neurons from 3-4 neuronal cultures. **** p<0.0001, ** p<0.01  
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Figure 7 - 5-HT2B receptor stimulation induces a cellular redistribution of the complex 

formed by CIPP, the NMDA receptor and the 5-HT2B receptor. (A) Effect of CIPP on 

NMDA receptor clustering upon 5-HT2B receptor stimulation. Examples of clusters of 
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HA-tagged 5-HT2B receptor (red) and endogenous NR1 subunit of the NMDA receptor 

(green) in the absence (top) or presence (bottom) of Flag-tagged CIPP at different time points 

after BW723C86 (1 µM) application. Note the decrease in the density of NR1 clusters 

(arrowheads) in the absence but not in the presence of CIPP after 10 min of treatment that 

persists up to 20 min. Scale bars 5 µm. (B) Quantification of the number of NR1 clusters 

colocalized with 5-HT2B receptor clusters in neurons overexpressing HA-tagged 5-HT2B 

receptors alone (orange bars) or 5-HT2B receptors and CIPP (blue bars). In basal activity 

condition (T0), the expression of CIPP decreased the number of NR1 clusters colocalized 

with those of 5-HT2B receptors (CIPP+5-HT2B receptor vs. 5-HT2B receptor alone, p = 0.046, 

number of cells = 28-27). Stimulation of 5-HT2B receptors for 10 or 20 min significantly 

reduced the number of NR1 clusters co-localized with 5-HT2B receptor clusters in the absence 

of CIPP (T0 vs. T10 p = 0.0035, T0 vs. T20 p = 0.0413, number of cells = 26-28) but not in 

its presence. Note that after a 20-min exposure to BW723C86, the number of NR1 clusters 

co-localized with the 5-HT2B receptor is the same in neurons expressing the receptor alone or 

in combination with CIPP. (C-D) Quantification showing no effect of CIPP expression or 

BW723C86 on the size (C) and intensity (D) of NR1 clusters colocalized with 5-HT2B 

receptor clusters in neurons overexpressing the receptor alone (orange bars) or together with 

CIPP (blue bars). B-D: Data (expressed as percent of T0 or of 5-HT2B receptor expressed 

alone) were statistically analyzed by one-way ANOVA and Holm-Sidak's multiple 

comparisons test; n of dendrites = 22-28 from 3 independent cultures; * p < 0.05. (E) Co-

immunoprecipitation of CIPP, NR1 and 5-HT2B receptor. Proteins from COS-7 cells co-

transfected with plasmids coding for HA-5-HT2B receptor (HA-2B), YFP-NR1, and/or Flag-

CIPP were analyzed by Western blotting. (left) Blots of input of proteins revealed by anti-

Flag (IB Flag-CIPP), anti-GFP (IB YFP-NR1) or anti-HA (IB HA-2B) antibodies show the 

presence of the proteins in the control non-stimulated (NS) condition and upon BW723C86 

(BW) stimulation. (right) Proteins immunoprecipitated by anti-Flag (IP Flag) or anti-HA (IP 

HA-2B) beads and revealed with either anti-Flag (IB Flag-CIPP), anti-GFP (IB YFP-NR1), 

or anti-HA (IB HA-2B) antibody showed the existence of a tripartite complex. Note the 

reduced amount of NR1 co-immunoprecipitated with the 5-HT2B receptor upon BW723C86 

stimulation. Representative blot from 3 independent experiments.  
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Figure 8 - CIPP expression and 5-HT2B receptor stimulation induce the formation of 

new dendritic spines. (A) Top: Morphological classification of dendritic spines. Middle: 

Representative images of dendritic spines of neurons co-transfected with plasmids encoding 

eGFP and 5-HT2B receptor, and either a plasmid encoding CIPP (+CIPP) or an empty vector 

(-CIPP) and exposed or not (T0) to BW723C86 (1 µM) for 10 (T10) or 20 (T20) minutes. 
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Bottom: Selected images from real-time imaging of neurons co-transfected with plasmids 

encoding eGFP and 5-HT2B receptor, before and after 10 and 20 minutes of stimulation by 

BW723C86 (1µM), for full recording, see (Supp Movie). Scale bars 5 µm. (B-E) 

Quantification of CIPP expression and/or 5-HT2B receptor stimulation on dendritic 

spines. In basal (T0) activity conditions, CIPP increases the total number of dendritic spines 

under basal activity conditions (T0) (p < 0.0001, n = 17-18) (B), and the number of filopodia 

(p = 0.0011) (C) and immature (Thin and Long Thin) (p < 0.0001) spines (D) but not that of 

mature, Stubby and Mushroom (Stub+Mush) (p = 0.998) spines (E).  

BW723C86 stimulation of 5-HT2B receptors increases the overall number of spines in the 

absence of CIPP after 10 and 20 min of treatment (T0 vs. T10 p = 0.010, T0 vs. T20 p= 

0.004, n =18-18-20) (B), and both immature Thin + Long Thin (T0 vs. T10 p = 0.0124, T0 

vs. T20 p= 0.0186, n = 18-18-22) spines (D) and mature Stub+Mush (T0 vs. T20 p= 0.0029, 

n = 18-22) spines (E) in neurons expressing the receptor alone.  

BW723C86 stimulation of 5-HT2B receptors has no effect on the overall number of spines in 

neurons expressing CIPP (T0 vs. T10 p = 0.500, T0 vs. T20 p= 0.863, n = 17-11-13) (B), 

decreases the density of filopodia (T0 vs. T10 p = 0.0003, T0 vs. T20 p= 0.0007, n = 18-11-

13) (C) in neurons expressing 5-HT2B receptor + CIPP, while it has no main impact on 

immature Thin + Long Thin (T0 vs. T10 p = 0.738, T0 vs. T20 p= 0.750, n = 18-11-13) 

spines (D) and mature Stub+Mush (T0 vs. T10 p= 0.148, T0 vs. T20 p= 0.691, n = 16-13-13) 

spines (E). Data were analyzed by two-way ANOVA and Tukey's multiple comparisons test. 

Data are from 2 neuronal cultures. ### p < 0.001, ## p < 0.01, # p < 0.05 vs. t0; **** p < 

0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01, * p < 0.05 5-HT2B vs. 5-HT2B+CIPP. 
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Article 2 :  

Diaphonie entre les récepteurs 5-HT1A et 5-

HT2B : effets réciproques sur le trafic 

membranaire 
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A. Contexte et objectifs de l’étude 

 

De nombreuses maladies psychiatriques comprenant la dépression, la schizophrénie 

ou encore l’anxiété sont associées à un défaut de la signalisation sérotoninergique. Les 

neurones 5-HT et leurs projections sur de longues distances à travers l’ensemble du cerveau 

contrôlent diverses fonctions physiologiques telles que le sommeil, la régulation des 

émotions, la locomotion, etc. Il a été précédemment démontré qu’une perte de fonction du R-

5-HT2B est associée à un comportement impulsif, exacerbé sous l’emprise d’alcool ou de 

drogues, un risque plus élevé de développer un phénotype dépressif et un comportement 

suicidaire (Bevilacqua et al., 2010). Nous avons montré que dans les neurones, l’expression 

du R-5-HT2B est restreinte au compartiment somatodendritique.  

 

En tant qu’autorécepteur exprimé par les neurones 5-HT, il module positivement 

l’activité de ces neurones. En effet, sur tranche de cerveau au niveau du raphé dorsal, sa 

stimulation ou sa surexpression spécifiquement dans les neurones 5-HT augmente la 

fréquence de décharges des neurones 5-HT. In vivo, la stimulation du R-5-HT2B par son 

agoniste, le BW723C86, contrecarre les effets du R-5-HT1A, l’autorécepteur 

somatodendritique négatif des neurones 5-HT (Belmer et al., 2018). L’ablation de ce 

récepteur spécifiquement dans les neurones 5-HT d’un modèle murin induit plusieurs effets : 

 

- une absence de réponses comportementales et neurogéniques suite à un 

traitement chronique d’ISRS, 

- une absence d’effet sur l’activité locomotrice en réponse à une injection de 

MDMA et une absence de sensibilisation (effet à long terme),  

- une diminution de la proportion de neurones déchargeant à haute fréquence et 

une proportion plus élevée de neurones 5-HT déchargeant à basse fréquence. 

 

Ces résultats démontrent l’importance du R-5-HT2B dans la régulation des neurones 

5-HT et la réponse aux drogues ciblant le système 5-HT. Ce travail met également en lumière 

la dualité des R-5-HT1A/2B et leur effet sur les neurones 5-HT. Or, bien que le R-5-HT1A 

soit le récepteur 5-HT le plus étudié dans la littérature, il reste encore des inconnus quant à 

son mode de fonctionnement, ses interactions et la régulation de l’activité des neurones 5-HT 

(Andrade et al., 2015). 



 

 
 

135 

 RESULTATS 

Ceci nous a mené à poser l’hypothèse de l’existence d’une interaction entre les 

récepteurs 5-HT1A et 5-HT2B, qui pourraient se contrôler réciproquement, adaptant ainsi la 

réponse des neurones 5-HT à différents stimuli. 

 

B. Résultats principaux 

 

Nous avons montré que le R-5-HT2B et le R-5-HT1A sont deux autorécepteurs 

sérotoninergiques situés dans le même compartiment cellulaire (somatodendritique) dans les 

neurones 5-HT. Nous avons donc décidé d’étudier l’interaction des R-5-HT2B et le R-5-

HT1A dans un premier temps au sein de cellules COS-7 par co-immunoprécipiation. Ces 

études ont permis de mettre en évidence l’existence d’une interaction possible entre le R-5-

HT1A et le R-5-HT2B. Cependant, elles ne prouvent pas une interaction directe. Des 

expériences de BRET ont alors été réalisées car celles-ci s’effectuent sur cellules intactes, 

vivantes. Les résultats montrent que les R-5-HT2B et les R-5-HT1A sont très proches dans 

des cellules COS et que le R-5-HT2B peut donc former des hétérodimères avec le R-5-HT1A 

dans ces cellules.  

 

Ces dimères peuvent avoir un impact sur leurs voies de signalisation respectives, 

comme cela a été observé dans d’autres cas (Łukasiewicz et al., 2016; Renner et al., 2012). 

Par mesures de seconds messagers, nous avons montré que l’association des R-5-HT1A/2B 

n’affectent pas la signalisation associée au R-5-HT2B. Cependant, il n’est pas exclu que 

d’autres signalisations associées à ces récepteurs soient affectées. Il est, par ailleurs, 

intéressant de déterminer si cette dimérisation modifie la capacité de liaison d’un ou des deux 

récepteurs pour leurs ligands. Pour tester cela, nous avons réalisé des expériences de 

saturation de la liaison. En appliquant des concentrations croissantes d’un agoniste du R-5-

HT2B ou du R-5-HT1A dans un milieu contenant une concentration fixe d’un antagoniste 

tritié du récepteur cible. Ceci induit une compétition entre les deux molécules pour lier le 

récepteur, nous avons observé que les constantes d’inhibition (Ki) dans la condition du 

récepteur 5-HT2B exprimé seul et/ou avec les R-5-HT1A ne sont pas significativement 

différentes. La dimérisation des deux récepteurs ne semble donc pas affecter ni leur capacité 

de liaison ni l’expression totale des récepteurs. 

Cependant, dans des expériences de liaison (« binding ») de surface, on observe que la 

co-expression du R-5-HT1A ne modifie pas l’affinité du R-5-HT2B pour son ligand mais 
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diminue fortement son expression à la membrane, ce qui a ensuite été confirmé par 

biotinylation de surface. 

 

Ainsi ces résultats nous montrent que la co-expression de ces deux récepteurs a un 

effet sur leur expression totale ou membranaire. Cependant, les cellules COS-7 représentent 

un modèle simple et assez éloigné des conditions physiologiques de ces deux récepteurs. 

C’est pourquoi nous avons décidé d’étudier leur distribution dans des neurones issus de 

cultures primaires de neurones hippocampiques et d’analyser, sous stimulation ou non du R-

5-HT2B ou du R-5-HT1A, comment se comportent ces deux récepteurs en termes d’aire de 

clusters, de nombre de clusters et d’intensité moyenne. Il en résulte que : 

- La co-expression du R-5-HT1A favorise la concentration (clustering) de R-5-

HT2B à la surface des neurones hippocampiques et prévient l’effet du 

BW723C86 sur les R-5-HT2B (Figure 23; A,C), 

- La co-expression du R-5-HT2B maintien l’expression du R-5-HT1A à la 

surface des neurones hippocampiques et prévient l’internalisation du R-5-

HT1A sous stimulation par un agoniste (Figure 23; B,D),  

- Dans la condition de co-expression des 2 récepteurs, la stimulation du R-5-

HT1A augmente les effets de celui-ci sur le clustering du R-5-HT2B tandis 

que la stimulation du R-5-HT2B abolit ses effets sur l’expression à la surface 

du R-5-HT1A (Figure 23 ; E,F), 

- L’application de 5-HT a le même effet que la stimulation du R-5-HT2B sur 

l’expression de surface du R-5-HT1A. 
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Figure 23 : Schéma récapitulatif de la co-expression et stimulation des récepteurs 5-

HT1A et 5-HT2B dans une culture primaire de neurones hippocampiques. 

 

C. Conclusions 

 

Ces données montrent pour la première fois que les R-5-HT1A et R-5-HT2B 

interagissent et forment des dimères in vitro dans les cellules COS. Même si cette interaction 

n'a pas d'impact sur leur signalisation respective de second messager, elle affecte leur 

expression à la surface membranaire et donc vraisemblablement leur trafic intracellulaire. Ce 

que nous avons ensuite validé dans des neurones hippocampiques issus de cultures primaires, 

un modèle plus physiologique.  

Dans un premier temps, nous avons montré qu’il existe un cross-talk dans la 

distribution des R-5-HT1A et R-5-HT2B à la surface membranaire en réponse à différents 

ligands. Dans un second temps, nous avons observé que la sérotonine, le ligand naturel de ces 

deux récepteurs, n'a aucun effet sur les clusters de R-5-HT2B exprimé seul ou avec le R-5-

HT1A. En revanche, la stimulation par la 5-HT sur le dimère augmente l'effet 5-HT2B-R sur 

l'expression de surface 5-HT1A-R, mimant l’action du BW723C86. 
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D. Contribution personnelle 

 

Dans cette étude, j’ai réalisé l’ensemble des expériences et analyses excepté la 

préparation de cultures primaires de neurones hippocampiques. 
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Intracellular 5-HT1A and 5-HT2B receptor cross-talks: reciprocal trafficking regulation 
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Abstract  

Many psychiatric diseases including depression, schizophrenia or anxiety have been 

associated with a serotonin (5-HT) signaling dysfunction. Among 5-HT receptors, the 5-HT1A 

receptor has been extensively studied in the literature as it is expressed in the central nervous 

system as an autoreceptor expressed by 5-HT neurons). We previously showed that the 5-

HT2B receptor is expressed by some 5-HT neurons and is required for selective serotonin 

reuptake inhibitors (SSRI) behavioral and plastic effects: mice lacking the 5-HT2B receptors 

specifically in 5-HT neurons do not respond to SSR. Moreover, activation of the 5-HT2B 

receptors counteracts the effects of 5-HT1A receptor activation. The aim of this study was to 

understand how the 5-HT2B receptor interacts with the 5-HT1A receptor and the impact on their 

respective signaling pathways. By co-immunoprecipitation and BRET experiments, we show 

that 5-HT1A and 5-HT2B receptors can interact and form heterodimers. with no effect on total 

receptor expression nor coupling efficiency of these receptors. In primary hippocampal 

neurons in culture, we found that the 5-HT2B receptor surface membrane expression is reduced 

by co-expression of the 5-HT1A receptor, supporting functional interactions between the two 

receptors. Furthermore, 5-HT2B receptor expression prevents the 5-HT1A receptor internalization 

by its own stimulation, whereas the presence of 5-HT1A receptor mimics the effect of 

stimulation on the 5-HT2B receptor surface expression. These data support a differential cross-

talk between 5-HT1A and 5-HT2B receptor, according to stimulatory ligands, endogenous 5-HT 

vs. 5-HT1A or 5-HT2B receptor selective stimulation.  
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INTRODUCTION 

Many psychiatric diseases including depression, schizophrenia or anxiety have been 

associated with a serotonin (5-HT) signaling dysfunction (Arango et al., 2003; Mann, 1999; 

Marazziti, 2017). Serotonergic neurons and their long-distance projections exert a control of 

various physiological functions such as emotions, sleep, locomotion, etc. Except the 5-HT3 

receptors (5-HT3-Rs), which are ion channels, all 5-HT-Rs are G-protein coupled receptors 

(GPCR) and differ according to their G-protein coupling. 5-HT-R are able to form 

homodimers or heterodimers with other 5-HT-Rs or non-5-HT-Rs (Maroteaux et al., 2019). 

This association is able to affect receptor surface expression, modify the affinity to a ligand, 

enhance signal transduction or create a new one: the β1 and β2-adrenergic receptors 

heterodimers display new hybrid signaling compared with the respective homodimers 

(Lavoie et al., 2002; Mercier et al., 2002).  

 The 5-HT1-Rs subtypes are coupled to Gαi protein and their activation leads to a 

decrease of intracellular cAMP (Lin et al., 2002). The 5-HT1A-R, extensively studied in the 

literature, is expressed in the central nervous system as an autoreceptor (expressed by 5-HT 

neurons) and as a heteroreceptor (in neurons from hippocampus, prefrontal cortex, etc.) 

(Albert and Vahid-Ansari, 2019; Andrade et al., 2015; Garcia-Garcia et al., 2014; Popova and 

Naumenko, 2013). As an autoreceptor, its expression is restricted to the somatodendritic 

compartment of 5-HT neurons where it exerts a negative control of their activity. Their 

activation induces the opening of potassium channels (G protein-coupled inwardly-rectifying 

potassium channels or GIRKs) that hyperpolarize and inhibit 5-HT neuron firing (Courtney 

and Ford, 2016; Llamosas et al., 2015; Montalbano et al., 2015).  

 The 5-HT2-Rs subtypes (5-HT2A, 2B and 2C) are coupled to Gαq protein. Upon 

activation, Gαq protein activates phospholipase C (PLC) that will increase inositol 

triphosphate (IP3) intracellular concentration. A loss of function of a 5-HT2 subtype receptor 

gene, the 5-HT2B-Rs gene, is associated with impulsivity, a higher risk of developing 

depression and suicidal behavior (Bevilacqua et al., 2010; Tikkanen et al., 2015). Through 

different behavioral experiments (novelty-suppressed feeding, forced swimming test), Diaz et 

al. {2012} showed that 5-HT2B-Rs are required for selective serotonin reuptake inhibitors 

(SSRI)-induced extracellular 5-HT accumulation, pro-neurogenic and plastic effects. Acute 

and chronic activation of 5-HT2B-Rs by a preferential agonist, BW723C86, is able to mimic 

SSRI-like effects in mice {Diaz, 2012}(Diaz et al., 2016). In mice lacking the 5-HT2B-R 

specifically in 5-HT neurons (Htr2b
5-HTKO

 mice), behavioral and molecular response to SSRI 

are abolished. Moreover, in WT mice, activation of the 5-HT2B-R by BW723C86 is able to 
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counteract the effects of 5-HT1A-R activation, such as a decrease in 5-HT neurons firing rate 

and body temperature (Belmer et al., 2018). As the 5-HT1A autoreceptor, its expression is 

restricted to the somatodendritic compartments of 5-HT neurons (Benhadda et al., 2021), 

where it can regulate their activity positively (Belmer et al., 2018). 

 The aim of this study was to understand if and how the 5-HT2B-R interacts with the 5-

HT1A-R and to regulate its signaling pathways. By studying their expression in different cell 

types (COS-7 cells and primary hippocampal neurons in culture) using various 

pharmacological, electrophysiological and imaging techniques, we showed that the 5-HT2B-R 

can form dimers with the 5-HT1A-R. This interaction has no apparent effect on the 

signalization of the 5-HT2B-R and their respective ligand binding properties but modifies their 

cell surface expression (clustering, redistribution) upon specific ligands responses. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

Cell culture 

COS-7 cells were cultured as monolayers in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

(Gibco, Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf serum (Biowest) and 1% 

penicillin/streptomycin (Sigma), in 9-cm dishes (Falcon). Cells were incubated at 37 °C in a 

5% CO2 atmosphere. Cells 70% confluent in 6-well plates were used for inositol phosphate 

accumulation and surface biotinylation, in 24-well plates for surface binding, in 9-cm dishes 

for total binding and co-immunoprecipitation/Western-blot and in 96-well plates for BRET 

experiments. They were then transfected using the Genejuice transfection reagent (Merck 

Millipore) in complete DMEM, according to the manufacturer’s instructions. Twenty-four 

hours before the experimental test, cells were incubated in a serum-free medium. 

 

Co-immunoprecipitation 

Co-immunoprecipitation and Western-blotting were performed as previously described 

{REF}. COS-7 cells transfected with a total of 10 μg of DNA per 9-cm dishes with a ratio of 

7:3 (HA-5-HT2B / empty vector; empty vector / myc-5-HT1A; HA-5-HT2B / myc-5-HT1A) and 

maintained in culture for three days before harvesting. Cells were centrifuged and suspended 

in CHAPS lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.05 mM EDTA, 10 mM CHAPS, and 

protease inhibitor cocktail, pH 7.4) and sonicated for 30 s three times. Cells were next 

solubilized for 5 h at 4°C under gentle agitation. Lysates were centrifuged (20,000 x g) in 

order to pellet non-solubilized membranes. Protein concentrations in supernatant were 
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measured using the PierceTM Coomassie Protein Assay Kit. Lysates were co-

imunoprecipitated with anti-HA or anti-myc antibodies overnight at 4 °C under gentle 

agitation. Total lysate and immunoprecipitated proteins were separated by SDS/PAGE onto 

10% acrylamide gels and transferred electrophoretically to nitrocellulose membranes. Inputs 

represent 5% of the total protein amount used for immunoprecipitations. Blots were probed 

with anti-HA (1:1,000) or anti-myc (1:1,000). Anti-mouse and anti-rabbit antibodies 

(1:10,000) were used as secondary antibodies. Immunoreactive bands were detected using the 

Odyssey software. At least three independent experiments were performed. 

 

Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) 

BRET assays were performed according to published methods {Moutkine et al., 2017}. 

Briefly, in 6-well plates, COS-7 cells were transfected with 30-100 ng of plasmid DNA 

coding for the BRET donor (5-HT2B-R-Rluc) and an increasing amount of BRET acceptor 

plasmids (5-HT1A-R-YFP; from 100 to 4000 ng/well). Twenty-four hours later, the cells were 

trypsinized (trypsin 0.05% EDTA; Invitrogen) and plated in 96-well plates (50,000 

cells/well). The day after, the luciferase substrate, coelenterazine-h, was added in each well at 

a 5 µM final concentration. Using a Mithras LB940 plate reader, luminescence and 

fluorescence were then measured simultaneously at 485 and 530 nm, respectively. The BRET 

ratios were calculated as ((emission at 530 nm/emission at 485 nm) -(background at 530 

nm/background at 485 nm)) and were plotted as a function of ((YFP-

YFP0)/YFP0)/(Rluc/Rluc0). The background corresponds to signals in cells expressing the 

Rluc fusion protein alone under the same experimental conditions. YFP is the fluorescence 

signal at 530 nm after excitation at 485 nm, and Rluc is the signal at 485 nm after addition of 

coelenterazine-h. YFP0 and Rluc0 correspond to the values in cells expressing the Rluc 

fusion protein alone. 

 

Membrane radioligand binding assay 

Membrane binding assays were performed on transfected cells plated in 9-cm dishes. Cells 

were first washed with PBS, scraped into 10 ml of PBS on ice, and then centrifuged for 5 min 

at 1000 g. Cell pellets were dissociated and lysed in 2 ml of binding buffer (50 mM Tris-HCl, 

10 mM MgCl2, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) and centrifuged for 30 min at 10,000 g. Membrane 

preparations were then resuspended in binding buffer to obtain a final concentration of 0.2–

0.4 mg of protein/well. Aliquots of membrane suspension (200 µl/well) were incubated with 

25 µl/well of 
3
H-radioligand at a final concentration near the KD value, diluted in binding 
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buffer and 25 µl/well of increasing concentrations of homologous or heterologous compound 

(from 10
-11

 to 10
-5

 M, diluted in binding buffer) in 96-well plates for 60 min at room 

temperature. Membranes were harvested by rapid filtration onto Whatman GF/B glass fiber 

filters (Brandell) pre-soaked with cold saline solution and washed three times with cold saline 

solution to reduce nonspecific binding. Filters were placed in 6-ml scintillation vials and 

allowed to dry overnight. The next day, 4 ml of scintillation mixture were added to the 

samples, which were counted as before. Data in disintegrations/min were converted to 

femtomoles and normalized to protein content (ranging from 0.1 to 1 mg/well). At least three 

independent experiments were performed in duplicate. 

 

Non-permeabilized whole cell radioligand binding assay 

Cells expressing 5-HT2B-R and/or 5-HT1A-R were plated in 24-well clusters. Twenty-four 

hours before the experiment, the cells were incubated in serum-free medium overnight. The 

next day, the medium was replaced by 400 l/well of Krebs-Ringer/Hepes buffer (130 mM 

NaCl, 1.3 mM KCl, 2.2 mM CaCl2, 1.2 mM NaH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 10 mM Hepes, 10 

mM glucose, pH 7.4). Then, 50µl of [
3
H]-mesulergine were diluted in Krebs-Ringer/Hepes 

buffer at a final concentration between half the Kd and the Kd for each 5-HT-R. The 

radioligand was competed with 50 µl of increasing concentrations of non-radioactive ligand, 

also diluted in Krebs-Ringer/Hepes buffer. Cells were then incubated for 30 min at room 

temperature and then washed twice on ice with cold PBS. Washed cells were solubilized by 

the addition of 500 µl of SDS 1%. The next day, 3 ml of scintillation mixture were added to 

the samples, and the radioactivity was counted using a scintillation counter (Beckman 

Coulter). Data in disintegrations/ min were converted to femtomoles and normalized to 

protein content (0.2–0.4 mg of protein/well). At least three independent experiments were 

performed in duplicate. 

 

Second messenger measurements  

COS-7 cells were transfected with 3 µg of DNA (1:1 ratio for co-transfection) in 6-well 

plates using Genejuice transfecting reagent in complete medium. Twenty-four hours later the 

cells were trypsinized (trypsin 0.05% EDTA; Invitrogen) and plated in 96-well plates (30,000 

cells/well). The next day, the complete medium was replaced by a serum-free medium. 

 

HTRF IP accumulation 
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The day of the experiment, media were replaced by stimulation buffer with LiCl to prevent 

IP1 degradation (NaCl, 146 mM, KCl, 4.2 mM, MgCl2, 0.5 mM, CaCl2, 1 mM, Hepes, 10 

mM, glucose, 5.5 mM, LiCl, 50 mM, pH7.4). Cells were stimulated during 2 h at 37°C with a 

different concentration of BW723C86 (10
-11

 to 10
-6

 M in stimulation buffer). Stimulation 

solution was replaced by a lysis buffer (IP one HTRF Kit, Cisbio, France) during 1 h. Lysates 

were distributed to 384-well plates, and IP was labeled using HTRF reagents. The assay is 

based on a competitive format involving a specific antibody labeled with terbium cryptate 

(donor) and IP coupled to d2 (acceptor). After a 1-h incubation with HTRF reagent, the plate 

was read using Mithras LB940 plate reader according to the manufacturer’s instructions. At 

least five independent experiments were performed in duplicate. 

 

Surface biotinylation 

Surface biotinylation was performed on transfected COS-7 cells. Briefly, cells were initially 

washed twice in cold PBS and subsequently incubated in PBS containing 1 mg/ml Sulfo-

NHS-SS-Biotin for 30 min at 4°C to allow for labelling of all surface membrane proteins. 

Reaction was stopped by applying a quench solution (100 mM Tris pH 8 in PBS 1X) to 

remove excess biotin. Biotinylated cells were then homogenized in RIPA buffer containing 

25 mM Tris (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1% TritonTM X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% 

SDS, 1mM NaF and a cocktail of protease inhibitors (Roche). The lysate was centrifuged at 

21,000 g to remove nuclei and cellular debris. A small amount of the lysate was removed and 

constituted the “input” or total lysate. Then, 100 µl of StreptaAvidin beads (Thermo 

Scientific Inc) were added to 40 µg of protein lysate and placed on a rotator at 4°C overnight. 

Samples were then washed three times in RIPA buffer and a fourth times in RIPA buffer 

without detergents (25 mM Tris pH 7.6, 150 nM NaCl, 0.5% TritonTM X-100; protease 

inhibitor); beads were pulled-down after each wash by 1 min centrifugation. Bound proteins 

were eluted in SDS reducing buffer and heated at 70°C for 5 min. 

 

Western blotting 

For co-immunoprecipitation and surface biotinylation experiments, total lysate and 

immunoprecipitated proteins were separated by SDS/PAGE onto 10% acrylamide gels and 

transferred electrophoretically to nitrocellulose membranes. Blots were probed with anti-HA 

(1:1,000) and anti-myc (1:1,000). Anti-mouse and anti-rabbit antibodies (1:10,000) were used 

as secondary antibodies. Immunoreactive bands were detected using the Odyssey software. 

At least three independent experiments were performed. 
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Hippocampal neuronal culture and transfection.  

Hippocampal neurons were prepared from embryonic day 19 Sprague-Dawley rat pups as 

previously described (Benhadda et al., 2021). Dissected tissues were trypsinized (0.25% v/v) 

and mechanically dissociated in HBSS (CaCl2 1.2 mM, MgCl2 0.5 mM, MgSO4 0.4 mM, 

KCl 5 mM, KH2PO4 0.44 mM, NaHCO3 4.1 mM, NaCl 138 mM, Na2HPO4 0.34 mM, D-

Glucose 5.5 mM) containing 10 mM Hepes (Invitrogen). Dissociated cells were plated on 

glass coverslips (Assistent) precoated with 55 µg/ml poly-D,L-ornithine (Sigma-Aldrich) in 

plating medium composed of MEM supplemented with horse serum (10% v/v; Invitrogen), 

L-glutamine (2 mM), and Na pyruvate (1 mM, Invitrogen) at a density of 3.4 × 10
4
 cells/cm2 

and maintained in humidified atmosphere containing 5% CO2 at 37°C. After attachment for 

2-3 h, cells were incubated in maintenance medium that consists of Neurobasal medium 

supplemented with B27, L-glutamine (2 mM), and antibiotics (Invitrogen). Each week, one-

third of the culture medium volume was renewed. Neuronal transfections with plasmids 

encoding HA-5-HT2B-R, Myc-5-HT1A-R and eGFP were performed at 13–14 DIV using 

Transfectin (Bio-Rad), according to the instructions of the manufacturer (DNA/lipofectant 

ratio of 1:3), with 1.5 µg of plasmid DNA per 20-mm well. The following ratio of plasmid 

DNA was used in co-transfection experiments: 1:0.3:0.2 µg (for HA-5-HT2B-R / Myc-5-

HT1A-R or eGFP). Experiments were performed 7–10 days after transfection. 

 

Immunostaining 

The total (membrane plus intracellular) pools of 5-HT2B-Rs were revealed with 

immunocytochemistry in fixed and permeabilized cells, whereas the membrane pool of HA-

5-HT2B and myc-5-HT1A was done in non-permeabilized cells. To label the total pool of 5-

HT2B-Rs, cells were fixed for 10 min at room temperature in paraformaldehyde (PFA; 4% 

w/v; Sigma) and sucrose (30% w/v; Sigma) solution in PBS. Cells were then washed in PBS, 

and permeabilized for 4 min with Triton X-100 (0.25% v/v) in PBS. After washes, 

nonspecific staining was blocked for 30 min with bovine serum albumin (BSA; 3% w/v; 

Sigma) and goat serum (20% v/v; Invitrogen) in PBS. Neurons were then incubated for 1 h 

with either the rabbit anti-HA antibody (1:500; Cell Signaling HA-Tag C29F4 Rabbit mAb 

#3724) or the mouse anti-myc antibody (1:500; Sigma) in PBS supplemented with Goat 

Serum (GS) (3% v/v). Cells were then washed three times and incubated for 45 min with 

Cy5-conjugated donkey anti-mouse or Alexa 488 donkey anti- mouse antibodies (1.9 µg/ml; 

Jackson ImmunoResearch) or the Cy3-conjugated goat anti-rabbit antibody (1.9 µg/ml; 
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Jackson ImmunoResearch) in PBS-BSA-goat serum blocking solution, washed, and mounted 

on slides with mowiol 4-88 (48 mg/ml). In experiments using BW723C86, the drug was 

diluted in imaging medium and applied to neurons for 10 or 20 min at 1 µM final 

concentration. The imaging medium consisted of phenol redfree MEM supplemented with 

glucose (33 mM), Hepes (20 mM), glutamine (2 mM), Na+-pyruvate (1 mM), and B27 (1X, 

Invitrogen). Sets of neurons to be compared were labeled and imaged simultaneously.  

 

Fluorescence image acquisition and cluster analyses  

Fluorescence image acquisition and analyses were performed as previously described. Images 

were obtained on a Leica SP5 confocal microscope using the LAS-AF program (Leica). 

Stacks of 16–35 images were acquired using a 100 X objective with an interval of 0.2 µm and 

an optical zoom of 1.5. Image exposure time was determined on bright cells to avoid pixel 

saturation. All images from a given culture were then acquired with the same exposure time. 

Quantifications of 5-HT2B-R clusters were performed using MetaMorph software (Roper 

Scientific) on projections (sum of intensity) of confocal optical sections. For each cell, a 

region of interest (ROI) was chosen. For 5-HT2B-R cluster analysis, images were first 

flattened background filtered (kernel size, 3 x 3 x 2) to enhance cluster outlines, and a user-

defined intensity threshold was applied to select clusters and avoid their coalescence. 

Thresholded clusters were binarized, and binarized regions were outlined and transferred onto 

raw data to determine the mean 5-HT2B-R cluster number, area and fluorescence intensity. 

The dendritic surface area of regions of interest was measured to determine the number of 

clusters per 10 µm². As the 5-HT1A-R presents a diffused expression pattern, average 

fluorescent signal intensity was measured on a defined ROI. For each culture, we analyzed 7-

12 dendrites per experimental condition. A total of about 10 neurons were analyzed per 

condition from three to five independent cultures. The experimenter was blind to the culture 

treatment. 

 

STORM imaging 

STochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM) imaging was performed on an 

inverted N-STORM Nikon Eclipse Ti microscope equipped with a 100x oil immersion TIRF 

objective (1.49 NA) and an Andor iXon Ultra 897 EMCCD camera, using 405 and 638 nm 

lasers from Coherent. Movies of 30,000 frames were acquired at frame rate of 50Hz. The z 

position was maintained during acquisition by a Nikon Perfect Focus System and multicolor 

fluorescent microspheres (Tetraspeck, Invitrogen) were used as markers to register long-term 
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acquisitions and correct for lateral drifts. Single-molecule localization and 2D image 

reconstruction was conducted by fitting the PSF of spatially separated fluorophores to a 2D 

Gaussian distribution. Density was calculated as the total number of detections in the pixels 

belonging to a given cluster, divided by the area of the cluster.  
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RESULTS  

1. Co-expression of 5-HT2B-R and 5-HT1A-Rs revealed receptor/receptor 

interactions 

5-HT2B-R and 5-HT1A-R have opposite action on 5-HT neuron activity (Belmer et al., 2018) 

that may result from reciprocal interactions. To assess putative 5-HT2B-R and 5-HT1A-R 

direct interactions, we first performed co-immunoprecipitation experiments on COS-7 cells 

co-transfected with plasmids coding for HA-tagged 5-HT2B-R and/or myc-tagged 5-HT1A-R. 

Extracted proteins were then immunoprecipitated using anti-HA beads followed by Western 

blotting revealing co-immunoprecipitation between 5-HT1A-R and 5-HT2B-R (Fig. 1A). We 

then performed a BRET experiment to assess putative close interactions between the 5-HT1A-

R and 5-HT2B-R. This experiment relies on the natural capacity of Renilla luciferase, used 

here as BRET donor, to emit energy in presence of its substrate, coelenterazine. Luciferase 

coding region and yellow fluorescent protein (here, BRET acceptor) were fused to the C-

terminal coding region of 5-HT1A-R and 5-HT2B-R. Constant amounts of BRET donor 

plasmids and increasing amounts of BRET acceptor plasmids were transfected in COS-7 

cells. A hyperbolic curve confirms the saturation of the BRET donor by the acceptor donor 

and thus, the close proximity between the 2 receptors studied. Hyperbolic curve was obtained 

when 5-HT2B-R and 5-HT1A-R were expressed together supporting that these 2 receptors can 

form heterodimers in intact cells (Fig. 1B). As control, no BRET was obtained when the 5-

HT2B-R was tested for self-association, as shown in a previous study indicating that this 

receptor is unable to form homodimer (Moutkine et al., 2017). Thus, co-immunoprecipitation 

and BRET experiments show that 5-HT1A-R and 5-HT2B-R can interact and form 

heterodimers. 

 

2. Total receptor expression and second messenger coupling are not affected by 5-

HT2B-R /5-HT1A-R co-expression 

We assessed if the co-expression of the 5-HT1A-R and 5-HT2B-R has an effect on their 

respective intracellular signalization and pharmacological properties. Radioligand binding 

competition of tritiated mesulergine or 8-OH-DPAT was performed on membrane proteins 

from transfected COS-7 cells expressing 5-HT2B-R with or without 5-HT1A-R. No difference 

was found in total expression of the receptors, which is represented by the Bmax, nor in 

binding affinity to their respective ligand (Ki) in co-expressing compared to single receptor 

expressing cells (Fig. 2A). Using HTRF-based assays, we measured the intracellular IP1 

amount produced by agonist stimulation of 5-HT2B-R, BW723C86. Dose-response curve of 
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5-HT2B-R-mediated production of IP in response to BW723C86 in cells expressing 5-HT2B-R 

alone or in combination with the 5-HT1A-R were analyzed using the operational model to 

determine the Gq coupling efficiency of single receptor and heterodimer. The dose response 

curves showed no difference in the EC50 between the 2 conditions (Fig. 2B). These results 

suggest modification of neither total receptor expression nor coupling efficiency of the 5-

HT2B-R by co-expression. 

 

3. 5-HT2B-R /5-HT1A-R co-expression decreases 5-HT2B-R surface membrane 

expression 

As total expression and coupling properties of the receptors were not modified by their co-

expression, we investigated putative changes in their cellular distribution. First, we performed 

surface binding assays on intact cells in order to evaluate their plasma membrane density. 

Using similar pharmacological protocol but on non-permeabilized living cells, we observed 

that co-expression of the two receptors did not modify their affinity but decreased the 5-

HT2B-R surface expression as the Bmax, that reflects the number of available receptors, was 

significantly lower (by ~50%) between 5-HT2B-R alone compared to co-expression condition 

but no difference was found in 5-HT1A-R plasma membrane expression (Fig. 3A). To confirm 

this result, we performed surface biotinylation assay, which is a direct method to evaluate 

protein surface expression. To overcome fluctuations of total protein expression in different 

transfection, results were analyzed by the ratio of the surface/total protein expression for each 

receptor. The results showed that co-expression of the two receptors decreased 5-HT2B-R by 

~48% (p=0.0474, n=5) but not 5-HT1A-R surface expression (p=0.4593, n=5) (Fig. 3B). 

Together, these data suggest that the 5-HT2B-R surface membrane expression is reduced by 

co-expression of the 5-HT1A-R, supporting functional interactions between the two receptors. 

 

4. Stimulation of 5-HT2B-R increases 5-HT2B-R surface clustering and maintain 5-

HT1A-R surface expression  

In order to study cellular distribution of both receptors in a more physiological context, we 

used primary cultures of hippocampal neurons. We previously reported that this neuronal 

population expresses 5-HT2B-Rs and independently 5-HT1A-Rs were shown to be expressed 

in hippocampal neuron cultures (Renner et al., 2012). However, if 5-HT1A-R and 5-HT2B-R 

are both endogenously expressed in the hippocampus, the lack of selective antibodies against 

these receptors makes direct endogenous study not possible. We thus transfected HA-tagged- 

5-HT2B-R and myc-tagged-5-HT1A-R in primary hippocampal neurons in culture. We 
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observed that these 2 receptors present different expression patterns; the 5-HT2B-R forms 

distinct clusters whereas the 5-HT1A-R expression is more diffused in dendrites. First, we 

confirmed that the co-expression of 5-HT1A-R decreased the surface expression of 5-HT2B-R 

(Fig. 4A) as previously observed in COS cells. Then, we quantified the number, size and 

density (integrated intensity) of 5-HT2B-R clusters with or without 5-HT1A-R co-expression 

following selective stimulation with BW723C86. Selective stimulation of the 5-HT2B-R 

decreased the number of 5-HT2B-R clusters and increased their size but did not changed the 

density of receptor per cluster (Fig. 4B-C). Without stimulation, co-expression of the 5-

HT1A-R decreased the number of clusters and increased their area in the same way as 5-HT2B-

R stimulation (Fig. 4D-E). Regarding the 5-HT1A-R, its selective stimulation by 8-OH-DPAT 

leads to a reduction of its surface expression as it is shown by the decrease of 5-HT1A-R 

fluorescence intensity over time, which suggests an internalization process (Fig. 4D-E). 

When the 5-HT2B-R was co-expressed, we observe a basal increase in the 5-HT1A-R surface 

expression that is maintained upon 8-OH-DPAT stimulation (Fig. 4D). This result supports 

that 5-HT2B-R expression prevents the 5-HT1A-R internalization by its own stimulation in this 

context. 

 These results were then confirmed using STochastic Optical Reconstruction 

Microscopy (STORM). Clusters are small objects and the diffraction limit of 200 nm of the 

confocal microscopy does not allow to distinguish correctly cluster aggregation over clusters 

being just near from each other (Fig. 5A). Using this technique, we confirmed our previous 

observation: co-expression as well as 5-HT2B-R stimulation by BW723C86 decreased 

significantly the number and increased the area of 5-HT2B-R clusters. Interestingly, we 

observed that the stimulation of 5-HT2B-R in the coexpression condition accentuates the 

effects of the 5-HT1A-R (Fig. 5B-C). Together, these results confirmed that the presence of 5-

HT1A-R can mimic the effect of stimulation on the 5-HT2B-R surface expression.  

 

5. Selective stimulation of 5-HT1A-R or 5-HT2B-R generates cross effects on 

receptor surface expression 

Even if no alteration of 5-HT2B-R specific transduction signaling was observed when co-

expressed with the 5-HT1A-R in COS cells culture, the modification of their distribution upon 

stimulation of one or the other cannot be excluded. When the 5-HT1A-R was selectively 

stimulated by 8-OH-DPAT in the co-expression condition, we observed a decrease in the 5-

HT2B-R clusters number (by ~50%), and an increase in their size (by ~70%) and integrated 

cluster intensity (by ~70%). This result indicates that stimulating the 5-HT1A-R increases its 
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effects on the 5-HT2B-R clustering (Fig. 6A). Conversely, when we selectively stimulated the 

5-HT2B-R with BW723C86 in the co-expression condition, we found a decrease of the 5-

HT1A-R surface expression compared to the unstimulated condition (Fig. 6B). These data 

suggest a cooperative association between the 5-HT2B-R and the 5-HT1A-R at the surface 

membrane, 5-HT1A-R stimulation increasing 5-HT2B-R clustering and 5-HT2B-R stimulation 

decreasing 5-HT1A-R surface membrane expression. 

 

6. Co-stimulation of both receptor by 5-HT suppresses 5-HT2B-R effect on 5-HT1A-

R surface expression 

Since 5-HT1A-R and 5-HT2B-R respective agonists have differential effects on membrane 

receptor localization, we investigated the effect of co-stimulation with their natural ligand, 5-

HT (1 µM), on their surface expression and distribution. Surprisingly, stimulation with 5-HT 

did not modify 5-HT2B-R clustering parameters (clusters number, size and cluster intensity) 

that was not affected by the coexpression of 5-HT1A-Rs (Fig. 7A). On the contrary, 

stimulation of the 5-HT1A-R alone with 5-HT decreased its surface expression by 30% as 

observed after 8-OH-DPAT application. However, when co-expressed with the 5-HT2B-R, 5-

HT stimulation further decreased 5-HT1A-R surface expression and this effect could be 

reversed by the selective 5-HT2B-R antagonist, RS-127445. This result suggests that 

stimulating the receptor complex by 5-HT somehow abolishes 5-HT2B-R ability to maintain 

the 5-HT1A-R at the plasma membrane (Fig. 7B). These data support a differential cross-talk 

according to stimulatory ligands, endogenous 5-HT vs. 5-HT1A-R stimulation by 8-OH-

DPAT or 5-HT2B-R stimulation by BW 723C86. 
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DISCUSSION 

This study demonstrates for the first time that 5-HT1A-R and 5-HT2B-R, two receptors co-

expressed by 5-HT neurons, can interact and form dimers. Dimerization is an important 

process for GPCR and can be essential for their trafficking to the plasma membrane, agonist 

binding and G-protein activation (Faron-Górecka et al., 2019; Herrick-Davis, 2013). 

Dimerization is also able to modify signaling pathways of the receptors involved. For 

example, the 5-HT1A-R/5-HT7-R heterodimerization was shown to decrease Gi activation and 

inhibits GIRK activation, both mediated by the 5-HT1A-R without affecting the 5-HT7-R 

signaling (Renner et al., 2012). It has also been shown by in situ proximity ligation assay in 

rat hippocampus and BRET experiments in HEK293T cells, that 5-HT1A-R and 5-HT2A-R 

form oligomers (Borroto-Escuela et al., 2017). In pyramidal neurons of the prefrontal cortex 

co-expressing these two receptors, three types of electrophysiological responses were 

recorded: inhibitory responses mediated by the 5-HT1A-R, excitatory responses mediated by 

the 5-HT2A-R-dependent excitation and a biphasic response of excitation/inhibition (Avesar 

and Gulledge, 2012; Ju et al., 2020). These opposite and mixed effects suggested that the 5-

HT transmission finely tune neurons targeted through the combinatorial expression of 5-

HTRs. We previously reported that a subpopulation of 5-HT neurons express both 5-HT1A-R 

and 5-HT2B-R {Diaz, 2012}, and that this co-expression is likely to participate to the 

regulation of the 5-HT tone (Belmer et al., 2018). We showed that injection of 5-HT2B-R 

agonist, BW723C86, attenuated 8-OH-DPAT-induced hypothermia and decreased the firing 

inhibition of 5-HT neurons, which is attributed to 5-HT1A autoreceptors. These data thus 

supported that 5-HT2B-R positively regulates 5-HT neurons and is able to counteract 5-HT1A-

R negative effects (Belmer et al., 2018). Moreover, we showed previously that both receptors 

are expressed in the neuronal compartment (somatodendritic) (Benhadda et al., 2021), which 

leads us to hypothesize a physical and functional interaction between these 5-HT-Rs. 

 Even if the interaction between the 5-HT2B-R and the 5-HT1A-R has no impact on the 

second messenger signalization (IP3) of 5-HT2B-R, this study shows an effect of this 

interaction on both receptor expression at the plasma membrane. These results were further 

validated in hippocampal primary neurons in culture, in a more physiological environment 

than COS-7 cells. Nevertheless, potential effects of endogenously expressed 5-HT1A-R/5-

HT2B-R by hippocampal neurons cannot be excluded. Indeed, in a previous study, it has been 

shown that interaction between endogenous CIPP already have an effect on over-expressed 5-

HT2B-R clusters formation on pyramidal hippocampal neurons, which was disrupted by the 

use of a dominant negative TAT-5-HT2B-R peptide targeting the interaction sequence 
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between the 5-HT2B-R and CIPP (Benhadda et al., 2021). The specific interacting sequence 

between the 5-HT2B-R and the 5-HT1A-R remains to be identified 

 Different techniques of microscopy were used to better understand the effect of 5-

HT1A-R on 5-HT2B-R clusters surface parameters. Confocal microscopy techniques allowed 

us to analyze and compare in various conditions the density of receptors per cluster and their 

number. Biophysically, aggregation and clustering of membrane proteins are more 

efficacious than freely moving molecules (Liu and Fuentes, 2019). With a resolution up to 20 

nm, STORM allowed us to access more quantitative information about receptor spatial 

distributions (MacDonald et al., 2015; Yamanaka et al., 2014). In this paper, we were able to 

show that either stimulation by specific agonist or co-expression with the 5-HT1A-R allows 

the formation of bigger and more concentrated clusters of 5-HT2B-R that could be associated 

with an increase in its transduction. While homologous agonist stimulation decreases 5-HT1A-

R surface expression, co-expression with the 5-HT2B-R increases its expression at basal level 

and maintains 5-HT1A-R at the surface membrane despite its stimulation. In the literature, 

differences were observed between 5-HT1A auto- and hetero-receptor internalization 

capacities. It has been shown that autoreceptors desensitize and are internalized upon 

stimulation, which is not the case for heteroreceptor; although this result was observed for a 

longer period of treatment (4 and 24 h), while here we used a 20 minutes application 

(Bouaziz et al., 2014). Therefore, the dynamic regulation of the 5-HT1A-R surface expression 

not only depends on the ligand used but also on the cell model.  

 Serotonin can stimulate a wide range of serotoninergic receptors that allow the 5-HT 

system to be finely modulated both at pre- and post-synaptic levels. Here, we were able to 

show that 5-HT, the natural ligand of 5-HT1A- and 5-HT2B-R, has no effect on the 5-HT2B-R 

alone or co-expressed with the 5-HT1A-R. In vivo, we showed that activation of the 5-HT2B-R 

by BW723C86 does not promote any changes in 5-HT neurons electrical activity (Belmer et 

al., 2018). But we show here that the 5-HT stimulation of the dimer abolishes the 5-HT2B-R 

effect on the 5-HT1A-R surface expression, effect which is restored by applying the 5-HT2B-R 

antagonist RS-127445. These results demonstrate that the modulation of 5-HT1A-R surface 

expression can be triggered through 5-HT2B-R activation, confirming the cross-talk between 

these two receptors and may explain the in vivo cross-talk observed between these two 

receptors. 

 Additionally, it has to be noticed that one important function of 5-HT1A-Rs is the 

activation of GIRK channels and the inhibition of voltage-dependent Ca2+ channels, both of 

which lead to the hyperpolarization of serotonergic neurons (Llamosas et al., 2015; Lüscher 
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et al., 1997; Montalbano et al., 2015). The 5-HT1A-R/5-HT2B-R interaction could therefore 

modify Gβγ-dependent outcomes. Indeed, it has been shown that the functionality of GIRK 

channels depends on the promiscuous presence of PIP2 (Niu et al., 2020). However, the 

activation of 5-HT2B-R promotes PIP2 hydrolysis through the phospholipase C protein 

(Maroteaux, 2021). If these two receptors interact in the same surface membrane 

microdomain, the activation of 5-HT2B-R could lead to a depletion of nearby PIP2 that can 

thereby prevent 5-HT1A-R signal transduction cascade. This hypothesis could also explain the 

in vivo observations. Although the mechanism underlying 5-HT neurons activity modulation 

by 5-HT2B-R remains to be elucidated, this study gives first insights on the regulation of 5-

HT1A-R surface expression by 5-HT2B-R through their interactions as dimers specifically in 

subpopulations of 5-HT neurons. 
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FIGURES 

 

 

Figure 1: 5-HT2B-R and 5-HT1A-R interact in vitro.(A) Co-immunoprecipitation of 5-

HT1A-R with the 5-HT2B-R in COS-7 cells. Proteins from COS-7 cells co-transfected with 

plasmids coding for HA-tagged 5-HT2B (HA-2B) and/or myc-tagged 5-HT1A (1A-myc) 

proteins analyzed by Western blotting. Blot of input of proteins revealed by anti-myc 

antiserum (WB anti-myc) or by anti-HA antiserum (WB anti-HA) shows the presence of the 

proteins in each condition (Input; left). Immunoprecipitations using anti-HA beads (IP HA-

2B) followed by Western blotting revealed an interaction between 5-HT1A- and 5-HT2B-Rs. 

(B) BRET proximity assays between heterodimers of 5-HT1A- and 5-HT2B-Rs. COS-7 cells 

were co-transfected with plasmids coding for a constant amount of RLuc-5-HT2B-R, (BRET 

donors) and increasing concentrations of YFP-tagged 5-HT1A-R (the BRET acceptor). The 

hyperbolic curve attests a physical distance between 5-HT1A-YFP and 5-HT2B-RLuc inferior 

to 10 nm (representative experiment of n > 3 independent experiments). 
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Figure 2: Total receptor expression and second messenger signalization are not affected 

by 5-HT2B-R /5-HT1A-R dimerization. (A). Radioligand binding competition of tritiated 

mesulergine or 8-OH-DPAT performed on membrane proteins from transfected COS-7 cells 

expressing 5-HT2B-Rs with or without 5-HT1A-R showed no difference in maximal 

expression of the receptors, which is represented by the Bmax. (Right) Data were tested using 

the Mann-Whitney unpaired t-test; n = 3 independent experiments, each performed in 
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duplicate. No effects were found in the co-expression condition regarding neither the total 

receptor expression (Bmax) nor their binding affinity to their respective ligand (Ki). Bmax 

were statistically analyzed by Mann-Whitney unpaired t-test; (B) Impact of co-expression on 

5-HT2B-R and 5-HT1A-R-operated signal transduction. The quantification of inositol 

phosphate was performed in COS-7 cells expressing 5-HT2B-R and/or 5-HT1A-R and 

stimulated with increasing concentrations of an agonist of the 5-HT2B-R (BW723C86). Note 

the absence of effect in the co-expression condition on IP production compared to the single 

5-HT2B-R expression conditions. n = 4-6 independent experiments, each performed in 

duplicate. 

  



 

 
 

158 

 RESULTATS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: 5-HT2B-R /5-HT1A-R co-expression decreases 5-HT2B-R surface expression. 

(A). Radioligand binding competition of tritiated mesulergine performed on surface 

membrane proteins (intact cells) from transfected COS-7 cells expressing 5-HT2B-R with or 

without 5-HT1A-R. Co-expression showed a decrease of the surface expression of the 5-HT2B-

R, which is represented by decreased Bmax. Data were analyzed using the Mann-Whitney 

unpaired t-test; n = 3 independent experiments, each performed in duplicate. (B). Surface 

biotinylation performed on COS-7 cells expressing 5-HT1A-R and/or 5-HT2B-R and analyzed 

by Western blotting. (C). Ratio of the surface/total protein expression for each receptor 

analyzed in the condition of simple or co-expression. Co-expression of the two receptors 

decreases 5-HT2B-R but not 5-HT1A-R surface expression. Bands intensity of each condition 

was quantified and represented graphically (n=5 independent experiments; *p<0,05). 
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Figure 4: Co-expression of 5-HT2B-R /5-HT1A-R increases 5-HT2B-R surface clustering 

and maintains 5-HT1A-R surface expression upon orthologous stimulation. (A). 5-HT2B-

R clustering at the dendritic surface 0, 10 or 20 min after BW723C86 stimulation in the 

absence (top) or presence (bottom) of 5-HT1A-R. Scale bars 5 μm. (B). Quantification of 5-

HT2B-R surface clustering following agonist stimulation in the presence (or not) of 5-HT1A-R. 
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Upon 5-HT2B-R stimulation by BW723C86 (1 μM), the number of 5-HT2B-R clusters at the 

neuronal surface decreased from 0 to 20 min in the absence but not in the presence of 5-

HT1A-R. The treatment increased the size (area) but did not change the molecular density 

(integrated intensity) of 5-HT2B-R clusters. (C). Quantification of average intensity of 5-

HT1A-R surface expression following agonist stimulation in the presence (or not) of 5-HT2B-

R. Upon 5-HT1A-R stimulation, the intensity of 5-HT1A-R at the neuronal surface decreased 

from 0 to 20 min in the absence, and, although increased, was not modified in the presence of 

5-HT2B-R compared to t0, (number of cells = 44-50). (D). 5-HT1A-R expression at the 

dendritic surface 0, 10 or 20 min after 8-OH-DPAT stimulation in the absence (top) or 

presence (bottom) of 5-HT2B-R. Data, expressed as percentage of their respective values at 

T0, were analyzed by one-way ANOVA and Tukey's multiple comparisons test. 

***p<0.0001, **p < 0.01, *p < 0.05. Number of cells = 44-50. 
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Figure 5: Super resolution confirmed that co-expression of 5-HT2B-R /5-HT1A-R 

increases 5-HT2B-R surface clustering upon specific BW723C86 agonist stimulation. (A). 

Images examples of 5-HT2B-R membrane clusters by epifluorescence microscopy. Note that 

clusters are not well-defined and diffuse compared to the images below acquired at super 

resolution. (B). 5-HT2B-R clustering at the dendritic surface 0 (left panel) or 20 min (right 

panel) after BW723C86 stimulation in the absence (top) or presence (bottom) of 5-HT1A-R. 

Images were acquired by Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (STORM). (C). 

Quantification of 5-HT2B-R surface clustering following agonist stimulation in the presence 

(or not) of 5-HT1A-R. The number of 5-HT2B-R clusters and their area are significantly 

decreased and increased, respectively, upon stimulation by the specific agonist of the 5-HT2B-

R (BW723C86) or co-expression with the 5-HT1A-R. At this level of super resolution, there is 

also a tendency of a double effect (stimulation + coexpression) on 5-HT2B-R clusters. Data, 

expressed as percentage of their respective values at T0, were analyzed by one-way ANOVA 

and Tukey's multiple comparisons test. ***p<0.0001, **p < 0.01, *p < 0.05. Number of cells 

= 16-20.
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Figure 6: Effects of cross-stimulation of 5-HT2B-R or 5-HT1A-R on their respective 

surface expression. (A). Quantification of 5-HT2B-R surface clustering in co-expression with 

the 5-HT1A-R following stimulation of the 5-HT1A-R. Upon stimulation by 8-OH-DPAT, the 

number of 5-HT2B-R clusters is decreased and their area and molecular density (integrated 

intensity) are increased, suggesting an enhanced effect on 5-HT2B-R clustering parameters by 

the 5-HT1A-R. (B). Quantification of 5-HT1A-R surface expression expressed alone without 

stimulation, in co-expression with or without specific stimulation of the 5-HT2B-R by 

BW723C86. Whereas co-expression of the 5-HT2B-R increases 5-HT1A-R surface expression, 

5-HT2B-R stimulation abolishes this effect. (C) Surface expression of the 5-HT1A-R alone or 

co-expressed with the 5-HT2B-R, with or without stimulation by BW723C86. Note the change 

in the spine density and morphology between conditions (Top). 5-HT2B-R clusters co-

expressed with the 5-HT1A-R with or without stimulation with 8-OH-DPAT (Bottom). Data, 

expressed as percentage of their respective values at T0, were analyzed by one-way ANOVA 

and Tukey's multiple comparisons test. ***p<0.0001, ** p < 0.01, * p < 0.05.  
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Figure 7: Effect of 5-HT stimulation 5-HT1A-R and 5-HT2B-R alone or coexpressed on 

their membrane targeting. (A). Quantification of 5-HT2B-R surface clustering following 5-

HT stimulation in the presence (or not) of 5-HT1A-R. Upon stimulation by 5-HT (1 μM), the 

number, area, and molecular density of 5-HT2B-R clusters at the neuronal surface were not 

changed from 0 to 20 min in the absence or in the presence of 5-HT1A-R (number of cells = 



 

 
 

164 

 RESULTATS 

44-50). (B). Quantification of 5-HT1A-R expression at the dendritic surface after 5-HT 

stimulation in the absence or presence of 5-HT2B-R. Upon 5-HT stimulation, the intensity of 

5-HT1A-R at the neuronal surface decreased with or without 5-HT2B-R co-expression. This 

effect was completely reversed upon5-HT2B-R antagonist application (RS). Data, expressed 

as percentage of their respective values at T0, were analyzed by one-way ANOVA and 

Tukey's multiple comparisons test. ***p<0.0001, ** p < 0.01, * p < 0.05.  
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Les travaux précédemment réalisés par le laboratoire du Dr Luc Maroteaux ont permis 

de mettre en évidence la contribution du R-5-HT2B dans de nombreux comportements. 

Tout d’abord, un polymorphisme induisant une perte de fonction dans le gène du R-5-

HT2B dans une population finlandaise est associé à des comportements impulsifs et violents 

avec des tendances suicidaires, corrélant ainsi l’activité du R-5-HT2B à un contrôle de 

l'impulsivité (Bevilacqua et al., 2010; Tikkanen et al., 2015). Ensuite, la génération de souris 

knockout pour le R-5-HT2B a permis de caractériser les paramètres phénotypiques dû à 

l’absence de ce récepteur. Il apparaît chez ces souris que le R-5-HT2B est nécessaire au 

contrôle de l'impulsivité mais aussi à l’effet psychoactif de la MDMA, une drogue d’abus, et 

à l'effet antidépresseur des ISRS tant au niveau comportemental que cellulaire (Diaz et al., 

2015; Doly et al., 2008, 2009a). 

 Ce travail de thèse a permis d’identifier deux partenaires protéiques du R-5-HT2B : 

CIPP, une protéine de pontage et le R-5-HT1A, un autorécepteur négatif des neurones 

sérotoninergiques. Dans cette conclusion, j’aborderai les principaux résultats et présenterai 

les problématiques et perspectives qu’ils soulèvent.  

 

A. Le R-5-HT2B : un acteur de la plasticité synaptique ? 

Les domaines PDZ, et plus généralement les protéines PDZ, permettent de rapprocher 

physiquement deux ou plusieurs protéines dans un même environnement membranaire. Or il 

est admis que la membrane plasmique, et notamment neuronale, contient des microdomaines. 

Enrichis en cholestérol et en sphingolipides, ces microdomaines stratégiquement distribuées à 

la surface cellulaire (entre autres) vont permettre de concentrer un ensemble de protéines tant 

membranaire qu’intracellulaire favorisant les interactions et renforçant la signalisation 

associée (Björk et al., 2010). 

L’un des membres de la famille des protéines PDZ est la protéine CIPP. Durant ce 

travail de thèse, il a été montré que CIPP interagit physiquement avec le R-5-HT2B et que 

cette interaction est à l’origine de plusieurs modifications de la distribution des R-5-HT2B. 

Premièrement, la présence de CIPP va augmenter l'agrégation, "clustering" des R-5-HT2B à 

la surface membranaire des neurones et augmenter la transduction du signal via une vague 

calcique plus importante qu’en absence de CIPP. CIPP favorise donc la signalisation du R-5-
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HT2B en le concentrant et mime ainsi l’activation du R-5-HT2B. Par ailleurs, l’association 

de CIPP avec le R-5-HT2B diminue sa colocation avec les R-NMDA en augmentant leur 

dispersion. Ces résultats corroborent d’autres travaux dans un modèle de fibre C de la moelle 

épinière montrant que la stimulation des R-NMDA et R-5-HT2B augmentent 

significativement les potentiels d’action de ces fibres. En bloquant le R-5-HT2B par son 

antagoniste, le SB 204741, ou en bloquant la PKCγ, cet effet est aboli (Aira et al., 2013). En 

effet, la PKCγ après stimulation induit la phosphorylation des R-NMDA qui devraient donc 

quitter le complexe formé avec le R-5-HT2B. 

Ces résultats soutiennent l’existence d’un complexe tripartite (R-NMDA/CIPP/R-5-

HT2B) dynamique et permet de poser l’hypothèse de l’implication des R-5-HT2B dans la 

plasticité synaptique. Des phénomènes de LTP dont l’implication du système 5-HT a déjà été 

démontrée passent par les R-5-HT2A. En effet, l’activation des R-5-HT2A est associée à une 

augmentation de la transmission des R-NMDA, ce qui promeut l’induction de phénomènes de 

plasticité au niveau des synapses thalamocorticales. Les souris 5-HT2A
-/-

 présentent des 

altérations de la plasticité synaptique et des processus de mémoire. Cette modulation passe 

par l’activation de la PLC et de la PKC, dépendante de l’activation des R-NMDA, qui vont 

phosphoryler les R-NMDA et ainsi, les potentialiser (Barre et al., 2016). Le R-5-HT2B étant 

également couplé à ces deux protéines (PLC et PKC) via la protéine Gαq, il pourrait réguler 

l’activité des neurones postsynaptiques mais également la plasticité des neurones 5-HT où il 

est exprimé, agissant comme un autorécepteur. 

Par ailleurs, il a été montré que le R-5-HT2B module l’activité de la sous unité NR1 

des R-NMDA (Aira et al., 2013) alors que le R-5-HT1A quant à lui régule l’activité de la 

sous-unité NR2B (Yuen et al., 2005). Les effets de l’interaction des R-5-HT1A et R-5-HT2B 

(redistribution, internalisation, ancrage à la membrane, inhibition de la voie associée, etc.) 

pourraient participer à la mise en place de phénomènes de plasticité en agissant via deux 

sous-unités différentes d’un même R-NMDA. 

Un autre élément permettant d’appuyer l’hypothèse de l'implication du R-5-HT2B 

dans la plasticité synaptique est que la stimulation de ce récepteur par du BW723C86 induit 

une augmentation rapide et significative des épines dendritiques ainsi que leur maturation 

(Benhadda et al., 2021). Or la plasticité structurale des épines dendritiques est fortement 

corrélée avec la formation de la mémoire (Borczyk et al., 2019) en favorisant la connectivité 

neuronale et donc la transmission de l’information. Des dysfonctionnements au niveau de la 
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plasticité des épines dendritiques sont d’ailleurs associés à certaines pathologies tel que la 

maladie d’Alzheimer (Reza-Zaldivar et al., 2020). 

B. Comment le R-5-HT2B module-t-il l’activité et l’expression des 

R-5-HT1A ? 

Actuellement, la signalisation intracellulaire attribuée au R-5-HT2B dans les neurones 

5-HT n’est pas totalement connue. Comme observé dans les différents modèles in vitro, ce 

récepteur se couple probablement et majoritairement à la protéine Gαq et son activation 

induit une augmentation des taux intracellulaires d’inositol tri-phosphate et donc de calcium 

(Benhadda et al., 2021). Cette association entre un récepteur à 7 domaines transmembranaires 

(7DM) et la protéine Gα est dynamique et peut évoluer selon l’environnement. En effet, la 

composition en lipide de la membrane plasmique au niveau de microdomaines peut affecter 

l’ancrage de la protéine Gα au niveau de celle-ci ou même favoriser l’association à un 

récepteur 7DM d’une sous unité Gα par rapport à une autre. C’est le cas par exemple du 

récepteur à la dopamine D2 dont l’association à la protéine Gαi1 ou Gαi2 est établie selon la 

composition des domaines lipidiques de la membrane plasmique, affectant ainsi la 

signalisation associée (Polit et al., 2020). 

La composition en cholestérol de la membrane peut affecter les propriétés 

pharmacologiques des récepteurs. Une déplétion de cholestérol membranaire diminue de 

manière significative la liaison du R-5-HT1A à son agoniste ainsi que son couplage à la 

protéine Gαi (Pucadyil and Chattopadhyay, 2004). Le cholestérol peut également affecter le 

taux de PIP2, un élément important ancré à la membrane permettant, entre autres, l’activation 

des canaux GIRK. Or, une des cascades de signalisation attribuées à l'activation du R-5-

HT2B est la voie Gαq/PLC/IP3. Celle-ci engendre l’hydrolyse du PIP2 afin de produire de 

l’IP3 et du DAG. Si les R-5-HT1A et R-5-HT2B sont présents dans un même microdomaine, 

on peut supposer que l’activation du R-5-HT2B, en induisant une déplétion locale de PIP2, 

amoindrie ou inhibe la signalisation du R-5-HT1A. Un des moyens de vérifier si le R-5-

HT2B exerce un rôle de dominant négatif sur l’activité du R-5-HT1A serait de co-exprimer 

ces deux récepteurs et d’étudier l’impact de leur activation sur leurs propriétés 

électrophysiologiques. En effet, en stimulant les deux récepteurs, l’activation du R-5-HT2B 

devrait inhiber ou diminuer l’hyperpolarisation du neurone associé aux GIRK via le R-5-

HT1A.  
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Il est intéressant de noter que la dépolarisation du neurone 5-HT est dépendante de 

l’ouverture de canaux calcique dépendante de l’activation des R-5-HT2 via la PLC. Cette 

signalisation va également fermer les canaux GIRK. Or, l’activation des R-5-HT1A ouvre les 

canaux GIRK mais va aussi fermer les canaux calciques. Ces deux récepteurs, par leur 

signalisation, ont des effets opposés sur les effecteurs qui régulent l’activité du neurone 5-

HT. Une balance fine entre activité dépendante du R-5-HT1A et celle dépendante du R-5-

HT2B semble donc primordiale pour la modulation des neurones 5-HT. 

Dans cette étude, j’ai observé que la co-expression du R-5-HT2B avec le R-5-HT1A 

augmente significativement son expression à la membrane et prévient son internalisation 

après stimulation. Le R-5-HT2B semble donc maintenir le R-5-HT1A à la surface 

membranaire et le rendre moins sensible à son agoniste, le 8-OH-DPAT. Il a été montré que 

la déplétion de PIP2 empêche l’internalisation correcte de RCPG (Tóth et al., 2012). En 

supposant que l’hydrolyse de PIP2 médiée par l’activation du R-5-HT2B soit suffisante pour 

créer un déficit local, dans ce cas l’internalisation des R-5-HT1A peut être affectée et 

insensible à des agonistes spécifiques. 

Même si l’association des R-5-HT1A et R-5-HT2B ne modifie pas la production 

d’IP3 associée au R-5-HT2B, cette association pourrait affecter la signalisation du R-5-

HT1A. Des mesures de taux d’AMPc intracellulaire en réponse à la stimulation du R-5-

HT1A seul ou co-exprimé avec le R-5-HT2B permettraient de répondre à cette interrogation. 

 L’association de deux récepteurs aux signalisations opposées a déjà été observée. En 

effet, les récepteurs D1, associés à la protéine Gαs et les récepteurs D2 associés à la protéine 

Gαi sont coexprimés par certains neurones dans le striatum de rat et d’humain. La 

coexpression de ces récepteurs n'affecte pas leur capacité de liaison à leurs ligands respectifs, 

en revanche leur co-activation induit une augmentation de calcium intracellulaire dépendante 

de l’activité de la PLC. Or, aucun de ces deux récepteurs n’est associé à cette enzyme 

attribuée à la signalisation de la protéine Gαq mais leurs effets individuels sont exclusivement 

attribués à l’activité de l’adénylate cyclase lorsqu’exprimés séparément (Lee et al., 2005; So 

et al., 2005, 2007).  

Ainsi, il n’est pas exclu que l’association des R-5-HT1A et R-5-HT2B puisse donner 

lieu à une signalisation qui ne leur est pas associée usuellement (expression des récepteurs 

seuls). L’une méthode permettant de tester cette hypothèse serait de réaliser des expériences 
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utilisant des chélateurs de calcium fusionné à une protéine fluorescente (ex. GCaMP), qui 

permettent d’attester de l’activité du neurone (Akerboom et al., 2012). En effet, l’activation 

du R-5-HT2B résulte en une vague calcique intracellulaire, ce qui n’est pas le cas pour le R-

5-HT1A selon la littérature. Si la co-expression des deux récepteurs affecte la signalisation du 

R-5-HT2B, ces expériences nous permettront de montrer soit une augmentation soit une 

diminution de l’activité du R-5-HT2B. 

  

C. Le R-5-HT2B et les ISRS 

Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine soient les antidépresseurs les 

plus prescrits dans le cadre d’états dépressifs, cependant, leur mode d’action exacte n’est pas 

connu. Historiquement, on attribue les états dépressifs à une hypoactivité du système 5-HT 

(Coppen 1969; Lapin and Oxenkrug 1969; Coppen et al. 1972; Charney et al. 1981; Meltzer 

and Lowy 1987) et l'utilisation d’ISRS permettrait de contourner la diminution libération de 

5-HT en prolongeant son effet sur les neurones cibles. Aujourd’hui, de nombreux éléments 

nous permettent d’affirmer que le mode d’action des ISRS est plus complexe. 

Bien que l’internalisation des autorécepteurs 5-HT1A soit probablement un élément 

essentiel dans l’apparition des effets bénéfiques de la prise de ces médicaments, 

l’internalisation du SERT l’est tout autant. En effet, après 28 jours de traitement chronique 

aux ISRS, l’expression de SERT dans les neurones 5-HT diminue significativement, en 

corrélation avec une augmentation de la signalisation 5-HT (Benmansour et al., 1999, 2002). 

Ces observations sont corroborées par une étude utilisant un siRNA contre le transporteur à la 

sérotonine (siRNA-SERT). En inhibant l’expression de SERT, il a été observé une 

augmentation de la signalisation 5-HT au niveau du cortex préfrontal, une diminution de 

l’activité des autorécepteurs 5-HT1A ainsi qu’une accélération de la prolifération cellulaire 

dans l’hippocampe, et ce, après 1 semaine de traitement contre 4 semaines pour un traitement 

aux ISRS. D’un point de vue comportemental, les phénotypes délétères, observés dans un 

modèle de dépression induite par un traitement chronique de corticostérone, sont abolis après 

une semaine de traitement au siRNA-SERT (Ferrés-Coy et al., 2013). 

Dans le cadre d’un traitement aux ISRS, il est plausible que le R-5-HT2B via sa 

régulation positive de l’activité des neurones 5-HT (Belmer et al., 2018) et sa modulation de 
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SERT (Launay et al., 2006) puisse, dans un premier temps, contribuer à l’augmentation de la 

signalisation 5-HT et dans un second temps, l’entretenir participant ainsi à leurs effets 

thérapeutiques. 

Dans un modèle de stress social chronique induisant des comportements de types 

dépressifs, nous avons montré que l’absence de R-5-HT2B spécifiquement dans les neurones 

5-HT (Htr2b
5-HTKO

) était corrélée avec (i) une accélération de l’apparition des phénotypes 

dépressifs, (ii) une augmentation basale et durant le protocole de stress de corticostérone 

plasmatique par rapport aux souris contrôles et après un protocole de stress social aigu, (iii) 

une hypoactivation des neurones du raphé dorsale (via un marquage c-fos) à l’état basale et 

après stress. Une surexpression virale du R-5-HT2B permet de reverser le phénotype 

comportemental dans le cas de stress social chronique et les taux de corticostérone 

plasmatique. Ainsi, la dérégulation du système 5-HT par l’absence de l'autorécepteur 5-HT2B 

accentue significativement les conséquences délétères d’un stress chronique. Ces résultats 

soulignent l’interaction du R-5-HT2B avec la régulation de l’axe HHS (D’Andrea et al., en 

préparation ; Annexe 1). 

Enfin, en mettant en évidence durant ce travail de thèse l’interaction des R-5-HT1A et 

R-5-HT2B, l’étude approfondie de leur modulation réciproque devrait permettre de mieux 

comprendre l’action des ISRS et l’apparition d’actions antidépressives. L’une des limitations 

principales à l’étude de ces récepteurs est l’absence d’anticorps spécifiques. L’utilisation de 

surexpression virale ou à l’aide plasmide a donc été indispensable.  J’ai pu montrer, en 

injectant, dans le raphé dorsal de souris Htr2b
5-HTKO

, deux constructions virales 

indépendantes contenant les séquences des R-5-HT1A et R-5-HT2B flanqués de sites lox 

(expression restreinte aux neurones 5-HT) que ces récepteurs sont exprimés, in vivo, dans le 

même compartiment neuronal (Figure 24). Il serait intéressant, notamment par surexpression 

virale, d'étudier la dimérisation des récepteurs in vivo dans différentes conditions. En utilisant 

par exemple des techniques d’essai de ligation par proximité, nous pourrions étudier la 

dynamique de l’association de ces récepteurs face à un stress important ou à un traitement 

d’ISRS. En effet, il a été montré que, par exemple, l’état des R-5-HT1A et R-5-HT2A est 

dynamique et répond aux stimulations extérieures soit en formant un dimère soit en 

favorisant la forme monomérique. 
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Figure 24 : Expression des R-5-HT1A (vert) et R-5-HT2B-HA (rouge) dans les neurones 

5-HT. Injection stéréotaxique dans le noyau B7 du raphé dorsal de souris Pet1-CRE
+/0 

; 

RCE/RCE infectés avec des constructions virales AAV-DIO-5-HT1A-Flag et AAV-DIO-5-

HT2B-HA. Objectif X20. Zoom x2 (à droite). 

Ainsi ce projet de thèse s’inscrit dans la lignée des études du laboratoire visant à 

élucider le rôle du R-5-HT2B dans la régulation des neurones 5-HT (Figure 25) et devrait 

contribuer à une meilleure compréhension des mécanismes d'action des antidépresseurs et 

donc indirectement des mécanismes sous-jacents à la dépression elle-même. 
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Article en préparation 

A. Contexte  

Bien que nécessaire à l’adaptation à notre environnement, une mauvaise gestion ou un 

excès de stress peut conduire à des troubles anxieux et dépressifs. Une implication des 

microglies, macrophages résidents du cerveau, dans ces troubles a été mise en évidence. En 

conditions physiologiques, les microglies participent au bon fonctionnement du SNC en 

sondant leur environnement (Nimmerjahn et al., 2005). En conditions pathologiques, elles 

participent à la neuroinflammation et leur activation se caractérise par une modification de 

leur morphologie, de leur densité ainsi qu’une augmentation de la libération de cytokines pro-

inflammatoires (Kopp et al., 2013; Kreisel et al., 2014; Wohleb et al., 2014; Milior et al., 

2016). Le système 5-HT joue également un rôle prépondérant dans la réaction face au stress 

(adaptabilité, fuite, confrontation, etc). L’équipe a montré que le R-5-HT2B est le récepteur 

5-HT majoritaire exprimé par les microglies et qu’il participe à la régulation des processus 

inflammatoires périnatales. En effet, dans un modèle de souris dont l’expression du R-5-

HT2B est abolie exclusivement dans les microglies à la naissance, les réponses 

inflammatoires à l’âge adulte sont dérégulées (Béchade et al., 2021). Il existe donc un lien 

entre activité microgliale et système 5-HT.  

Le stress chronique social est un protocole qui consiste à présenter durant une période 

d’une à cinq semaines, une souris naïve à une souris agressive. Cela permettant d’induire un 

phénotype dépressif que l’on peut attester notamment par :  

 Une anhédonie, via une diminution de la préférence au sucrose,  

 Une apathie, via une diminution de la fréquence et de la durée de toilettage  

 Une baisse de poids corporel, 

 Une baisse des interactions sociales 

L’ensemble de ces comportements s’accompagnent d’une élévation plasmatique de 

corticostérone, témoignant d’une dérégulation de l’axe HHS.  

Dans cette étude, l’objectif est de déterminer l’implication du R-5-HT2B dans la mise en 

place et le maintien de ces phénotypes dépressifs. Trois modèles de souris ont été étudié pour 

cela.  
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B. Résultats principaux  

Dans un premier temps, un modèle de souris knockout pour le R-5-HT2B (Htr2b
-/-

) a 

été exposé à un stress de défaite sociale quotidiennement (session de 20 minutes) durant 

quatre semaines. On observe chez ces souris une diminution de la préférence au sucrose dès 

le deuxième jour de protocole alors que chez les souris contrôles, ce phénotype n’apparait 

qu’à partir du neuvième jour. Ces souris transgéniques présentent également une perte de 

poids plus importante et un délai de rétablissement (préférence au sucrose de 75% minimum) 

supérieure à celui des souris contrôles (6 jours et >11 jours, respectivement). 

Les interactions sociales sont également affectées d’une part par le génotype et 

d’autre part, par le protocole de stress social chronique. En effet, les souris Htr2b
-/- 

interagissent moins longtemps avec leurs congénères à l’état basal, ce qui est accentué après 

stress. Ce phénotype, observé chez les souris transgéniques en dehors de tout protocole de 

stress, peut être expliqué par un taux basal de corticostérone significativement plus élevée 

que chez les souris contrôles. Et, suite à un stress et après rétablissement, ce taux reste 

toujours supérieur. 

Par ailleurs, des études par RT-PCR en temps réel a permis de montrer l’ablation 

totale affecte l’ARNm de certains gènes impliquées dans la régulation de l’axe HHS.  

La disponibilité de deux modèles murins développés par l’équipe a permis 

d’approfondir cette étude : les souris dépourvues du R-5-HT2B uniquement dans les 

microglies (Htr2b
µgliaKO

) et les souris dépourvues de ce récepteur exclusivement dans les 

neurones 5-HT (Htr2b
5-HTKO

). En reproduisant les mêmes protocoles expérimentaux sur ces 

deux modèles, l’équipe a découvert que l’ensemble des phénotypes observés chez les souris 

Htr2b
-/-

 sont dû au R-5-HT2B dans les neurones 5-HT. 

De plus, en étudiant l’activation de c-fos, un marqueur d’activité neuronale, après une 

session de stress social (stress aigu), on observe chez les souris Htr2b
5-HTKO 

une hypofonction 

basale et après stress des neurones 5-HT le long de l’axe rostro-caudal et dorso-ventral du 

raphé dorsal en comparaison aux souris contrôles. 

Ces résultats démontrent l’implication du R-5-HT2B en tant qu’autorécepteur dans la 

régulation de l’axe HHS et des comportements dépressifs associés. Cette conclusion est 

corroborée par les expériences de sauvetages réalisées. En effet, après injection stéréotaxique 
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de virus contenant la séquence du R-5-HT2B, spécifiquement dans le raphé dorsal, on 

observe une diminution significative des taux plasmatiques de corticostérone. 

C. Contribution personnelle 

Dans cette étude, j’ai réalisé les injections stéréotaxiques, les tests de stress aigu ainsi  

que le marquage et l’analyse du c-fos dans les neurones 5-HT des souris Htr2b
5-HTKO

. 
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Abstract 337w 

Several evidences implicate serotonin (5-HT) in the etiology of mood disorders, including 

major depressive disorders (MDDs) and 5-HT neurons are targets of serotonin selective 

reuptake inhibitors (SSRI) antidepressants. Independently, the brain resident macrophages, 

microglia, have been implicated in various psychiatric disorders including depression. 

However, how interactions between these two systems shape vulnerability to MDD remains 

unknown. Recently, we have shown that Htr2b gene encoding the 5-HT2B receptor subtype is 

involved in response to SSRI, in psychotic-like behaviors, and in 5-HT neurons activity by 

acting as a positive autoreceptor in mice, and that this receptor is the main 5-HT receptor 

expressed by microglia. Here, we tested the hypothesis that interactions between these two 

systems participate to the vulnerability to depression. For this purpose, we tested whether the 

lack of this receptor in mice either following full inactivation of 5-HT2B receptors, (Htr2b
-/-

), 

selective inactivation in microglia (Htr2b
µgliaKO

) or in 5-HT neurons (Htr2b
5-HTKO

), could 

contribute to depressive-like phenotype induced by chronic social stress. Our results 

demonstrate that Htr2b
-/-

 mice develop depressive-like symptoms much earlier than control 

Htr2b
+/+

 mice in response to social stress. In particular, these mice develop anhedonia, loss of 

body weight, reduction in self-care behavior and impairment in social activity as early as 2 

days of social stress. These behavioral phenotypes were associated with higher plasma levels 

of corticosterone in both basal and stress conditions. Interestingly, mice in which 5-HT2B 

receptor was selectively inactivated in microglia or in 5-HT neurons, all responded to stress 

developing depressive-like symptoms. However, only Htr2b
5-HTKO 

mice displayed earlier 

depressive-like vulnerability, whereas Htr2b
µgliaKO

 mice responded as control mice with the 

same time-course as Htr2b
+/+

 mice. Finally, we show that re-expression of the 5-HT2B 

receptor in raphe 5-HT neurons of Htr2b
5-HTKO

 mice is sufficient to lower corticosterone 

levels. Overall, these findings point to a selective role for 5-HT via 5-HT2B receptors 

expressed by serotonergic neurons in preventing depressive-like phenotype induced by social 

defeat stress by acting at stress axis and corticosterone regulation. These results represent 

valuable tools for the interpretation of molecular mechanisms underlying depressive 

disorders. 
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INTRODUCTION 903w 

Psychiatric disorders are a leading cause of disability and have a huge societal and economic 

impact. Major depressive disorder (MDD) is perhaps the most common of all mental health 

illnesses currently thought to affect up to 10% of the population worldwide and it is 

associated with a development of serious medical conditions such as heart diseases, diabetes 

and stroke (Goyvaerts et al., 2016). Unlike a physiological and transient feeling of sadness or 

bad mood, MDD is persistent and can heavily interfere with daily activities of individuals, 

ranging from emotional dyscontrol to inability to manage social relationships (Krishnan and 

Nestler, 2008). Unfortunately, despite decades of intensive research, there is still an unmet 

need to understand biological factors and neurobiological mechanisms underlying the 

etiology of such a disease, in order to develop more effective treatments and novel tools for 

early diagnosis. Chronic stress has been identified as an important vulnerability factor in 

triggering psychiatric disorders, including MDD. Indeed, although stress response commonly 

promotes adaptive plasticity, it may become maladaptive and harmful when the response is 

overused or dysregulated, like under chronic stress conditions. Repeated exposure to social 

defeat in rodents is an ethologically relevant stressor, able to induce many features of 

depressive-like phenotype including anhedonia, anxiety, metabolic alterations, and social 

avoidance (Berton and Nestler, 2006) as well as an immunological activation characterized 

by microglia activation and cytokine production (Reader et al., 2015). Furthermore, a peculiar 

aspect of social defeat stress is its ability to continuously activate the hypothalamus-pituitary-

adrenal (HPA) axis over repeated defeated social confrontations (Koolhaas et al., 1997). 

 Evidence from several years of research on this topic implicated serotonin (5-HT) in 

the etiology of mood disorders, including MDD. In the past years, it has been proposed that 

components of neuroinflammation, particularly microglia activation, also actively contributes 

to depression. This hypothesis is supported by data showing a strong increase in microglia 

activation and recruitment in prefrontal cortex, hippocampus and thalamus in post-mortem 

brains of depressed patients who died from suicide (Schnieder et al., 2014; Torres-Platas et 

al., 2014). Behavioral alterations related to microglia activity are usually transient, but may 

be long-lasting if the microglia changes endure, for examples, in association with chronic 

psychological stress (Calcia et al., 2016; Brisch et al., 2017). Many of these findings are 

corroborated in preclinical studies conducted on animal models showing that stress induces 

neuroinflammation, through activation of resident microglia that, in turn, produces or 

exacerbates depressive-like behavior in agreement with the type and time-course of stress 

(Tynan et al., 2012; Wohleb et al., 2012; Hinwood et al., 2013; Kreisel et al., 2014; Lehmann 

et al., 2016; Tian et al., 2017; Tong et al., 2017). Indeed, exposure (1 to 5 weeks) to Chronic 

Mild Unpredictable Stress, Restraint Stress, or Social Defeat Stress leads to depressive-like 

behavior (namely, anhedonia and social withdrawal, as assessed by decreased sucrose 

preference and social exploration), increases plasma corticosterone levels and alterations in 

microglia density and morphology along a number of brain regions such as hippocampus, 

amygdala, prefrontal cortex and nucleus accumbens (Kopp et al., 2013; Kreisel et al., 2014; 

Wohleb et al., 2014; Milior et al., 2016). 

 Among the poorly explored candidate pathways able to underlie the relation between 

microglia and MDD is their interaction with the 5-HT system since the main 5-HT receptor 

expressed by microglia is the 5-HT2B subtype (Kolodziejczak et al., 2015; Béchade et al., 

2021). This interaction may be critical to mediate pathological phenotypes such as 

impulsivity (Bevilacqua et al., 2010), or hyperactivity and social deficit (Pitychoutis et al., 
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2015). Furthermore, by using selective inactivation of the 5-HT2B receptor gene, Htr2b in 

microglia (Htr2b
µgliaKO

), we recently showed that this microglial 5-HT receptor was acting 

postnatally to limit adult inflammatory responses (Béchade et al., 2021). In another hand, 

Htr2b
-/-

 mice can develop depressive-like behaviors when socially isolated during four weeks, 

but are resistant to the effects of SSRI fluoxetine, including behavioral or plastic effects (Diaz 

et al., 2012; Diaz et al., 2016). Human genetic studies revealed that a loss-of-function 

polymorphism of HTR2B gene, Q20*, segregates with impulsive-aggressive behavior and 

suicidality (Bevilacqua et al., 2010). Furthermore, the Htr2b gene is expressed in serotonergic 

neurons acting as a positive autoreceptor as shown using mice lacking selectively this gene in 

5-HT neurons (Htr2b
5-HTKO

) (Belmer et al., 2018). Many studies suggested that the 

serotonergic system may contribute to the physiological and behavioral adaptation to chronic 

stress, including social defeat, in rodent models. In particular a single exposure to social 

defeat increases serotonergic neuronal activity, as evidenced by increasing in c-fos expression 

in the dorsal raphe nucleus (DRN), a brainstem region that provides the majority of 

serotonergic projection to forebrain areas implicated in mood regulation and depressive-like 

disorders (Paul et al., 2011; Ehlinger and Commons, 2019). 

 Although several evidences suggest a role for both serotonergic system and microglia 

to shape the behavioral and physiological phenotype of depression-induced by stress, the 

possibility for these two systems to interact and shape vulnerability to depression remains 

unexplored. In order to address this issue, we investigated the behavioral and biochemical 

depressive-like phenotype induced by chronic social defeat stress in mice, using three 

different genetic line in which 5-HT2B receptors gene is invalidated in whole body or 

selectively in microglia or in serotonergic neurons. Our hypothesis was that: i) the 

inactivation of 5-HT2B receptors may render mice more vulnerable to social defeat stress, and 

ii) this effect could be shaped by a dual role of 5-HT2B receptors in microglia and 

serotonergic neurons. 
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MATERIAL AND METHODS  

Experimental design and statistical analysis  

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7.01 software. Starting from our 

experience in previous publications from our lab (Diaz et al., 2012; Pitychoutis et al., 2015) 

or from others (Vincent and Jacobson, 2014; Sachs et al., 2015), we calculated the standard 

deviation of each group of animals for each test as well as the differences between the means 

of these groups. By setting the type I and II error risks at 5 and 20%, respectively, the size of 

the groups were determined by calculating the statistical power using the G*Power software 

version 3.1.9.6. To ensure reproducibility, when relevant, experiments are performed at least 

three times independently. To avoid litter bias in the mouse experiments, experimental groups 

are composed of animals from different litters randomly distributed using Graphpad software. 

All analyses were conducted with blinding to the experimental condition. Putative outliers 

were determined by the ROUT method. Data are presented as a scatter dot plot with bar, and 

the line at the mean ± S.E.M. (standard error of the mean). Comparisons between two groups 

following a normal distribution were analyzed using two-tailed unpaired t-test with or 

without Welch’s correction. Normality was assessed using the D'Agostino & Pearson 

omnibus normality test. All data normally distributed for more than two groups were 

examined by either ordinary or repeated measure two-way ANOVA followed by 

Bonferroni’s post hoc comparisons.  

 

Animals 

The full Htr2b
-/-

 knockout mice (129S2.Cg-Htr2b
tm1Lum

/Htr2b
tm1Lum 

RRID:IMSR_EM:05936) 

were generated and maintained on 129S2 background (Nebigil et al., 2000). Wild-type 129S2 

littermate mice were used as control. Htr2b
fl/fl

, the Htr2b floxed mice 

(Htr2b
tm2Lum

/Htr2b
tm2Lum

 RRID:IMSR_EM:05939), were generated as described (Doly et al., 

2017; Belmer et al., 2018) with backcrossing on 129S2 background for >10 generations. 

Htr2b
fl/fl

 mice were inactivated for Htr2b in 5-HT neurons as previously described (Belmer et 

al., 2018) by crossing with 129S2. Cg-Tg(Fev-cre)
1Esd

/0 (RRID:IMSR_JAX:012712 ePet1-Cre 

BAC transgenic mice or Pet1-Cre+/0) (Scott et al., 2005) generating 129S2.Cg-Pet1-Cre
+
/0; 

Htr2b
fl
/Htr2b

fl
 conditional knockout mice in 5-HT neurons (Htr2b

5-HTKO
) and littermate 

controls (Htr2b
fl/fl

). Cx3cr1
CreERT2/+

 mice (RRID:MGI:5528845), which express tamoxifen-

inducible Cre recombinase in microglia under the control of the endogenous Cx3cr1 

promoter, have been previously described (Parkhurst et al., 2013) and were backcrossed on 

129S2 background (with Htr2b
fl/fl

 mice) for >10 generations. Along the procedure, only 

Cx3cr1
CreER/+

 males were used for breeding, generating Cx3cr1
CreER/+

; Htr2b
fl/fl

 conditional 

knockout mice in microglia (Htr2b
µgliaKO

) that were compared to Cx3cr1
+/+

; Htr2b
fl/fl

 

littermates after tamoxifen treatment of both genotypes.  

 All mice were bred at our animal facility. Food and water were available ad libitum. 

The temperature was maintained at 21±1°C, under 12/12h light/dark. Mice were moved to the 

experimental room in their home cage at least 5 days prior to testing to allow for habituation 

to the environment. Male mice of 3 months reared two per cages for all experimental 

procedures have been used in this study. Behavioral tests and animal care were conducted in 

accordance with the standard ethical guidelines (National Institutes of Health's ‘Guide for the 

care and use of Laboratory animals’ and European Directive 2010/63/ UE). All experiments 

involving mice were approved by the local ethical committee, Ethical Committee for Animal 

Experiments of the Sorbonne University, Charles Darwin C2EA - 05 (authorizations 
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N°APAFIS#28228-2020111218058898 v4, APAFIS#10921-2017051211423050 v9, and 

01170.02).  

 

Tamoxifen treatment 

Induction of Cre-mediated recombination was performed as in (Parkhurst et al., 2013). 

Briefly, tamoxifen (Sigma-Aldrich) was given to pups mice by intragastric injection as 

described in (Pitulescu et al., 2010) at a dose of 50 mg per day for 3 consecutive days 

between P1 and P5. 

 

Stress Procedures 

Social defeat stress is an ethologically relevant paradigm used to understand the physiological 

and behavioral adaptations to repeated stress in relation to psychiatric disorders vulnerability 

(Golden et al., 2011). In this paradigm, an aggressive CD-1 mouse of the same sex and age 

was introduced in the cage of experimental subjects as an intruder for daily sessions of 30 

minutes at random time for 21 consecutive days. In each stress session, experimental mice 

were exposed to a new aggressive intruder to counteract any habituation to the aggressor. 

During the entire period the number of attacks (identified as bite done and/or received) shown 

by both intruder and resident mice was recorded. When experimental mice were repeatedly 

injured without any attempt of defense for a total of 15 attacks, the stress session was 

immediately stopped. The health status of the mice (fur states, body weight etc.) was daily 

evaluated by the experimenter and mice showing symptoms of distress were excluded from 

the study. 

 

Behavioral phenotyping 

All behavioral tests were carried out between 9:30 am and 4:30 pm before the daily stress 

session. Sucrose preference was assessed every day for the entire stress period and during a 

recovery period of 11 days without stress. Anhedonic response, splash test, social interaction, 

body weight and plasma corticosterone levels, were measured before stress as basal 

condition, during stress period at 7, 14 and 21 days, and after 11 days of recovery without 

stress. 

 

Sucrose preference test 

To assess anhedonia behavior (i.e. incapacity to experience pleasure in response to positive 

stimuli, considered as a symptom of depression) mice were exposed to two bottles containing 

either water or a 4% sucrose solution, both freely available 24/24 h. Water and sucrose 

solution were renewed every day. Bottles position was switched every day in order to balance 

the effect of side preference in drinking behavior. Before starting the stress procedure, mice 

were trained for 10 days to reach the criterion of preference (75%) in order to avoid any 

differences due to the basal preference variability. Liquid consumption was monitored on a 

daily basis by weighing the bottles. Food was freely available. Sucrose preference was 

determined as follows: (sucrose solution consumed/sucrose solution consumed + water 

consumed) × 100. For this test, it has been considered the total amount of liquid intake by 

both mice present in the cage, thus each cage has been treated as a statistic unit. This in order 

to have a daily index of anhedonic response, but avoiding in another hand to keep the mice in 

isolation for long time, producing an uncontrolled effect on depressive-like phenotype by 

isolation stress. 
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Splash test 

The splash test, pharmacologically validated, demonstrates that chronic stress decreases 

grooming behavior (Spruijt et al., 1988; David et al., 2009; Denmark et al., 2010), a form of 

motivational and self-care behavior considered to parallel with some symptoms of depression 

(Kalueff et al., 2007). In this test, each mouse was sprayed with a 10 % sucrose solution on 

their back in their home cage. The sucrose solution dirties the coat and induces grooming. As 

it is an organized behavior, it is possible to describe different levels of fur state depending on 

whether the hairs remain stuck together on the rear, the neck, and/or the middle of the back 

and to assign them a specific score. A manipulator blind to the experimental conditions 

scored the fur state at different time points after the sucrose splash (after 5, 7, 10, 15, 20, 30, 

45, 60 minutes and after 24 hours). Scores went from 3 –i.e. maximum amount of sucrose, 

observed just after splashing- to 0 -no sucrose left, fur as clean as before the sucrose splash.  

 

Social interaction  

Each experimental mouse was individually transferred in a novel cage. After 15 min of 

habituation, an unfamiliar juvenile mouse (7 weeks old) of the same sex and strain, used as a 

social stimulus, was introduced in the cage for 10 minutes. The number of juveniles was 

chosen in agreement with the total number of social encounters in order that each 

experimental mouse never meet the same juvenile. The total amount of social investigation in 

both frequency and duration has been measured. Social investigation was defined as the 

following behavioral patterns: anogenital sniff (sniffing the anogenital area of the partner); 

nose sniff (sniffing the head and the snout region of the partner); body sniff (sniffing any 

other area of the body of the partner); allogrooming (grooming the partner). Behavior was 

video recorded and scored by a blinded investigator using a video-tracking commercial 

system Top Scan (Clever System) and the free event recorder JWatcher software (Blumstein 

& Daniel http://www.jwatcher.ucla.edu/) 

 

Body Weight 

Mice were weighted at the same time (between 10:30 and 11.30 am) for each time point. As 

absolute weight loss significantly correlates with initial weight (data not shown), weight 

variation has been expressed as percentage of initial weight for a better accuracy. 

 

Blood collection for Corticosterone analyses  

Blood was collected from the tail between 8 and 10 am during the light phase. The bleeding 

procedure consisted in a small and superficial cut in the tail. Blood samples were collected 

individually in heparin-coated tubes (Sarstedt, Germany). All samples were kept on ice and 

later centrifuged at 3000 rpm for 15 min at + 4 °C. Blood plasma was transferred to 

Eppendorf tubes for corticosterone determination and stored at -80 °C until further analysis. 

Corticosterone levels were measured by a high-sensitivity ELISA kit (Enzo Life Sciences) 

following the manufacturer’s instructions.  

 

Brain Slice Preparation 

Mice were sedated with a sublethal dose of pentobarbital, perfused transcardially with 4% 

PFA in 0.1 M phosphate buffer (PB), then their brains were collected and immersed in 4% 
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PFA overnight, cryoprotected overnight in 30% sucrose in PB, and sectioned sagittally or 

coronally at 30 or 50 μm with a cryotome (MICROM HM 450, Thermo SCIENTIFIC).  

 

Immunofluorescence for Iba1 

Brain slices (30 μm) were washed one time in PB then incubated in permeabilizing and 

blocking solution (0.25% gelatin and 0.1% triton in PB) for 30 min. Primary antibodies 

(Rabbit anti-Iba1, Wako, Japan, 1:600) were diluted in PGT buffer (0.125% gelatin and 0.1% 

triton in PB). Samples were incubated for 24h at 4°C with gentle agitation. After rinsing three 

times with PGT 0.125% buffer, secondary fluorochrome-conjugated antibodies (goat anti-

rabbit-Alexa488, Jackson Laboratories) were added in PGT buffer for 3.5h at room 

temperature. After rinsing three times with PGT 0.125% buffer and once with PB, sections 

were mounted in Mowiol with bis-benzimide (1:2000, Sigma). Samples were imaged using a 

Leica DM 6000B fluorescent microscope. Microglial density quantification expresses as 

number of Iba1+cells, was performed on 10×images acquired on sagittal slices of Prefrontal 

Cortex (PFC), Dentate Gyrus (DG), Hippocampus (HP) and Basolateral Amygdala (BLA). 

The counting of microglia (as Iba1+ cells) has been done by the spot detector Icy software 

(de Chaumont et al., 2012). Microglia density has been determined by reporting the number 

of microglia Iba1+ in the ROI (region of interest) defined on each single image. 

 

Immunofluorescence for c-fos  

Immunofluorescence processing was performed on floating brain slices (50 μm) after a 60-

min period of incubation in a block solution (0.05% BSA and 0.3% triton in PB). 5-HT 

neuron and c-fos co-labeling was detected by incubation in primary antibody for tryptophan 

hydroxylase 2 (Tph2) and c-fos (Sheep anti-Tph2, from Millipore 1:1000 and Rabbit anti-c-

fos, from Abcam 1:2000) diluted in blocking solution for 48h at 4°C with gentle agitation. 

After rinsing five times with PB-0.3% triton buffer, secondary fluorochrome-conjugated anti-

bodies (donkey anti-goat-Alexa488, Jackson Laboratories; 1:500 and donkey anti-rabbit Cy3, 

Jackson Laboratories, 1:500) were added in blocking solution for 2h at room temperature. 

After rinsing three times with PB-0.3% triton buffer and once with PB, sections were 

mounted in Mowiol with bis-benzimide (1:2000, Sigma). Samples were imaged using a Leica 

DM 6000B fluorescent microscope. c-fos quantification expressed as number of c-fos+ cells, 

was performed on 10×images acquired on coronal slices of Prefrontal Cortex (PFC), 

Hippocampus Dentate Gyrus (DG) and CA1, and Basolateral Amygdala (BLA). The 

counting of c-fos+ cells has been done by the spot detector Icy software (de Chaumont et al., 

2012), determined by reporting the number of c-fos+ in the ROI (region of interest) defined 

on each single image. 

 

Quantification of c-fos in serotonergic neurons in DR 

To assess the proportion of serotonergic/c-fos positive neurons in the subregions of the dorsal 

raphe nuclei, we categorized each slide as the rostral, median or caudal raphe according to 

previous studies (Commons, 2008) and the Mouse Brain Atlas as a reference (Paxinos and 

Franklin, 2001). For each part of the raphe, we identified the dorsal and the ventral part, plus 

the lateral wings for the median raphe. For each mouse brain, every third section was 

analyzed throughout the raphe (from the rostral to the caudal part). Tph2 staining was used 

for control mice (Pet1cre
-/-

; Htr2b
flox/flox

;RCE), whereas GFP was used as a reporter of 5-HT 

neurons for Htr2b
5-HTKO 

mice. Samples were imaged using a Leica DM 6000B fluorescent 
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microscope with 10x objective. Only neurons that were Tph2 (or GFP) and c-fos positive 

cells were counted manually using the double staining on ImageJ. 

 

Antibodies  

Primary 

Species Antigen Conc   Company Cat#  RRID 

rabbit Iba1  0.0013 µg.µL
-1

 FUJIFILM Wako 019-19741 AB_839504 

rat CD68  0.002 µg.µL
-1

  Bio-Rad  MCA1957 AB_322219 

rabbit c-fos  0.001 µg.µL
-1

  Abcam  ab190289 AB_2737414 

sheep Tph2     Millipore AB1541 AB_90754 

Secondary 

Species Antigen Label Conc  Company Cat#  RRID 

donkey Rabbit IgG Cy3 0.002 µg.µL
-1

 Jackson Labs  11-165-152 AB_2307443 

donkey Rabbit IgG AF488 0.002 µg.µL
-1

 Mol Probes  A-21206 AB_2535792 

donkey Rat IgG  Cy3 0.002 µg.µL
-1

 Millipore  AP189C AB_92645 

donkey GoatIgG AF488 0.003 µg.µL
-1

 Jackson Labs 705-545-147 AB_2336933 

 

Viral constructs and stereotaxic injection 

Mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of ketamine (150 mg/kg) and 

xylazine (10 mg/kg) (Sigma-Aldrich Co., MO, USA), and thermoregulation was provided 

through a thermostat‐regulated heating pad and monitored through a rectal thermometer. To 

express HA-tagged 5-HT2B receptor specifically in 5-HT neurons, we use a double floxed 

inverse orientation (DIO) adeno-associated virus (AAV) construct that allows Cre-mediated 

expression of the transgene (pAAV-EF1A-DIO-WPRE-pA vector; Addgene). The viruses 

packaged into AAV2.9 serotype with titers of 10
12

–10
13

 viral particles/ml were obtained 

(UNC Vector Core, Chapel Hill, NC, USA). AAV2.9 DIO-TdTomato was used as a control. 

AAVs were injected in the B7 raphe nuclei of Pet1-GFP mice following described procedure 

(Muzerelle et al., 2016; Belmer et al., 2018). After surgery, mice were monitored in an 

incubator at a controlled temperature and were treated with antibiotic for prevention of post‐

operative infection. To assess the right site injection of the tagged HA-5-HT2B-R 

construction, we performed immunostaining as previously described (Benhadda et al., 2021) 

using a primary antibody against HA (Millipore). 

 

GR and CRH expression in Raphe, PFC, Hippocampus, PVN, pituitary and adrenal 

glands 

WT and Htr2b
-/- 

mice in basal condition (2-month-old, age- matched) were killed by 

decapitation and their brains were immediately dissected out from the skull and frozen on dry 

ice. Microdiscs of tissue were punched out from frozen slices (500 m thick) using a stainless-

steel cylinder (1.4 mm diameter). Total RNA was isolated from punches using the RNeasy 

mini kit (Qiagen) and 500 ng of RNA from each punch were converted to cDNA. The first-

strand cDNA was synthesized by reverse transcription of 2 μg of total RNA with Superscript-
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II reverse transcriptase (Invitrogen, Illkirch, France). Reverse transcriptase was omitted in 

samples as negative controls. Primers were designed with PrimerBlast (NCBI; listed below). 

Relative expression levels of mRNAs were determined by real time RT-PCR using Absolute 

SYBR Green Mix (Thermoscientific) on a QuantStudio apparatus (Applied Biosystems). 

Efficiency of amplification for each primer pair was checked on a standard curve. Gene 

expression levels were normalized using the 2
–ΔCt

 method for Nr3c1, the gene that encodes 

GR, with reference gene Hprt, and Crh and Pomc with reference gene Cyp. 

Nr3c1 5'-TGGAAGGACAGCACAATTACCTTTG-3';5'-AGACTCCTGCAGTGGCTTGC-

3' 

Crh 5'-GGAGGCATCCTGAGAGAAGTC-3';5'-CATGTTAGGGGCGCTCTCTTC-3' 

Pomc 5'-CCTCGTTTCTCTGCGCATCT-3';5'-TTCCACGTGTCAGGCCTAGT-3' 

Hprt 5'-TGCTCGAGATGTCATGAAGG-3';5'-TATGTCCCCCGTTGACTGAT-3' 

Cyp 5'-CCATCGTGTCATCAAGGACTT-3';5'-TTGCCATCCAGCCAGGAGGTC-3'  
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RESULTS 2822w 

Mice completely lacking Htr2b gene develop earlier depressive-like phenotype induced 

by chronic social defeat stress. 

To investigate the contribution of the Htr2b gene in the development of depressive-like 

phenotype induced by chronic social defeat stress, we used a validated behavioral battery of 

tests, investigating first the core symptom of depression in humans, anhedonia and self-care 

behavior, assessed through sucrose preference and splash test, respectively. Then, we 

considered some secondary symptoms of depression affecting social skills and body weight. 

The exposure to social defeat stress differentially affected sucrose preference in the two 

genotypes during the 21 days of stress. In particular, Htr2b
-/-

 mice showed a significant 

decrease in sucrose preference as early as the 1st day of stress exposure, (p=0.0258 vs. d0 

Htr2b
-/-

 mice, n=5 cages-10 mice, and p=0.0482 vs. Htr2b
+/+

 d2 mice n=6 cages-12 mice, 

two-way RM-ANOVA; Fig. 1B). Htr2b
+/+

 mice required 10 days of stress before developing 

significant anhedonia (p=0.0036 at d10 compared to d0) (Fig. 1C) and thus Htr2b
-/-

 mice are 

more vulnerable to stress. It is important to notice that the two experimental groups showed 

no difference in sucrose preference during habituation and at baseline before stress, reaching 

both the criterion of preference up to 75% (Fig. S1A-B). 

 We investigated grooming behavior after sucrose splash, a test used in animal models 

of depression and anxiety as an index of self-care behavior (Surget et al., 2008; David et al., 

2009). We performed this test 7, 14, and 21 days after initiation of social defeat stress, 

scoring fur coat state visually on a scale from 3 - maximum amount of sucrose remaining- to 

0 - no sucrose left. This analysis revealed a significant reduction of grooming efficacy in 

Htr2b
-/-

 stressed mice at d7 and d14 compared to either stressed Htr2b
+/+

 mice or non-

stressed control group of the same genotype (p=0.0028 at d7 20 min, and p=0.0379 at d7 30 

min Htr2b
-/-

 vs. Htr2b
-/-

 mice, n=10-12 mice, two-way RM-ANOVA; Fig. 1D-E). A 

significant effect of stress in reducing grooming behavior was observed in both genotype 

compared to respective non-stressed control groups only at day 21 (p<0.0001 for Htr2b
µgliaKO

 

and Htr2b
flox/flox

 mice 20 minutes after sucrose splash compared to non-stress control mice 

Fig. 1F). 

 The depressive pathology also unveils poor social skills, mainly as a consequence of a 

state of social withdrawal induced by a general anhedonic personality. Thus, we investigated 

the time spent by experimental mice in social interaction with a juvenile conspecific of the 

same sex in a neutral cage. As expected, the stress procedure reduced the time of social 

interaction in both genotypes. However, Htr2b
-/-

 mice showed a significant reduction in social 

interaction after 14 days of stress, whereas this effect was visible in Htr2b
+/+

 mice only after 

the last week of stress at 21 days (p=0.0017 and p<0.0001, n=10-12 mice, respectively Fig. 

1H). Furthermore, it is important to notice that Htr2b
-/-

 mice showed a strong reduction in 

social interaction overall, considering the basal condition (d0) before stress (p<0.0001 at d0, 

n=8, Fig. 1H-I). 

 One of the widely reported effects of chronic stress is body weight loss, observed as 

well in some forms of depressive disorders. We thus measured the weight variation of 

Htr2b
+/+

 and Htr2b
-/-

 mice before and after 7, 14 and 21 days of stress. We observed a 

significantly longer weight loss in Htr2b
-/-

 than in Htr2b
+/+

 mice during the stress procedure. 

In particular, while, in Htr2b
+/+ 

mice, the weight loss was significant only at 7 days of stress 

(p<0.0001, n=10 mice) that normalized at d21, in Htr2b
-/- 

mice, it persisted for the entire 

stress period (p<0.0001, n=12 mice Fig. 1J-K). 
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 To ensure that all mice were exposed to similar amount of stress, we also recorded the 

number of attacks received for each experimental mouse, balancing the intruders according to 

their rate of aggressiveness. No difference could be detected in the number of attacks during 

the 21 days of stress period between genotype in each single day (Fig. S1C). 

 To understand if this earlier and stronger vulnerability to chronic social defeat stress 

in Htr2b
-/-

 mice was associated with a different capacity to recover from stress, we assessed 

the same phenotypes during a recovery period of 11 days without stress. Regarding sucrose 

preference, we observed that Htr2b
+/+

 mice returned to the criterion sucrose preference in 11 

washout days without stress. By contrast, Htr2b
-/-

 mice only partially recovered at that time, 

constantly remaining below the criterion of sucrose preference and significantly different 

from Htr2b
+/+

 mice (p<0.0001 from R6 to R11, n=6 mice, Fig. 1C). Accordingly, Htr2b
-/-

 

mice presented higher coat state index in the splash test on day recovery 11 (R11), compared 

to both Htr2b
+/+

 mice and control non-stress groups (p<0.0001 at 20 min after splash, Fig. 

1G). A similar effect was observed for social behavior, comparing the time of social 

investigation before stress (d0), on day 21 of stress (d21) and on day recovery 11 (R11) in the 

two genotypes (Fig. 1I). Once the stress procedure was stopped, mice from both genotypes 

were able to recover from the body weight loss. However, the gain of body weight was 

slower in Htr2b
-/-

 mice compared to Htr2b
+/+

 mice and control non-stress groups (p=0.027 

and p=0.0102, n=6, Fig. 1K). 

 Clinical evidence indicates that, in depressed patients, emotional arousal and 

vulnerability to stress are associated with a hyperactive hypothalamic–pituitary–adrenal 

(HPA) axis (de Kloet et al., 2008). We thus measured plasma corticosterone levels before and 

after 7, 14 and 21 days of stress as well as on recovery d11. The increase in corticosterone 

due to the stress was statistically significant in Htr2b
-/-

 mice starting from d7. By contrast, 

along stress procedure, two weeks were needed to induce a significant corticosterone increase 

in Htr2b
+/+

 mice. Although the effect of stress was visible in both genotype with an increase 

for each time point, corticosterone levels in Htr2b
-/-

 mice was overall higher compared 

Htr2b
+/+

 mice (p<0.0001 at d14 and d21 vs. Htr2b
+/+

 mice, n=6 mice; Fig. 1K). Furthermore, 

during the eleven days of recovery without stress, the corticosterone levels remained 

increased in Htr2b
-/-

 mice, while in Htr2b
+/+

 mice, corticosterone levels went back to basal 

condition (p<0.0001 at R11 vs. Htr2b
+/+

 mice, n=6 mice; Fig. 1L). To better understand the 

HPA axis activity in both genotypes, we considered corticosterone values before stress in an 

independent analysis. We found significantly higher corticosterone basal levels in Htr2b
-/-

 

mice compared Htr2b
+/+

, suggesting a hyperactivity of HPA axis in Htr2b
-/-

 mice already in 

physiological basal condition (Welsch's t-test, p=0.0004, n=14, Fig. 1M). 

 

The basal expression of GR, POMC, and CRH is modulated in Htr2b
-/-

 mice.  

Glucocorticoid levels are known to alter DRN expression of tryptophan hydroxylase 2 

mRNA (tph2) levels as well as many other effectors in various brain regions. We therefore 

investigated putative consequences of the permanent elevated levels of corticosterone in 

Htr2b
-/-

 mice. For this purpose, we used punches from brain slices of WT and Htr2b
-/- 

mice in 

basal condition to isolate RNA from various brain areas involved in stress response. Relative 

expression levels of mRNAs were determined by real time RT-PCR for genes that encode 

GR, Nr3c1, Crh and Pomc. This experiment revealed that Nr3c1 gene was down-regulated in 

PFC (p=0.0199; n=8), Hippocampus (trend, p=0.073), raphe (p=0.404), and paraventricular 

nucleus of the hypothalamus (PVN) (p=0.0315) and upregulated in pituitary gland (PG) 
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(p=0.0456) whereas Pomc, the precursor encoding ACTH, was downregulated in pituitary 

gland (p=0.0367) and Crh was unchanged in PVN (Fig. 2A-I). 

 The role of neuroinflammation and particularly of microglia activation in depressive-

like phenotypes induced by stress, has been increasingly recognized (Calcia et al., 2016; Tian 

et al., 2017). According to literature, an increase in microglia density, can be detected after 

twenty-one days of stress in different brain regions involved in depression. Although we 

reproduce this increase in microglia density in these brain regions, we did not find significant 

differences between genotype (Fig. S2A-D), suggesting that the microgliosis observed was a 

direct effect of the stress exposure, rather than a factor triggering depressive-like phenotype 

mediated by 5-HT signaling defects.  

 These experiments support a dysregulation of several aspects of the stress axis in the 

complete absence of 5-HT2B receptors. 

 

Depressive-like phenotype displayed by Htr2b
-/-

 mice is independent from the action of 

5-HT2B receptors in microglia 

In order to investigate putative role of 5-HT in microglia activation associated to depressive 

phenotype induced by chronic social defeat stress, we generated a conditional knock out 

mouse, in which 5-HT2B receptors were invalidated only in microglia (Htr2b
µgliaKO

) (Béchade 

et al., 2021), that we tested on the same social stress protocol. Interestingly, we found that 

Htr2b
µgliaKO

 mice responded to social defeat stress with the same time course as control 

Htr2b
flox/flox

 mice, developing a depressive-like phenotype between the second and third week 

of stress. In the sucrose preference test, no genotype differences were detected during the ten 

days of sucrose habituation (Fig. S3A-B). As well, during the stress period, a decrease in 

sucrose preference below the criterion of preference started at d8 of stress for both genotypes 

(Fig. 3A), with a similar recovery curve over the 11 days without stress (Fig. 3B).  

 The effect of stress on self-care behavior in splash test, did not reveal any difference 

between genotypes at d7 and d14, with statistical difference for both genotype appearing only 

at d21 vs. non-stressed control mice (p<0.0001 for Htr2b
µgliaKO

 and Htr2b
flox/flox

 mice from 7 

to 20 minutes after sucrose splash compared to non-stress control mice Fig. 3C-F). 

 With regard to social interaction, it is interesting to note that, like full Htr2b knock-

out mice, Htr2b
µgliaKO

 mice showed a decrease in the time spent socially investigating 

conspecific juveniles overall, compared to Htr2b
flox/flox

 control mice (p<0.0001 at d0, n=8, 

Fig. 3G-H). However, stress reduced social interaction duration after 14 and 21 days in 

Htr2b
flox/flox

 (p=0.0003, n=8) or Htr2b
µgliaKO

 (p=0.0047, n=8) mice, respectively (Fig. 3G). 

During the recovery period without stress the two-genotype showed the same time-course, 

although the decrease of social interaction in Htr2b
µgliaKO

mice was still detected, compared to 

Htr2b
flox/flox

 (p<0.0001 at d0, Fig. 3H). 

 In agreement with sucrose preference, an effect of stress was found in body weight 

loss, affecting similarly Htr2b
µgliaKO

 and Htr2b
flox/flox

 mice (Fig. 3I). When the stress was 

stopped the recovery curve of body weight was identical for the two genotypes (Fig. 3J). 

 We also measured the total number of attacks received by intruder for each mouse 

during each single day, finding no differences between Htr2b
µgliaKO

 and Htr2b
flox/flox

 mice 

(Fig. S3C). This behavioral phenotype was associated with a similar profile regarding plasma 

corticosterone. Both genotypes showed increased levels of corticosterone under stress 

condition (Fig. 2K), rescued during eleven days without stress (Fig. 3L). No difference 

between Htr2b
µgliaKO

 and Htr2b
flox/flox

 mice was detected in basal corticosterone (Fig. 3M). 
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The restricted lack of Htr2b selectively to serotonergic neurons leads to increased 

susceptibility to behavioral depressive-like vulnerability. 

Serotonin neurons have long been recognized as key contributors in mood regulation being 

the target of SSRI antidepressants. Furthermore, we have recently demonstrated that Htr2b 

gene is expressed in serotonergic neurons and 5-HT2B receptors act as positive autoreceptors 

(Belmer et al., 2018). To better understand the contribution of this receptor to serotonergic 

system in stress regulation, we generated a mouse strain in which Htr2b gene was inactivated 

selectively in Pet1-positive serotonergic neurons (Htr2b
5-HTKO

) (Belmer et al., 2018). We 

found that removing 5-HT2B receptors only from serotonergic neurons, although all mice 

developed a clear sucrose preference during habituation (Fig. S4A-B), Htr2b
5-HTKO

 mice 

showed a significant decrease in sucrose preference after the 2nd day of stress exposure, 

(p=0.0007 vs. d0 Htr2b
5-HTKO

 mice, n=4 cages-8 mice, and p=0.0032 vs. Htr2b
flox/flox

 d3 mice, 

two-way RM-ANOVA; Fig. 4A). Furthermore, sucrose preference remained significantly 

lower in Htr2b
5-HTKO

 mice compared to Htr2b
flox/flox

 control during the eleven recovery days 

without stress (p<0.0001 vs. Htr2b
flox/flox

 mice, from R5 to R11, n=8, two-way RM-ANOVA; 

Fig. 4A). Again, no difference could be detected in the number of attacks during the 21 days 

of stress period between genotypes in each single day (Fig. S4C). 

 Splash test revealed a significant reduction of grooming efficacy in Htr2b
5-HTKO

 mice 

stressed mice at d7 and d14 compared to either stressed Htr2b
flox/flox

 mice or non-stressed 

control group of the same genotype (p<0.0001 at d7 20 min, and p=0.0013 at d14 30 min in 

Htr2b
5-HTKO

 mice compared to Htr2b
flox/flox

 mice, n=8 mice, two-way RM-ANOVA Fig. 4C-

D). The effect of stress was similar for both genotypes only on d21 (Fig. 4E). Accordingly, 

Htr2b
5-HTKO

 still maintained self-care impairment at recovery d11 (R11) (p<0.0001 at 10 to 

20 min after sucrose splash, n=8, Fig. 4F). 

 Regarding to social behavior, we again found a general impairment in social 

investigation in Htr2b
5-HTKO

 mice, further affected by stress, mice showed a significant 

reduction in social interaction after 14 days of stress, whereas this effect was visible in 

Htr2b
flox/flox

 mice only after the last week of stress at 21 days (p= 0.0016 d0 vs. d14 in Htr2b
5-

HTKO
 mice, and p= 0.0017 d0 vs. d21 in Htr2b

flox/flox
 mice n=8 mice, two-way RM-ANOVA 

Fig. 4G). These deficits were still visible in Htr2b
flox/flox

 mice after eleven days of recovery 

without stress (Fig. 4H).  

 A stronger decrease in body weight during social defeat stress in Htr2b
5-HTKO

 mice, 

compared to Htr2b
flox/flox

 control, was found as well as the slower recovery once stress was 

stopped: while, in Htr2b
flox/flox

 mice, the weight loss was significant only at 7 days of stress 

that normalized at d21, in Htr2b
5-HTKO

 mice, it persisted for the entire stress period (p=0.0365 

at d14 and p<0.0001 at p21 vs. Htr2b
flox/flox

 mice Fig. 4I-J).  

 Stress procedure affected plasma corticosterone in both genotype; however, the 

increase in corticosterone was higher in Htr2b
5-HTKO

 compared to Htr2b
flox/flox

 mice for all the 

stress period (p<0.0001 n=6-8, Fig. 4L). Furthermore, Htr2b
5-HTKO

 mice did not recover 

completely after eleven days without stress as control mice (Fig. 4L) and showed 

significantly higher corticosterone levels also in basal condition before stress (Welsch's t-test, 

p=0.0087, n=6-8,Fig. 4M). 

 Therefore, removing 5-HT2B receptors only from serotonergic neurons, was enough to 

produce a phenotype of higher vulnerability to social defeat stress observed in Htr2b
-/-

 mice.  
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c-fos activation after stress 

Variations in c-fos expression is a reliable marker of neuronal activation. First to determine if 

Htr2b genotype modifies stress-induced c-fos expression within specific brain regions known 

to be responsive to social defeat experience, we examined stress-induced c-fos 

overexpression. The c-fos immunoreactivity was quantified as the number of c-fos positive 

cells observed on coronal slices from various brain regions 90 minutes after a single exposure 

(acute) to social defeat stress. The number of c-fos+ cells was found significantly elevated 

after stress without significant difference between Htr2b
flox/flox

 control mice and Htr2b
5-HTKO

 

mice in para-ventricular nucleus of the thalamus (PVT) and hypothalamus (PVN), 

Hippocampus CA1 region, Basolateral Amygdala (BLA), or Prefrontal Cortex (PFC) using 

the spot detector Icy software (de Chaumont et al., 2012); only the dentate gyrus was not 

significantly overexpressing c-fos after stress (Fig. 5A-E) 

 To determine in detail if Htr2b genotype can alter c-fos expression within raphe 

nuclei known to be responsive to stress experience, we examined social stress-induced c-fos 

expression. The c-fos quantification, expressed as the number of c-fos+ cells, was performed 

on coronal slices of raphe nuclei. The counting of c-fos+ cells was determined by reporting 

the number of c-fos+ and Tph2+/GFP neurons in the ROI (region of interest) defined on each 

single image. Interestingly, the lack of 5-HT2B receptor expression in the Pet1+ neurons was 

sufficient to change the pattern of activation of c-fos with raphe nuclei (Fig. 5G-P). At basal 

levels (without stress), there was a smaller number of c-fos+/5-HT neurons, reflecting a 

reduced basal activity of the 5-HT system for each region analyzed; we found a general trend 

of lower c-fos+/5-HT neurons from the rostral to the caudal raphe in Htr2b
5-HTKO

 mice brain 

compared to the control group. This may reflect an hypoactivity of the 5-HT neurons in 

conditional knock-out mice. After one session of social defeat stress, the amount of c-fos+/5-

HT neurons was sgificantly increased especially in the medio-dorsal, lateral wings, and 

dorso-caudal parts of the raphe of the control group. In Htr2b
5-HTKO

 mice, the level of c-

fos+/5-HT neurons was not significantly increased after stress, reaching the activation level 

of the control group at basal conditions (except in the rostro-dorsal part) (Fig. 5G-P).  

 

Selective re-activation of 5-HT2B in Raphe nucleus in Htr2b
5-HTKO 

partially rescues 

corticosterone levels in basal condition 

In order to firmly establish if the role of 5-HT2B receptors in raphe nuclei was sufficient to 

modulate HPA activity, we selectively re-expressed 5-HT2B receptors into the Raphe nucleus 

using local raphe-expression in 3 weeks stressed Htr2b
5-HTKO

 mice with an adeno-associated 

viral (AAV) vector. This virus allowed Cre-mediated selective expression in 5-HT neurons 

(Pet1-positive) of either Htr2b or TdTomato as control, by bilateral stereotactic surgery 

during recovery phase following a full social defeat stress episode. Three weeks later, we 

obtained an effective expression of the viral vector. We found that corticosterone levels were 

better recovered in Htr2b
5-HTKO AAVHtr2b

 compared to Htr2b
5-HTKO AAVTdTomato 

supporting that the 

expression of 5-HT2B receptors in Pet1+ neurons is sufficient to revert the effect of chronic 

stress on corticosterone regulation. (Fig. 6A-B). 
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DISCUSSION 1069w 

In the present work, we demonstrate that expression of 5-HT2B receptors in 5-HT neurons is 

required to slow down the appearance of depressive-like phenotype triggered by chronic 

social defeat stress. In particular, we found that mice with an inactivation of Htr2b gene in 

either the whole organism or selectively in serotonergic neurons, are affected by chronic 

social defeat stress earlier than control mice. Depressive-like phenotype was revealed by 

increased anhedonia and impairment of self-care behavior since the early beginning the first 

week of stress exposure in these mutant mice. In addition, these mice exhibit deficits in body 

weight and social behavior in response to social defeat stress earlier than control mice. These 

phenotypes are associated with higher plasma levels of corticosterone during stress. As well, 

corticosterone is elevated in basal condition, reflecting alterations in the HPA axis in these 

mice. It is interesting to note that the recovery time was slower in either Htr2b
-/-

 or Htr2b
5-

HTKO
 mice, compared to their control groups, during eleven days post stress. These behavioral 

and physiological phenotypes of higher vulnerability to social defeat stress, were not 

observed when Htr2b gene inactivation was performed selectively in microglia, suggesting 

that the underlying mechanism is independent of putative effect of 5-HT on microglia 

(Kolodziejczak et al., 2015; Béchade et al., 2021), but is only mediated by the action of 5-

HT2B receptors in serotonergic neurons (Belmer et al., 2018). 

 Previous data from our group (Diaz et al., 2016) showed the development of a 

depressive-like phenotype in Htr2b
-/-

 mice after four weeks of social isolation stress that was 

resistant to treatment by SSRIs. Here, we have further found a faster kinetic for the 

development of depressive-like phenotypes induced by stress. The social deficit already 

existing in basal condition in these mice only partially explains the faster response of Htr2b
-/-

 

mice to social defeat stress compared Htr2b
+/+ 

control group, since, Htr2b
µgliaKO

, that exhibit 

similar social impairment, develop similar depressive-like behavior with the same time 

course as control mice. Tph2
-/-

 mice, similarly display stronger response to stress (Brivio et 

al., 2018). These findings support the role of 5-HT transmission to protect from depressive-

like phenotype induced by stress. It remained debatable whether variations in the endogenous 

5-HT system affect mood and emotional function. On this issue, we recently showed that the 

absence of 5-HT2B receptors in serotonergic neurons is associated with a higher 5-HT1A-

autoreceptor reactivity and thus a lower firing activity of these neurons. In agreement, mice 

with overexpression of 5-HT1A autoreceptor show decreased neuronal activity and increased 

depressive-like behavior that is resistant to SSRI treatment (Richardson-Jones et al., 2010; 

Vahid-Ansari et al., 2017). Furthermore, social stress affects the 5-HT system as well. For 

example, the firing rate of DRN is increased in tree shrews during encounters, producing 

aggressive behaviors aimed to manage social hierarchy and achieve the dominant role 

(Walletschek and Raab, 1982). Social defeat has been also shown to increase c-fos mRNA 

levels in DRN (Kollack-Walker et al., 1999) as well as c-fos immunoreactivity in 

serotonergic neurons within selective subregions of the DRN (Paul et al., 2011), suggesting 

that the 5-HT cells activity in the DRN modulates cooping strategy against social stress. On 

this issue, we have found that stress-induced c-fos overexpression is strongly affected by the 

lack of 5-HT2B receptors in 5-HT neurons in DRN. This is reminiscent of earlier findings 

showing that swim stress the presence of 5-HT1A receptor antagonist increases c-fos 

expression in raphe 5-HT neurons, especially in rostral raphe and lateral wings (Commons, 

2008). Together with our findings, these data support that the lack of 5-HT2B receptors 
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disrupts both 5-HT neuron activation and HPA-dependent feedback activation across the 

caudal to rostral raphe.  

 DRN have been shown to express GR, which, upon deletion, increases HPA activity 

induced by social defeat stress (Vincent and Jacobson, 2014). The HPA axis and the 

serotonergic neurotransmission system act on a reciprocal regulatory mechanism (Guiard et 

al., 2008). On one side, 5-HT signaling modulates HPA axis in the hippocampus, which 

provides upstream neuronal feedback on the activity of the HPA axis, and where the 

expression of the GR is altered by 5-HT signaling (Lai et al., 2003), as we found here in 

Htr2b
-/-

 mice. Serotonergic neurons also innervate the paraventricular nucleus (PVN) of the 

hypothalamus affecting the release of the corticotropin-releasing hormone (CRH), which in 

turns stimulates the release of adrenocorticotropic hormone (ACTH) from the pituitary gland. 

We found here in Htr2b KO mice that Crh mRNA expression is not affected in PVN. On the 

other side, CRH signaling as well as the activity of GR influence 5-HT synthesis, release and 

uptake (Fairchild et al., 2003). Here, we found that the lack of 5-HT2B receptors 

downregulates GR mRNA expression in most of the analyzed brain regions except in the 

pituitary gland. In turn, the pituitary gland shows reduced Pomc expression. It is therefore 

tempting to conclude that 5-HT2B receptors selectively expressed in 5-HT neurons are able to 

modulated stress axis via a control of raphe neurons activity. 

 The ultimate goal of understanding the pathophysiology of depressive disorders is to 

develop therapeutic interventions, which would rescue the behavioral phenotype by 

improving or restoring physiological brain activity. On this issue, we have found here, for the 

first time, that reintroducing Htr2b gene through a selective genetic intervention obtained by 

a stereotaxic-driven inoculation of AAV in the raphe nucleus of Htr2b
5-HTKO

 mice, rescued 

corticosterone levels after stress. Numerous and robust evidence suggest that the HPA axis 

system is implicated in MDD and other stress-related conditions. However, up to date, there 

is no specific drug targeting HPA axis components that is approved.  

 

Conclusions and perspectives 

The diagnostic criteria in MDD are currently based on behavioral symptoms rather than on 

molecular or neuroanatomical indicators. Thus, the development of mouse models 

recapitulating behavioral features of such disease is crucial to study the molecular bases 

underlying MDD etiology. However, since MDD is a heterogeneous disorder, resulting from 

a combination of genetic and environmental factors (Klengel and Binder, 2015), we should 

be careful when translating behavioral data from animal models to humans. Murine models 

can mimic only certain aspects of the complex MDD symptomatology, but may provide new 

hypotheses regarding the underlying cause of specific symptoms. Our results may be a first 

indication along this way, although future and more detailed investigations are required. 

Novel insights into disease mechanism could be a means for the design of targeted 

therapeutic treatments that, so far, are mainly based on drugs that mildly relieve depressive 

symptoms. 
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Figure 1. Mice totally lacking Htr2b develop depressive-like phenotype induced by 

chronic social defeat stress. (A) Timeline of the stress experiments. (B) Sucrose preference 

during 21 days of social defeat stress. Htr2b
-/-

 mice showed an earlier reduction in sucrose 

preference compared to Htr2b
+/+

 mice (two-way RM-ANOVA, F21,189 = 4.717, P<0.0001; n= 

6 cages (12 mice) for Htr2b
+/+

 and n= 5 cages (10 mice) for Htr2b
-/-

. (C) Sucrose preference 

during 11 days of recovery without social defeat stress. Htr2b
-/-

 mice did not recovered 

compared to Htr2b
+/+

 mice (F11,44 = 4.884, P<0.0001); n= 3 cages (6 mice) for each group. 

(D-E-F-G) Coat state score after 7, 14, 21 days of stress and after 11 days of recovery. Htr2b
-

/-
 mice showed an impairment in self-care behavior compared to Htr2b

+/+
 mice on d7, d14 

and R11 (two-way RM-ANOVA F24,336 = 2.220, P=0.0010; F24,336 = 1.588, P=0.0413; F24,336 = 

4.564, P<0.0001; F24,160 = 5.111, P<0.0001, at d7, d14, d21, and R11respectively C, D, E, F; 

n= 12-10 mice for C-D-E and n=6 mice
 
for each group in F. (H) Social investigation during 

21 days of social defeat stress. Htr2b
-/-

 mice showed a general impairment in time spent in 

social interaction with a juvenile conspecific and were affected by social defeat stress after 

two weeks, compared to Htr2b
+/+

 mice, which were affected only at three weeks (F3,80 = 

3.183, P=0.0283); n= 12-10 mice. (I) Social investigation during 11 days of recovery without 

social defeat stress. Htr2b
-/-

 mice did not increase time of social investigation after recovery, 

compared to Htr2b
+/+

 mice (F2,52 = 3.359, P=0.0425); n= 6 mice. (J) Body weight loss during 

21 days of social defeat stress. Htr2b
-/-

 mice showed a stronger reduction in body weight, 

compared to Htr2b
+/+

 mice (F9,120 = 13.02, P<0.0001); n= 12-10 mice. (K) Body weight gain 

during 11 days of recovery without social defeat stress. Htr2b
-/-

 mice showed less body 

weight gain after 11 recovery days, compared to Htr2b
+/+

 mice (F12,80 = 2.913, P=0.0022); n= 

6 mice. (L) Time course of plasma levels of corticosterone during 21 days of social defeat 

stress. Htr2b
-/-

 mice showed higher increase in corticosterone, compared to Htr2b
+/+

 mice 

(F3,42 = 16.73, P<0.0001); n= 8 mice. (M) Plasma levels of corticosterone during 11 days of 

recovery without social defeat stress. Htr2b
-/-

 mice showed slower reduction in corticosterone 

levels after recovery, compared to Htr2b
+/+

 mice (F2,20 = 23.86, P<0.0001); n= 6 mice. (N) 

Plasma levels of corticosterone at d0 before stress. Htr2b
-/-

 mice showed higher 

corticosterone levels also in basal condition, compared to Htr2b
+/+

 mice (t-test13 =5), 

P=0.0004; n= 14 mice. Data information: Two-way ANOVA for repeated measures followed 

by Bonferroni’s post hoc test and unpaired Welch’s t-test. Data are means ± SEM. *, **, ***, 

**** p < 0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively stressed Htr2b
-/-

 vs. stressed Htr2b
+/+

; $, 

$$, $$$, and $$$$ p <0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively stressed Htr2b
-/-

 vs. Htr2b
-/-

 

control; #, ##, ###, and #### p <0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively, stressed Htr2b
+/+

 

vs. Htr2b
+/+

control. 
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Figure 2. Total ablation of 5-HT2B receptors modify stress axis. 

Punches from brain slices of Htr2b
+/+ 

and Htr2b
-/- 

mice in basal condition were used to 

isolate RNA from various brain areas involved in stress response. Relative expression levels 

of mRNAs were determined by real time RT-PCR for genes that encode GR, Nr3c1, and Crh 

and Pomc. (A-H) This experiment revealed that Nr3c1 gene was down regulated in PFC 

(p=0.0199), Hippocampus (p=0.0734), raphe nucleus (p=0.0404), and paraventricular nucleus 

of the hypothalamus (p=0.0315) and upregulated in pituitary gland (p=0.0456), unchanged in 

the adrenal gland (p=0.0971) whereas Pomc, the precursor encoding ACTH was 

downregulated in pituitary gland (p=0.0367) and Crh was unchanged in PVN (p=0.791). (I) 

Summary of the relationships of the HPA axis. Data were analyzed by unpaired t-test; n=8.  
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Figure 3. Chronic social stress-induced depressive-like phenotype is independent from 

the expression of 5-HT2B receptors in microglia. (A-B) Sucrose preference during 21 days 

of social defeat stress (A) and during 11 days of recovery without stress (B). Htr2b
µgliaKO

 and 

Htr2b
flox/flox

 mice were affected to social defeat stress following the same time-course without 

significant effect of genotype (principal effect of stress F21,126 = 68.05 in A and F11,66 = 49.53, 

in B, P<0.0001; p < 0.05 Htr2b
µgliaKO

 and Htr2b
flox/flox

 mice in each single time point vs. their 

own d0 in B; n= 4 cages -8 mice) for each group. (C-D-E-F) Coat state score after 7, 14, 21 

days of stress and after 11 days of recovery. Social defeat stress affected both genotype only 
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on d21 (principal effect of stress at D7, F8,216 = 547.9, P<0.0001, and at D14 F8,224 = 454.3, 

P<0.0001; at D21 F24,224 = 8.970, P<0.0001; at R11 F24,224 = 1.858, P=0.0110; n= 8 mice for 

each group. (G) Social investigation during 21 days of social defeat stress. Htr2b
µgliaKO

 mice 

showed a general impairment in time spent to socially interact with a juvenile conspecific 

compared to Htr2b
flox/flox

 mice. Stress affected social behavior after two weeks in Htr2b
flox/flox

 

mice and after three weeks in Htr2b
µgliaKO

 mice (F3,42 = 8.244, P=0.0002); n= 8 mice. (H) 

Social investigation during 11 days of recovery without social defeat stress. Although basal 

social impairment was observed in Htr2b
µgliaKO

 mice compared to Htr2b
flox/flox

 mice, both 

showed the same rate recovery after social defeat stress (F2,28 =19.68, P<0.0001); n= 8 mice. 

(I-J) % of body weight loss/gain during 21 days of social defeat stress and during 11 days of 

recovery without social. Body weight of Htr2b
µgliaKO

 and Htr2b
flox/flox

 mice was affected in the 

same way by social defeat stress and recovery (Principal effect of Stress: F3,43 = 102.2, 

P<0.0001 and F4,56 = 137.9, P<0.0001 respectively in I and J); n= 8 mice for each group. (K-

L-M) Plasma levels of corticosterone during 21 days of social defeat stress, during 11 days of 

recovery without stress and in basal condition before stress. Htr2b
µgliaKO

 and Htr2b
flox/flox

 mice 

responded in the same way to social stress and recovery in term of increased plasma 

corticosterone (K and L), no differences were found in basal condition (M) (Principal effect 

of Stress: F3,30 = 542.9, P<0.0001 and F2,20 = 688.9, P<0.0001; t-test10 =0.7 P=0.4969, 

respectively in K, L and M); n= 6 for each group. Data information: Two-way ANOVA for 

repeated measures followed by Bonferroni’s post hoc test and unpaired Student’s t-test. Data 

are means ± SEM. *, **, ***, **** p < 0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively stressed 

Htr2b
µgliaKO

 vs. Htr2b
flox/flox

 mice; $, $$, $$$, and $$$$ p <0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 

respectively stressed Htr2b
µgliaKO

 mice vs. Htr2b
µgliaKO

 control mice; #, ##, ###, and #### p 

<0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively, stressed Htr2b
flox/flox

 vs. Htr2b
flox/flox

 control mice. 

  



 

 
 

207 

 ANNEXE 

Figure 4. Lack of Htr2b selectively in Pet1+ serotonergic neurons leads to behavioral 

defects with higher depressive-like vulnerability. (A) Sucrose preference during 21 days of 

social defeat stress. Htr2b
5-HTKO

 mice showed earlier a reduction in sucrose preference 

compared to Htr2b
flox/flox

 control mice (two-way RM-ANOVA, F21,126 = 6.279, P<0.0001); n= 

4 cages (8 mice) for each group. (B) Sucrose preference during 11 days of recovery without 

social defeat stress. Htr2b
5-HTKO

 mice did not recover as fast as Htr2b
flox/flox

 mice (F11,66 = 

9.168, P<0.0001); n= 4 cages (8 mice) for each group. (C-D-E-F) Coat state score after 7, 14, 

21 days of stress and after 11 days of recovery. Htr2b
5-HTKO

 mice showed an impairment in 

self-care behavior compared to Htr2b
flox/flox

 mice on d7, d14 and R11. (F24,224 = 4.529, 
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P<0.0001; F24,224 = 4.028, P<0.0001; F24,224 = 7.601, P<0.0001; F24,224 = 5.965, P<0.0001, 

respectively C, D, E, F); n= 8 mice for each group. (G) Social investigation during 21 days of 

social defeat stress Htr2b
5-HTKO

 mice showed a general impairment in time spent to socially 

interact with a juvenile conspecific and were affected by social defeat stress after two weeks, 

compared to Htr2b
flox/flox

 mice (F3,42 = 7.768, P=0.0003); n= 8 mice for each group. (H) Social 

investigation during 11 days of recovery without social defeat stress. Htr2b
5-HTKO

 mice did 

not display an increase time of social investigation after recovery, compared to Htr2b
flox/flox

 

mice (F2,28 = 12.11, P=0.0002); n= 8 mice for each group. (I) Body weight loss during 21 

days of social defeat stress. Htr2b
5-HTKO

 mice showed a stronger reduction in body weight, 

compared to Htr2b
flox/flox

 mice (F3,42 = 6.494, P=0.0010); n= 8 mice. (J) Body weight gain 

during 11 days of recovery without social defeat stress. Htr2b
5-HTKO

 mice showed less body 

weight after 11 recovery days, compared to Htr2b
flox/flox

 mice (F4,56= 7.643, P<0.0001); n= 8 

mice. (K) Plasma levels of corticosterone during 21 days of social defeat stress. Htr2b
5-HTKO

 

mice showed higher increase in corticosterone, compared to Htr2b
flox/flox

 mice (F3,36 = 69.37, 

P<0.0001); n= 8 Htr2b
5-HTKO

 and n=6 Htr2b
flox/flox

 mice. (L) Plasma levels of corticosterone 

during 11 days of recovery without social defeat stress. Htr2b
5-HTKO

 mice showed persistent 

increased corticosterone levels also after recovery, compared to Htr2b
flox/flox

 mice (F2,24 = 

33.48, P<0.0001); n= 8 Htr2b
5-HTKO

 and n=6 Htr2b
flox/flox

 mice. (M) Plasma levels of 

corticosterone at d0 before stress. Htr2b
5-HTKO

 mice showed increased basal corticosterone 

level, compared to Htr2b
flox/flox

 mice (t-test4 =7), **=P<0.001 Htr2b
5-HTKO

 vs. Htr2b
flox/flox

 

mice; n= 8 Htr2b
5-HTKO

 and n=6 Htr2b
flox/flox

 mice. 

Data information: Two-way ANOVA for repeated measures followed by Bonferroni’s post 

hoc test or Welch’s t-test. Data are means ± SEM. *, **, ***, **** p < 0.05, 0.01, 0.001, and 

0.0001 respectively stressed Htr2b
5-HTKO

 mice vs. stressed Htr2b
flox/flox

 mice; $, $$, $$$, and 

$$$$ p <0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively stressed Htr2b
5-HTKO

 mice vs. Htr2b
5-HTKO

 

control; #, ##, ###, and #### p <0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively, Htr2b
+/+

stressed 

Htr2b
flox/flox

 mice vs. Htr2b
flox/flox

 control. 
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Figure 5 - c-fos activation after a single social stress exposure. Following a single 

exposure to social defeat stress, we analyzed c-fos expression in various brain regions of 

Htr2b
flox/flox

 mice and Htr2b
5-HTKO

 mice. (A-F) c-fos was significantly increased for both 

genotypes in PVN, PVT, CA1, BLA, and PFC, but not in DG after stress (two-way ANOVA, 

main effect of treatment for PVT F1,19 = 105.6, P<0.0001; for PVN F1,19 = 27.97, P<0.0001; 

for CA1 F1,19 = 86.25, P<0.0001; for BLA F1,19 = 44.11, P<0.0001; for PFC F1,12 = 131.9, 

P<0.0001; for DG F1,19 = 11.67, P=0.0029; n= 3-6 mice). (G-M) In raphe nuclei, a staining 

for Tph2 was performed in order to record only c-fos expression in serotonergic neurons. 

Here, there was a clear effect of stress in Htr2b
flox/flox

 mice in MD, MV, CD, CV, LW but no 

effect of stress could be detected in Htr2b
5-HTKO

 mice (two-way ANOVA, main effect of 

genotype for RD F1,30 = 4.048, P=0.0002; for MD F1,23 = 28.29, P<0.0001; for MV F1,23 = 

7.052, P=0.0141; for CV F1,29 = 2.474, P=0.0002; for LW F1,29 = 17.28, P=0.0003; for CD 

there is an interaction between genotype and treatment F1,29 = 6.938, P=0.00134, but not for 

RV; n= 4-10 mice). Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. Data are 

means ± SEM. *, **, ***, **** p < 0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively stressed Htr2b
5-

HTKO
 mice vs. stressed Htr2b

flox/flox
 mice; $, $$, $$$, and $$$$ p <0.05, 0.01, 0.001, and 

0.0001 respectively stressed Htr2b
5-HTKO

 mice vs. Htr2b
5-HTKO

 control; #, ##, ###, and #### p 

<0.05, 0.01, 0.001, and 0.0001 respectively, Htr2b
+/+

stressed Htr2b
flox/flox

 mice vs. 

Htr2b
flox/flox

 control. (N) Recapitulation of the c-fos expression across the raphe nuclei. (O-P) 
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Representative section of the raphe nuclei after staining with c-fos (red) and Tph2 (green) 

antibodies; scale bar = 20 µm.  
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Figure 6. Selective re-activation of 5-HT2B in Raphe nucleus in Htr2b
5-HTKO 

partially 

rescues corticosterone levels in basal condition. (A) Time course of the rescue 

experiments. Htr2b
5-HTKO

 and control Htr2b
flox/flox

 mice were exposed to social stress for three 

weeks then let recover for 11 days, and submitted to local raphe-expression with an adeno-

associated viral (AAV) vector, allowing Cre-mediated selective expression in 5-HT neurons 

(Pet1-positive) of Htr2b or TdTomato as control. (B) After rescue, the corticosterone levels 

were significantly lower in Htr2b
5-HTKO AAVHtr2b

 compared to Htr2b
5-HTKO AAVTdTomato

 (one-way 

ANOVA, main effect of treatments F2,11 = 119.2, P<0.0001; n=4-8 and n=4-6 mice for A and 

B respectively. Data were analyzed by one way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc 

test. Data are means ± SEM. *** p < 0.001, Htr2b
5-HTKO AAVHtr2b

 compared to Htr2b
5-HTKO 

AAVTdTomato
, and #### p<0.0001 Htr2b

5-HTKO AAVHtr2b
 and Htr2b

5-HTKO AAVTdTomato
, compared to 

Htr2b
flox/flox

.  
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Figure S1.  

(A-B) Sucrose preference before stress during ten days of habituation.  

Htr2b
-/-

 and Htr2b
+/+

 mice developed a clear preference for sucrose solution, reaching a 

stable criterion of preference across ten days (A). No significant differences were found 

between the all four groups on day 10, representing the basal sucrose preference before stress 

(B). (two-way RM-ANOVA, F9,189 = 0.5181, P=0.8604 and t-test9 =0.06027, P=0.9533, 

respectively A and B); n = 12 cages (24 mice) for Htr2b
+/+

 and n = 11 cages (22 mice) for 

Htr2b
-/-

 A; n=5 cages (10 mice) for Htr2b
-/- 

stress and n=6 cages (12 mice).  

(C) Attacks received (number) during 21 days of social defeat stress. Htr2b
-/-

 and 

Htr2b
+/+

 mice received a similar number of attacks in each single stress session (F20,400 = 

0.6573, P=0.8676); n =12-10 mice.  

Data information: Two-way ANOVA for repeated measures followed by Bonferroni’s post 

hoc test and unpaired t-test. Data are means ± SEM.  
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Figure S2  

(A-B-C-D) Microglia density in brain regions before and after d21 stress. Social defeat 

stress increased microglia density after 21 days microglia in brain regions implicated in 

depressive-like disease, without differences between genotype (Principal effect of Stress: 

F1,26 = 20.13, F1,26 = 26.94, P<0.0001, F1,26 = 17.65, P 0.0003 and F1,25 = 9.184, P 0.0056 

respectively A, B, C and D); n=8-6 mice. Data information: Two-way ANOVA ordinary 

followed by Bonferroni’s post hoc test. Data are means ± SEM. 
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Figure S3.  

(A-B) Sucrose preference before stress during ten days of habituation. Htr2b
µgliaKO

 and 

Htr2b
flox/flox

 mice developed a clear preference for sucrose solution, reaching a stable criterion 

of preference across ten days (A). No significant differences were found between the two 

groups on day 10 (B) (two-way RM-ANOVA, F9,54= 1.479, P=0.1793 and t-test6 =0.9, 

P=0.4212 respectively A and B); n = 4 cages (8 mice) for all groups. 

(C) Attacks received (number) during 21 days of social defeat stress. Htr2b
µgliaKO

 and 

Htr2b
flox/flox

 mice received a similar number of attacks in each single stress session (F20,280 = 

1.204, P=0.2499); n =8 mice. 

Data information: Two-way ANOVA for repeated measures followed by Bonferroni’s post 

hoc test and unpaired t-test. Data are means ± SEM.  
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Figure S4.  

(A-B) Sucrose preference before stress during ten days of habituation. Htr2b
5-HTKO

 and 

Htr2b
flox/flox

 mice developed a clear preference for sucrose solution, reaching a stable criterion 

of preference across ten days (A). No significant differences were found between the two 

groups on day 10, representing the basal sucrose preference before stress (indicated in the 

main graph as d0). (F9,54= 1.031, P=0.4281 and t6 =1, P=0.2967 respectively A and B); n = 4 

cages (8 mice) for all groups.  

(C) Attacks received (number) during 21 days of social defeat stress. Htr2b
5-HTKO

 and 

Htr2b
flox/flox

 mice received a similar number of attacks in each single stress session (F20,280 = 

1.683, P=0.0355); n =8 mice. 

Data information: Two-way ANOVA for repeated measures followed by Bonferroni’s post 

hoc test and unpaired t-test. Data are means ± SEM.  
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