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Introduction

L’Homme, en essayant de découvrir l'origine de la pensée, n’a pas tout d’abord
envisagé que le cerveau en soit le siege. Certes, le premier manuscrit médical ou le
cerveau apparait sous un nom qui lui est propre est égyptien et daté de 3000 ans
avant Jésus-Christ. Toutefois, Egyptiens, Mésopotamiens et Hébreux n’avaient pas
conscience de son importance : tous croyaient que I'organe qui recele intelligence et
sentiments était le coeur et non I'encéphale. Cette théorie dite « cardiocentriste » flt
reprise par Aristote dans la Gréce Antique. Ce n’est qu’avec Platon puis Galien que
se développe la thése dite « céphalocentriste » selon laguelle pensée et sentiments
siegent dans le cerveau. L'opinion erronée d’Aristote survivra jusqu’au dix-huitieme
siecle. Cette incertitude se retrouve en effet chez Shakespeare dans Le marchand

de Venise : « Dis-moi ou siége I'amour, dans le cceur ou dans la téte ? ».

Les recherches sur le cerveau ont permis, au cours des siécles, d’en établir des
cartes et de découvrir ces cellules si particuliéres qui le composent. Toutefois, ce que
'on appelle aujourd’hui les neurosciences cognitives ne sont réellement apparues
gue dans le courant des années soixante. Au cours du siécle dernier, de grandes
avancees ont été réalisées dans la compréhension de la biologie du cerveau.
D’abord, la biologie cellulaire et la biochimie ont permis aux scientifiques de mieux
comprendre la neurophysiologie dans sa globalité. Ensuite, la neurobiologie —
science du cerveau — et la psychologie cognitive — science de I'esprit - ont permis
aux chercheurs une approche plus globale dans de nombreuses fonctions cérébrales
telles que le langage, la perception, I'action, I'apprentissage et la mémoire. Mais ces
deux domaines de la biologie se trouvent a deux interfaces distinctes des sciences
biologiques : la premiére envisage la chimie des cellules, et la seconde le monde de
la psychologie. Ceci pose alors une question : dans quelle mesure ces deux sciences
peuvent étre reliées ? En effet l'unification de la biologie moléculaire - la
compréhension des mécanismes neurophysiologiques du cerveau - d’'une part, et la
nature de I'esprit, ainsi que ses fonctions d’autre part, constitue I'un des enjeux les

plus importants des neurosciences du vingt-et-unieme siecle.

Dans la recherche de la compréhension du fonctionnement du cerveau, et a travers

la quéte d’une unification des neurosciences cognitives dans leur globalité, I'étude
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des processus cognitifs relatifs a la mémorisation et a I'apprentissage constitue un
domaine d’intérét particulier. En effet, chez 'Homme, la mémoire constitue I'une des
premieres fonctions cognitives a étre affectée au cours du vieillissement
(Magnusson, 2010). Les déclins de la mémoire liés a I'age constituent ainsi un
probléme significatif pour une large partie de la population agée. Dans I'étude de la
mémoire, celle liee a la mémorisation spatiale s’intéresse a la maniére dont tout
individu envisage I'environnement qui I'entoure. Cette mémoire peut étre testée chez
les rongeurs, qui constituent des modéles biologiques pour comprendre les
mécanismes de pertes de mémoire chez les individus agés. L’identification des
causes de pertes de mémoire est nécessaire pour proposer des traitements, pour
prévenir les pertes de mémoire au cours du vieillissement ainsi que pour retarder
certains des symptomes de la maladie d’Alzheimer. Maintenir les fonctions de
mémorisation au cours de la vie constitue un probléme de qualité de vie, mais il peut
également devenir un probléme économique s'’il permet de retarder I'entrée des
personnes agées dans des centres de soins spécialisés.

Dans une premiere partie, nous nous intéresserons a la classification des diverses
formes de mémoire et aux bases anatomiques et cellulaires du stockage mnésique.
Nous étudierons également les méthodes d’exploration de la mémoire chez les
rongeurs de laboratoire. Enfin, nous nous intéresserons a la neurobiologie du
récepteur au N-méthyle-D-aspartate (NMDA) avant d’illustrer un exemple de
qguestionnement impliquant ce récepteur en toxicologie. Dans une deuxieme partie,
nous présenterons une étude préliminaire des effets d’une sur-régulation de la sous-
unité GIuN2B du récepteur au NMDA sur la mémorisation et I'apprentissage de

souris jeunes et séniles.
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Premiére partie : La mémoire et le récepteur au
NMDA: classification, stockage, exploration

« L’univers m’embarrasse et je ne puis songer que cette horloge existe et n’ait pas
d’horloger.»
Voltaire

I- Les différentes formes de mémoire : définition et classification

I-1 Définition des notions de mémorisation et d’apprentissage

Les premiéres tentatives de localiser la mémoire remontent a plus de deux-cents
ans. A cette époque, les scientifiques pensaient que chaque fonction cérébrale
pouvait étre définie et localisée dans une région géographique précise de
encéphale. Aujourd’hui, nous savons que toutes les régions du cerveau
interagissent étroitement entre elles, et que les fonctions cérébrales résultent de ces
interactions complexes.

Les scientifigues ont tenté a de nombreuses reprises de définir les notions de
« mémoire » et « d’apprentissage ». Selon Eric Kandel « L’apprentissage correspond

BN

au processus par lequel on acquiert de la connaissance a propos du monde »
(Kandel et al., 2000). Cet apprentissage correspondrait ainsi a toute modification
stable du comportement ou des activités psychologiques attribuables a I'expérience
d'un individu. La mémoire, en revanche, porte sur la disponibilité et 'emploi d’'un
apprentissage. Elle correspond a la propriété de conserver des informations, mais
également de les restituer ou de les reconnaitre. Eric Kandel écrit ainsi que si
« 'apprentissage correspond a I'acquisition d’'une nouvelle information a propos du
monde », la mémoire correspond a « la rétention de cette information au cours du

temps » (Kandel et al., 2000).

I-2 Les différentes formes de mémoires

[-2-1 Présentation

La mémoire constitue un ensemble de phénoménes biochimiques et psychologiques
complexes, qui demeurent, aujourd’hui encore, largement incompris. En réalité, chez
les animaux vertébrés, de nombreuses formes de mémoires ont pu étre identifiées,

chacune d’entre elles possédant des fonctions distinctes. Aucun accord n’a pu étre
15



établi concernant le classement de ces formes de mémoires. Une classification peut
étre proposée chez 'Homme, mais ne constitue pas un répertoire exhaustif de
'ensemble des mémoires existantes (figure 1). Elle permet toutefois d’appréhender
par une premiére approche l'organisation de cet ensemble complexe des mémoires
chez ’lHomme, ainsi que les relations qui ont pu étre identifiées entre elles.

La mémoire est classiqguement divisée en mémoire a court terme et mémoire a long
terme. La mémoire a court terme est subdivisée en mémoire immédiate et mémoire
de travail. La mémoire a long terme est subdivisée en mémoire explicite (ou

déclarative) et mémoire implicite (ou non déclarative).

Attention Interférences || Reconnaissance
3 Memoire
immediate
Environnement 4| Perception I\/Iémoirg de > Rappel
extérieur sensorielle tra;"l
o| Mémoire &
long terme
> Oubli
Motivation
Mémoire Mémoire
explicite implicite (non
(déclarative) deéclarative)
Mémoire Mémoire Mémoire Apprentissages
sémantique épisodique procédurale non associatifs
(significations) (événements)
Habituation,
Régles Mémoire de Conditionnement Conditionnement sensibilisation,
abstraites l'espace classique opérant apprentissage
spontané

Figure 1: Classification des différentes formes de mémoires identifiées chez 'Homme (d’apres

Chapouthier, 2006 ; Meunier and Shvaloff, 1996)

L’information sensorielle est stockée transitoirement sous forme de mémoire immédiate ou de travail.
Elle peut ensuite étre oubliée, ou stockée de maniére permanente sous forme de mémoire a long
terme. Cette derniére se décompose en mémoire explicite et implicite, ces deux formes de mémoire
étant elles-mémes divisées en plusieurs sous-catégories.
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[-2-2 La mémoire a court terme et la mémoire de travail

Au cours de chaque instant, tout individu recgoit depuis I'environnement extérieur des
stimuli, percus par les récepteurs sensoriels. Cette information sensorielle est
enregistrée dans le cortex cérébral, ou elle est stockée de maniére transitoire, puis
rapidement oubliée en I'absence de stimulation ultérieure. La définition précise de ce
type de mémoire differe selon les auteurs. Selon Squire et Kandel, cette mémoire
est définie comme « un processus mnésique qui maintient I'information de fagon
temporaire, jusqu’a ce qu’elle soit oubliée, ou au contraire incorporée dans un stock
a long terme plus stable et potentiellement rémanent » (Squire and Kandel, 2002).
Selon certains auteurs, la mémoire a court terme se divise en mémoire immédiate et
mémoire de travail. La mémoire immédiate correspond a la rétention d'une
information durant moins de trente secondes. Il s’agit d’'un stockage actif de
I'information, limité en quantité et dans le temps. L’extension active dans le temps du
stockage de cette information — durant plusieurs minutes - est appelée mémoire de
travail. La mémoire de travail est ainsi utilisée dans de nombreuses situations du

guotidien telles que mémoriser un numéro de téléphone.

[-2-3 La mémoire a long terme

Des processus biochimiques complexes interviennent dans la transition du stockage
temporaire de l'information vers un stockage a long terme. Ces processus ne seront
pas détaillés ici. Nous allons en revanche présenter les différentes formes de

mémoires a long terme identifiées chez ’'Homme.

[-2-3-1 La mémoire explicite

Encore appelée mémoire déclarative, elle correspond a la collection consciente
d’expériences antérieures, et permet de répondre a la question « quoi ?» (Sharma et
al., 2010). Nous utilisons la mémoire explicite au cours de la journée pour nous
rappeler de I'heure d’'un rendez-vous, pour nous souvenir de personnes, de lieux, ou
collecter des informations d’'un événement survenu plusieurs années auparavant.

Elle est elle-méme divisée en mémoire épisodique, relative aux évenements passes,

17



et en mémoire sémantique, relative notamment aux connaissances factuelles du
monde et des définitions de concepts abstraits. La mémoire de I'espace, utilisée par
les rongeurs lors des tests dans les labyrinthes, est classiquement considérée
comme une forme de mémoire épisodique (Paul et al., 2009).

[-2-3-2 La mémoire implicite

Encore appelée mémoire non déclarative, elle référe a des aptitudes motrices, des
habitudes, et répond a la question « comment ? » (Sharma et al., 2010). Elle se
divise en deux formes d’apprentissage : I'apprentissage non associatif, dans lequel
'animal apprend les propriétés de chaque stimulus, et I'apprentissage associatif,
dans lequel I'animal apprend les relations entre deux stimuli (Squire and Kandel,
2002). L'apprentissage non associatif regroupe des types de mémorisations tels que
I'habituation et la sensibilisation. L’apprentissage associatif est relatif a la mémoire

procédurale, regroupant notamment les conditionnements classique et opérant.

[-2-3-2-1 La mémoire procédurale

Au début du XXéme siecle, le célebre physiologiste russe Ivan Pavlov et le
psychologue américain Edward Thorndike découvrent respectivement le
conditionnement classique et le conditionnement opérant, deux formes de mémoires
procédurales. Nous allons étudier successivement ces deux formes de

conditionnement, ainsi que sur leurs limites.

[-2-3-2-1-1 Le conditionnement classique

Ilvan Pavlov était un médecin et physiologiste du début du XIXéme siécle, connu pour

ses expérimentations des fonctions salivaire et gastrique chez le chien.

L’expérience la plus connue de Pavlov illustre le conditionnement classique (ou de
type 1), une forme d’apprentissage ou I'animal apprend a relier deux stimuli entre eux
(Pavlov and Anrep, 1927). La figure 2, présentée page suivante, illustre ces

expériences.
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Stimulus Inconditionnel,
Avant Sl

Réponse

- Inconditionnelle, RI
conditionnement

A C

Stimulus Neutre, SN
Pas de réponse

Début du ‘L -
conditionnement | Stimulus Neutre, | stimulus Inconditionnel,
Réponse
SN S|

Inconditionnelle, RI

Apres
conditionnement Stimulus Stimulus
Réponse Conditionnelle, Inconditionnel, S

Conditionnel, SC
RC

Figure 2: lllustration du comportement classique décrit par Pavlov (d'aprés Mauries, 2007)

S| : Stimulus Inconditionnel ; SC : Stimulus Conditionnel ; SN : Stimulus Neutre ; Rl : Réponse
Inconditionnée

Un animal apprend a donner une réponse comportementale — salivation — a la suite de la présentation
d’'un stimulus primitivement neutre — son d’'une cloche — consécutivement a son association a un
stimulus non neutre — poudre de viande. Si I'association de ces deux stimuli est répétée un nombre
suffisant de fois, le Stimulus Neutre suffit a lui seul a engendrer la réponse comportementale attendue
— la salivation — avant la présentation de la poudre de viande. Il prend alors le nom de Stimulus
Conditionnel.

Un chien salive lors de présentation de poudre de viande. Si un son retentit moins
d’'une seconde avant la présentation de la viande, alors, aprés plusieurs répétitions,
'animal associe ce bruit a la viande, et il salive des le retentissement du bruit. La
salivation est observée pendant un certain temps méme en l'absence de

présentation de la poudre de viande. Si le son ne précéde plus la présentation de la
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viande, alors le chien ne salive plus en entendant le bruit : il s’agit d’'un processus dit

d’extinction.

Pavlov a imaginé une terminologie pour les diverses formes de stimuli et pour les
réponses comportementales qui leur sont associées. Ainsi, la poudre de viande, qui
peut a elle seule provoquer la salivation du chien, est nommée Stimulus
Inconditionnel, SI. La réponse — salivation — aprés présentation de ce stimulus
correspond a une Réponse Inconditionnelle, RI. A I'inverse, le son d’une cloche ne
suffit pas a lui seul a déclencher la salivation. Ce type de stimulus est hommé
Stimulus Neutre, SN. Ce dernier doit étre associé a un Stimulus Inconditionnel, au
cours d’un intervalle de temps réduit pour pouvoir provoquer la salivation. Cette
réponse comportementale engendrée par le son de la cloche — alors nommé
Stimulus Conditionnel, SC — avant présentation de la poudre de viande est nommée
Réponse Conditionnelle, RC. Notons que les Réponses Inconditionnelle et

Conditionnelle sont généralement similaires dans leur expression.

[-2-3-2-1-2 Le conditionnement opérant

Edward Lee Thorndike était un psychologue américain du début du XXeme siécle.
Ses expériences sont a l'origine du conditionnement opérant (ou de type Il), une
forme d’apprentissage ou I'animal apprend a relier un stimulus et son propre
environnement. Thorndike a publié 'ensemble de ses travaux en 1911 dans son livre

« Animal intelligence : experimental studies » (Thorndike and Bruce, 1911).

L’expérience la plus connue de Thorndike est celle dite de la « boite a problemes »
(puzzle box), illustrée par la figure 3, page suivante. Un chat est placé dans une cage
en bois possédant une seule sortie bloquée par une porte. Afin d’ouvrir la porte,
'animal doit tirer sur une ficelle. Thorndike a montré que l'apprentissage de la
solution au probléme proposé - ouvrir la porte - se réalise par une série de
comportements liés au hasard. Le temps nécessité par I'animal pour ouvrir la porte

diminue au cours des répétitions de maniere asymptotique.

20



poulie

porte

\ﬁ]

ficelle

Figure 3: lllustration de la « boite a problémes » (puzzle box) imaginée par E. Thorndike (Chance,
1999)

Un chat est placé dans la cage dont I'issue est bloquée par une porte. L’animal doit apprendre a ouvrir
la cage en tirant sur une ficelle, reliée a la porte par une poulie. L’apprentissage se réalise par une
série de comportements liés au hasard.

A la suite de ses expériences, Thorndike a énoncé en 1911 la « Loi de I'effet » (Law
of effect) selon laquelle le comportement change a cause de ses conséquences : un
comportement est répété s’il procure une satisfaction, et abandonné s’il procure une

insatisfaction.

La théorie de Thorndike a été par la suite reprise par le psychologue américain
Burrhus Frederic Skinner, dans les années 1930, ce dernier ayant établi le concept
de conditionnement opérant (Skinner, 1938). Le conditionnement opérant se base
sur les principes de renforcement et de punition. Le renforcement correspond a la
conséquence d’'un comportement qui rend plus probable le comportement observe. A
linverse, la punition correspond a la conséquence d’un comportement qui rend
moins probable le comportement observé. Le renforcement et la punition peuvent
étre positifs lors de I'ajout d’'un stimulus, ou au contraire négatifs lors du retrait d’'un
stimulus. Le tableau 1, page suivante, présente les quatre formes de
conditionnement opérant distinguées. Le paramétre étudié (augmenté ou diminué)

correspond a la fréquence d’apparition d’'un comportement.
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Tableau 1 : Les quatre formes de conditionnement opérant

Positif Négatif
T Renforcement Augmentation suite a [I'ajout | Augmentation suite au retrait
d’un stimulus appétitif d’un stimulus aversif
Punition Diminution suite a I'ajout d’'un | Diminution suite au retrait d’un
stimulus aversif stimulus appétitif

Les quatre formes de conditionnement opérant sont explicitées, en fonction du caractére positif ou
négatif de la punition/récompense. Le paramétre étudié (augmenté ou diminué) correspond a la
fréquence d’apparition d’'un comportement.

Le conditionnement opérant posséde de nombreuses applications dans la vie
quotidienne. A titre d’exemples, nous pouvons citer I'apprentissage de la porte de la
cuisine par le chien, ce dernier apprenant que I'ouverture de la porte apporte chaleur
et nourriture. Un chien apprend également que la simulation d’'une boiterie augmente
I'attention que Iui porte son propriétaire, ce qui lui procure une satisfaction. Enfin, un
chat apprend que si la sonnerie du téléphone retentit pendant que sa propriétaire

prépare le repas, alors la nourriture devient accessible (Mauriés, 2007)

Le conditionnement opérant a constitué une base fondamentale dans la mise en
place des tests comportementaux de la mémoire a long terme. Cette forme de

conditionnement a en effet été a 'origine de la boite de Skinner et des labyrinthes.

[-2-3-2-1-3 Les limites du conditionnement pavlovien et les avantages du
conditionnement Skinnérien

La technique de conditionnement proposée par Pavlov et représentant I'école russe
s’est radicalement opposée a celle proposée par Skinner et représentant I'école
ameéricaine. Bien au-dela la différence d’espéces utilisées (les chiens pour Pavlov, et
les rats pour Skinner), certains inconvénients majeurs de I'école russe, et certains
avantages de I'école américaine ont permis a cette derniére de s'imposer comme

technique incontournable dans les tests comportementaux utilisés actuellement.

Le comportement classique implique une réponse du sujet — de type physiologique -
postérieure a la présentation du stimulus inconditionnel. Par ailleurs, pour la
réalisation de ces expériences, les animaux sont toujours immobilisés par des

sangles, et donc dans des conditions relativement artificielles.
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Le conditionnement opérant, en revanche implique une réponse du sujet — de type
comportementale — antérieure au renforcement — récompense ou punition. De plus,
les animaux sont beaucoup plus libres de leurs mouvements, et se trouvent ainsi
dans des conditions plus proches des conditions naturelles. Pour toutes ces raisons,

cette technique s’est imposée dans les protocoles expérimentaux actuels.

[-2-3-2-2 La mémoire non associative

I-2-3-2-2-1 L’habituation

Elle correspond a la baisse de réactivité par rapport a un méme stimulus, lorsque
celui-ci est présenté de maniére répétée dans un intervalle de temps limité.
L’habituation correspond a une forme de mémoire trés rudimentaire, présente chez
tous les animaux vertébrés. Le cerveau peut ainsi « s’habituer » au bruit de passage
d’un train ou d’un avion. Il s’accoutume a un timbre particulier, qui provoque chez
I'animal ou l'individu une réaction diminuée en réponse a ce stimulus.

Ce phénomeéne est utilisé pour des études comportementales chez les primates
telles que I'étude de la reconnaissance des visages : lorsqu’un visage est présenté
de maniére séquentielle au cours d’'un intervalle de temps réduit, un animal qui
reconnait le visage présenté fini par montrer une baisse d’intérét a ce visage, ce qui
se traduit par une baisse du temps d’observation. Cette baisse d’intérét peut étre
encore d’avantage mise en évidence par la présentation d’'un nouveau visage.
L’animal, surpris, montre un gain d’intérét brutal face a cette personne nouvelle, et

présente ainsi une hausse brutale du temps d’observation (Dahl et al., 2007).

I-2-3-2-2-2 La sensibilisation

Elle correspond a l'exact inverse du processus d’habituation. De maniére
comportementale, elle se traduit par une hausse de réactivité par rapport a un méme
stimulus, lorsque celui-ci est présenté de maniere répétée dans un intervalle de

temps limité.

23



I-3 La Potentialisation a Long Terme (PLT)

Au cours de cette partie, nous aborderons la théorie historique a l'origine de ce
meécanisme, puis les mécanismes cellulaires de la Potentialisation a Long Terme,

notamment le réle du récepteur au N-Méthyle-D-Aspartate (NMDA).

I-3-1 La théorie de Donald Hebb

Donald Olding Hebb était un psychologue du XXeme siecle, influant dans le domaine
de la neuropsychologie. Il a cherché a comprendre comment le fonctionnement des
neurones contribue aux phénomeénes psychologiques tels que l'apprentissage. Le
travail le plus important de Hebb est I'écriture en 1949 de son livre « L’organisation
du comportement » (The Organisation of Behavior) (Hebb, "Organization of behavior”
1950), dans lequel il énonce une nouvelle théorie qui unit les données les plus
récentes de son époque concernant le comportement. Cette théorie est énoncée

comme Ssuit :

“When an axon of cell A is near enough to excite cell B and repeatedly or persistently
takes part in firing it, some growth process or metabolic change takes place in one or

both cells such that A’s efficiency, as one of the cells firing B, is increased”

L’idée de Hebb est souvent résumée dans ladite « Loi de Hebb » (Hebb’s Law) :
deux neurones en activité au méme moment créent ou renforcent leurs connexions
de sorte que l'activation de l'un par lautre sera plus aisée lors de stimulations
ultérieures. Cette loi est souvent paraphrasée ainsi : « Neurons that fire together wire
together ». Les ensembles de neurones qui peuvent étre groupés en tant qu’unité de
fonctionnement ont été appelés par Hebb les « groupements de neurones » (cell
assemblies). Ces groupements de cellules, qui restent activés aprées la présentation
d'un stimulus seraient ainsi a 'origine d’une représentation mentale de ce stimulus.
Le cheminement cognitif résulterait alors de l'activation séquentielle de ces divers

groupements de neurones.

Cette théorie a par la suite été complétée d’explications cellulaires et moléculaires

lorsque Bliss et Lamo découvrirent le phénoméne de Potentialisation & Long Terme,
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qui expliquerait le mécanisme de stockage mnésique a long terme chez les

mammiferes.

[-3-2 Définition

La Potentialisation a Long Terme (PLT) a été pour la premiére fois mise en évidence
par Bliss et Leamo en 1973, alors que ces derniers s’intéressaient aux mécanismes
de stockage de l'information dans les synapses des neurones de I'hippocampe. lls
ont montré qu’'une salve de stimulation a haute fréquence provoquée de maniéere
artificielle sur des neurones de I'hippocampe de lapins anesthésiés pouvait
augmenter la transmission synaptique durant plusieurs heures. Ills ont nommé ce
mécanisme de facilitation a long terme de linformation « Potentialisation & Long
Terme » (Bliss and Lamo, 1973).

La PLT, correspond a une augmentation durable de la transmission synaptique entre
deux neurones suite a une salve de stimulation a haute fréquence - stimulation
tétanique. De nombreuses formes de PLT ont pu étre identifiées dans des régions
telles que I'hippocampe, le cortex cérébral, 'amygdale. Les données actuelles ne
permettent pas d’expliquer totalement les mécanismes moléculaires impliqués dans
la PLT, notamment parce que ces derniers varient en fonction des régions cérébrales
et des especes considérées. Néanmoins, ce phénomene reste encore largement
étudié, car il est considéré comme l'un des mécanismes cellulaires capables

d’expliquer la mémorisation et I'apprentissage (Cooke, 2006).

[-3-3 Bases physiologiques de la PLT

La PLT améliore la transmission synaptique. Cette potentialisation de la
communication neuronale se produit par une augmentation de la sensibilité de la
membrane postsynaptique aux signaux présynaptiques, notamment par une
augmentation du nombre et de lactivité des récepteurs au glutamate appelés
récepteurs a l'acide a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate (ou récepteurs

a '’AMPA) sur la membrane postsynaptique.
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Les mécanismes cellulaires et moléculaires se produisant au niveau synaptique lors
de la PLT sont complexes, et ne seront pas détaillés ici. Toutefois, la figure 4, permet

de comprendre le processus général de la Potentialisation a Long Terme.

Axone
Axone Glutamate ~ présynaptique
présynaptique Mg 3
Dendrite .
postsynaptique Dendrite

postsynaptique

— Glutamate
Axone )
présynaptique @ @
7. ” .J.\la.".o 3 .
Dendrite
postsynaptique

Figure 4 : lllustration du mécanisme de Potentialisation & Long Terme

a: Dans les conditions physiologiques, le canal du récepteur au NMDA est obstrué par lion
magnésium. b : Lors de l'arrivée d’'une dépolarisation de force et de durée suffisante, le glutamate se
fixant aux récepteurs au NMDA permet la levée du bouchon de magnésium, et I'entrée de calcium
dans la membrane post-synaptique. ¢ : L’entrée de calcium aboutit a la fois a une augmentation du
nombre de récepteurs AMPA sur la membrane post-synaptique et a une augmentation de glutamate
libéré dans I'espace synaptique.

Dans les conditions physiologiques (figure 4a), le canal du récepteur au N-méthyl-D-
aspartate (NMDA) est obstrué par l'ion magnésium, et ne peut ainsi pas laisser
passer le calcium. Ainsi, lors de la libération de glutamate dans I'espace synaptique,
ce dernier va se fixer a la fois sur les récepteurs au NMDA et AMPA, mais active
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seulement les récepteurs AMPA. En effet, seul un signal de dépolarisation a la fois
fort et durable au niveau de la membrane présynaptique est capable de provoquer
une dépolarisation postsynaptique suffisante pour permettre d’enlever le bouchon de
magnésium qui bloque le canal du récepteur au NMDA (figure 4b) (Cooke, 2006).
Dans ces conditions, le glutamate libéré dans I'espace synaptique peut ouvrir les
récepteurs au NMDA, et permettre une entrée de calcium dans la dendrite post-
synaptique. Cette entrée de calcium est a l'origine d’'une cascade réactionnelle, qui
aboutit a la fois a une augmentation de la quantité de glutamate libérée par I'axone
présynaptiqgue, et a une augmentation du nombre de récepteurs AMPA sur la
membrane de la dendrite postsynaptique (figure 4c) (Rosenzweig and Barnes, 2003).
Les étapes de formation de la PLT conduisent a I'amélioration persistante de la
transmission synaptique, fournissant ainsi une explication expérimentale a la théorie
de Hebb (Lynch, 2004).

[-3-4 PLT et récepteur au NMDA

La PLT constitue un mécanisme uniquement révélé dans des conditions artificielles.
Elle est toutefois reconnue par la communauté scientifigue comme constituant un
mécanisme de plasticité synaptique capable d’expliquer la formation de certaines
formes de mémoires a long terme (Lynch, 2004).

Dans la plupart des mécanismes de PLT, le flux d’entrée de calcium a l'intérieur du
neurone post-synaptique est dépendant du récepteur au NMDA (Lynch, 2004). Ainsi,
un blocage des récepteurs au NMDA détériore les capacités de mémorisation chez
les rongeurs dans diverses taches d’apprentissage spatial (Cooke, 2006). Au niveau
de I'hippocampe, le récepteur au NMDA a été montré comme pouvant améliorer la
PLT et 'apprentissage: Cao et ses collaborateurs (Cao et al., 2007) ont produit une
lignée de souris surexprimant la sous-unité GIuN2B du récepteur au NMDA dans les
neurones de l'hippocampe. Ces souris ont montré une augmentation de la PLT
associée a une augmentation des performances dans des taches de mémorisation et
d’apprentissage. Cette étude a ainsi apporté des preuves en faveur de I'importance
d’'un phénoméne proche de la PLT dans le stockage mnésique au niveau de

I'hippocampe.
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L’étude expérimentale proposée dans la deuxieme partie explore les liens entre
'hippocampe, le récepteur au NMDA, la mémorisation spatiale et le vieillissement

cérébral.

I-4 Les bases anatomiques et cellulaires du stockage mnésique chez les
mammiféres

I-4-1 Particularités de I'hippocampe

La mémoire constitue une fonction cognitive complexe, impliquant pour son
fonctionnement normal la participation de nombreuses structures cérébrales telles
que I'amygdale, I'hippocampe et le lobe temporal du cortex cérébral. Néanmoins,
Nnous nous intéresserons dans cette partie et pour la suite de cette étude uniquement
a lhippocampe, structure centrale pour les fonctions de mémorisation et

d’apprentissage.

L’hippocampe, ainsi nommé en rappel de sa ressemblance morphologique avec
'animal marin, correspond a une circonvolution bilatérale, symétrique, appartenant
au télencéphale. Il appartient au systeme limbique, regroupant le thalamus, le fornix,
le cortex cingulaire, le bulbe olfactif, 'amygdale, les corps mamillaires, et
hippocampe. Cet organe joue un rdle dans les fonctions d’inhibition, de

mémorisation, et de représentation dans I'espace (figure 5).

tronc cérébral

cervelet

hippocampe

bulbe olfactif

Figure 5 : Représentation de I'hippocampe de rat (Sautet, 2012).

L’hippocampe correspond a une circonvolution bilatérale, symétrique, située dans le télencéphale.
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I-4-2 Structure interne de 'hippocampe

Observé en coupe transversale, I'hippocampe est divisé au niveau morphologique en
deux structures en U inversés: la corne dAmmon (CA) et le Gyrus Denté (Dentate
Gyrus, DG) (figure 6).

Figure 6 : Vue en coupe transversale de I'hippocampe de souris (Rosen et al., 2000)

CA1; CA2; CA3: subdivisions histologiques 1, 2 et 3 de la Corne d’Ammon (CA) ; DG : Gyrus Denté

Au niveau histologique, la corne dAmmon peut étre divisée en trois parties, en
fonction notamment de la taille des cellules, de la densité cellulaire, ainsi que des
connections synaptiques : CA1, CA2, CA3. Les cellules composant majoritairement
la corne d’Ammon sont les neurones pyramidaux, correspondant a des excitateurs
glutamatergigues, nommeés ainsi en raison de leur forme. Les régions CA2 et CA3
sont formées de neurones plus larges, mais moins condenseés que la région CA1l. Le
gyrus denté est composé majoritairement de neurones granulaires projetant des

axones appelés fibres mousses vers la région CA3.
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I-4-3 Connexions neuronales internes a I’hippocampe

Le flux d’informations au sein de I'hippocampe est unidirectionnel. Le circuit le plus
simple est constitué de quatre groupes de neurones, formant la voie excitatrice
trisynaptique (figure 7) : les cellules pyramidales du cortex entorhinal envoient des
afférences axonales vers les cellules granulaires du Gyrus Denté, formant la voie
perforante. Les cellules granulaires envoient a leur tour des informations vers les
cellules pyramidales de la région CA3 de la Corne dAmmon, par des projections
axonales formant les fibres mousses. L’information circule ensuite vers la région CA1
par des axones formant les collatérales de Schaffer, pour aller ensuite hors de
'hippocampe, vers la région du subiculum, qui relaye l'information vers le cortex

enthorinal, formant ainsi une boucle anatomique.

subiculum
CA3 cortex entorhinal
(cellules pyramidales) (cellules pyramidales)
collatéralesde .
Schiffer voie perforante
CA3 Gyrus Denté
(cellules pyramidales) (cellules granulaires)

fibres moussues

Figure 7 : Schématisation du flux d’'information au sein de I'hippocampe (d’apres Bouhsira, 2007)

CA1, CA3 : subdivisions histologiques 1 et 3 de la Corne d’Ammon (CA)
Le circuit le plus simple est formé par la voie excitatrice trisynaptique. Cette voie est formée de quatre
groupes de neurones constituant une boucle anatomique.
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I-4-4 Importance de 'hippocampe dans I'établissement de la mémoire spatiale

Dans la formation et le stockage des souvenirs, I'hippocampe joue un réle central.
Nous nous intéresserons dans cette partie aux structures cellulaires impliqguées dans
la formation de la mémoire spatiale, explorée lors d’études avec des labyrinthes

réalisées chez les rongeurs.

I-4-4-1 Carte cognitive et apprentissage latent

Dans le courant des années 1930, Tolman et Honzic, dans une expérience
historique, ont pour la premiere fois suggéré la formation d’une « carte cognitive »
(cognitive map) dans le cerveau, et ont ainsi mis en évidence la notion
d’apprentissage latent (Tolman and Honzic, 1930). Cette expérience leur a permis
d’avancer la thése selon laquelle les rats sont capables de former une représentation
mentale de 'agencement spatial de leur environnement. La « carte » ainsi formée
dans le cerveau a été nommeée « carte cognitive ». La formation d’'une telle carte
mentale ne constitue pas un élément immédiatement visible, et ne produit pas
nécessairement des répercussions observables ou mesurables sur le comportement
des animaux. Un tel apprentissage dit « latent » se produit en I'absence d’agents de
renforcements. Il nous fournit des informations a propos de notre environnement,
nous permettant par exemple de retrouver notre voiture sur le parking d’un

supermarché.

[-4-4-2 Les cellules de lieu

Suite a la mise en évidence de la formation d’'une carte cognitive dans le cerveau
des rongeurs, les scientifiques ont par la suite recherché les structures anatomiques
et cellulaires du cerveau impliquées dans la formation de telles représentations
mentales. Ainsi, O’Keefe et Dostrovsky, dans une étude menée en 1971 (O’Keefe
and Dostrovsky, 1971), ont identifié un type cellulaire dans I'hippocampe de rat
présentant un schéma de décharge particulier : les cellules de lieu. Ces cellules sont
responsables de la formation de cartes cognitives, permettant aux animaux de se
repérer dans I'espace. Par la suite, O’Keefe et Nadel ont émis I'hypothése en 1978

que la fonction premiére de I'hippocampe est de former de telles cartes cognitives de
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'environnement (O’Keefe and Nadel, 1978). Chez I'Homme, des cellules de
I'hippocampe possédant les mémes propriétés ont été mises en évidence en 2003

par Ekstrom et ses collaborateurs (Ekstrom et al., 2003).

Les cellules de lieu correspondent a des neurones de I'hippocampe présentant une
forte activité lorsque 'animal se trouve dans un endroit particulier de I'environnement,
correspondant au champ d’activité de ces cellules. Dans un environnement donné,
chaque cellule possede un champ d’activité généralement unique, répondant ainsi de

maniere localisée.

[-4-5 Hippocampe et vieillissement

Que le processus de vieilissement cérébral se produise de maniere normale ou
pathologique, les individus agés souffrent de déficits dans les performances de
mémorisation, notamment lors des taches de mémorisation spatiale. Les
scientifiques ont longtemps pensé que cette altération de la mémoire spatiale pouvait
étre expliquée par une baisse du nombre de neurones dans I'hippocampe. En réalité,
les études chez les rongeurs montrent une stabilité du nombre de cellules
neuronales entre les individus jeunes (4mois) et agés (24 mois) (Kennard and
Woodruff-Pak, 2011). La baisse des performances des individus dans les taches de
mémorisation et d’apprentissage spatial serait ainsi due a une altération des liens
synaptiques (Kennard and Woodruff-Pak, 2011) et a une baisse de la plasticité

neuronale (Rosenzweig and Barnes, 2003 ; Kennard and Woodruff-Pak, 2011).

Il — Les méthodes expérimentales d’exploration de la mémoire

Les protocoles expérimentaux reliés a I'exploration du comportement animal sont
largement en relation avec la méthode de conditionnement opérant, intégrant les
notions de « renforcement positif » et « renforcement négatif ». Nous allons a présent
étudier successivement les deux types d’outils utilisés pour I'exploration de cette

forme de comportement : la boite de Skinner et les labyrinthes.
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[1-1 La bofite de Skinner

La boite de Skinner correspond a un prolongement de la boite a problemes imaginée
par Edward Thorndike (figure 8).

L’animal (rat ou pigeon dans la forme imaginée par Skinner) doit apprendre a
associer le comportement souhaité par I'expérimentateur — appuyer sur un levier —
uniguement suite a la présentation de certains stimuli tels qu’un son ou un signal
lumineux. La récompense — renforcement positif — correspond alors a la distribution
de nourriture ou de boisson, suivant I'état de privation de I'animal. La punition —
renforcement négatif — correspond a un choc électrique. L’expérimentateur peut
demander a I'animal d’appuyer sur le levier uniquement aprés émission d’un son aigu

ou d’un signal lumineux.

boite

nourriture

levier

nourriture

Figure 8 : lllustration de la boite de Skinner (d’aprés Richelle, 1977)

Afin d’obtenir la nourriture, le rat doit apprendre a appuyer sur un levier a la suite de I’émission d’'un
son. Si 'animal ne réalise pas correctement la tache, la punition correspond a un choc électrique.

[I-2 Les labyrinthes

Les labyrinthes constituent des outils devenus incontournables dans les études
comportementales. L'utilisation des animaux — le plus souvent des rongeurs — dans
de tels labyrinthes implique I'utilisation de leur mémoire spatiale dont les cellules de
lieu situées dans I'hippocampe constituent les principaux acteurs. Les labyrinthes
sont utilisés afin de déterminer si divers traitements ou conditions expérimentales

peuvent modifier les capacités de mémorisation et d’apprentissage des rongeurs.

33



Nous allons a présent étudier les principaux types de labyrinthes utilisés, en nous
attardant d’une part sur les labyrinthes terrestres (classique, en T, en T-multiple et

radial), et d’autre part sur le labyrinthe aquatique.

[1-2-1 Le labyrinthe en T

Ce labyrinthe a la forme de la lettre T et figure parmi les outils les plus simples dans
le cadre de I'exploration de la mémoire spatiale a court terme chez les rongeurs
(figure 9, page suivante). Pour les souris, la base de la lettre mesure trente-cing
centimetres de long et chague bras mesure vingt-huit centimétres de long (contre
cinquante centimétres et quarante centimetres respectivement pour les rats). Au
départ, I'animal est placé a la base du T. En montant la base de la lettre, 'animal
arrive a un croisement, ou il peut choisir la branche droite ou gauche. Une
récompense peut étre donnée a l'arrivée de la premiére branche choisie. L’animal est
ensuite repris et, aprés un temps d’attente, replacé a la base de la lettre. En arrivant
une seconde fois au croisement des deux bras, I'animal choisira, de maniere
classique, le bras non visité a I'essai précédent. Ce comportement, dit d’alternance,
est généralement considéré comme un parametre pour évaluer le comportement
exploratoire des animaux dans un nouvel environnement. Ce comportement
d’alternance peut également étre observé en I'absence de récompense, et prend

alors la dénomination d’alternance spontanée.

///%, branches du T

A — — 8B |

basedu T —— >

Figure 9: lllustration du labyrinthe en T

L’animal est placé a la base du labyrinthe, et doit ensuite choisir I'une ou 'autre des branches du T, en
fonction du comportement souhaité par I'expérimentateur
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Ce labyrinthe présente 'avantage de constituer un outil trés simple dans I'étude de la
mémoire spatiale a court terme : il ne requiert pas de matériel spécifique pour
'enregistrement vidéo des animaux (mais un fort investissement de la part de
'expérimentateur). Les données recueillies sont également trés reproductibles. Le
principal inconvénient de ce labyrinthe est d’offrir un double choix pour I'animal, et
donc cinquante pour cent de chance de réussite par le jeu du hasard pour chaque
essai. Ainsi, 'animal peut par exemple utiliser des données olfactives pour résoudre

le probléme proposé.

Le labyrinthe en T a été utilisé dans de nombreuses études, par exemple pour
évaluer la mémorisation spatiale chez des souris transgéniques (Cao et al., 2007) ou
l'effet de xénobiotiques sur les performances de mémorisation spatiale (Ito and
Canseliet, 2010).

[1-2-2 Le labyrinthe en T multiple

Ce labyrinthe est formé de multiples croisements en T (figure 10).

croisementsen T — 1

multiples

Début Fin emp!acement de la
- recompense

Figure 10: lllustration du labyrinthe en T multiple

Ce labyrinthe est formé d’'une succession de labyrinthes en T. L’animal est placé au début du
labyrinthe, et doit trouver la récompense, située a la fin du labyrinthe.
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Au début de l'essai, les animaux sont placés dans une boite cylindrique noire durant
guelques secondes. Puis, cette boite noire est retirée et 'essai commence. Apres
cing minutes, si 'animal n’a pas trouvé la récompense, il est retiré du labyrinthe et

'essai est interrompu. Afin d’éviter toute contamination olfactive, le labyrinthe est
nettoyé apres chaque essai par une solution alcoolique a 70%. Les souris sont
entrainées durant quatre jours, avec trois essais par jour, et vingt secondes d’attente
entre chaque essai. Les parameétres utilisés pour I'analyse de données sont les
suivants : décision correcte ou incorrecte, distance parcourue, temps pour atteindre

la récompense, vitesse de déplacement.

L’avantage de ce labyrinthe est qu’il augmente de maniére significative la difficulté du
labyrinthe en T, avec de nombreux choix et alternatives possibles. Puisque la
récompense - distribution de nourriture ou de boisson — est placée a un endroit
précis du labyrinthe, invariant d’'un essai a I'autre, les animaux doivent apprendre un
chemin complexe qui les ménera jusqu’a la récompense. Ce labyrinthe permet
d’étudier la mémoire spatiale a long terme, mesurée par une baisse dans le temps de
réponse et du nombre d’erreurs (Sharma et al., 2010). Cependant, cet outil requiert
un systeme automatique de suivi des déplacements des animaux, dont le colt n’est

pas toujours abordable pour les équipes de recherche.

Un tel labyrinthe a été utilisé dans I'étude menée par Tolman et Honzic en 1930, qui
leur a permis d’avancer 'hypothése de la formation de cartes cognitives dans le
cerveau (Tolman and Honzic, 1930). Cet outil reste aujourd’hui largement utilisé pour
tester la mémorisation spatiale chez les rongeurs (Patil et al., 2009 ; Zheng et al.,
20009).

[1-2-3 Le labyrinthe radial

Ce labyrinthe est constitué d'une plateforme centrale avec huit ou douze bras
mesurant chacun cing centimétres de largeur et trente-cinqg centimetres de longueur
pour les souris (respectivement dix et cinquante centimetres pour les rats) (figure 11,

page suivante).

Un animal est placé au centre du labyrinthe, et une récompense est placée a la fin
de chaque bras. La meilleure stratégie pour I'animal consiste alors a visiter une seule
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fois chaque bras. Chaque visite d’un bras vide — et donc déja visité — est considérée

comme une erreur.

Un avantage important du labyrinthe radial est que la mise en place du protocole et
la récolte des données sont relativement simples, dans la version la plus basique du
test. De plus, ce type de labyrinthe permet I'’évaluation de la mémoire spatiale a court
et a long terme chez les rongeurs (Hodges, 1996). Enfin, les tests mis en place grace
a ce labyrinthe sont moins stressants pour les animaux (Hodges, 1996),

difféeremment d’autres tests tels que la piscine de Morris.

®

plateforme centrale @ nourriture

° !

bras

Figure 11 : lllustration du labyrinthe radial

L’animal est placé au niveau de la plateforme centrale, et doit visiter une seule fois chaque bras afin
d’obtenir la récompense. Chaque visite de bras vide — donc déja visité — est considérée comme une
erreur.

Un des inconvénients majeurs de ce test est la possibilité pour les animaux d’avoir
un acceés a chaque bras adjacent sans utilisation de la mémoire spatiale, mais au
contraire en se déplacant dans un sens horaire ou anti-horaire. De plus, ce labyrinthe

a des chemins pré-établis — les bras — qui ménent directement a la récompense.
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Difféeremment d’autres tests tels que la piscine de Morris, I'animal ne nécessite pas
de se souvenir du chemin le plus court menant a la récompense. Enfin, les animaux
peuvent utiliser les indices non spatiaux tels que des indices olfactifs pour savoir si
un bras a déja été visité, et ainsi savoir s’il contient ou non une récompense. Certains
auteurs utilisent une méthode de saturation aromatique, permettant aux animaux
d’explorer librement le labyrinthe avant les essais, sans aucune récompense, dans le

but de saturer 'atmosphére (Dudchenko, 2004).

Ce labyrinthe a été développé pour la premiére fois par Olton et Samuelson en 1976
dans le but d’évaluer la mémoire spatiale a court terme (Olton and Samuelson,
1976). Cet outil est aujourd’hui largement utilisé pour tester de nombreux
xénobiotiques (Paul et al., 2009) et les déficits cognitifs chez plusieurs modeles de

souris (Sharma et al., 2010).

[I-2-4 La piscine de Morris

La piscine de Morris, développée pour la premiére fois par R. Morris dans les années
80 (Morris, 1984), correspond a un outil fondamental, devenu incontournable dans
'étude de la mémoire chez les rongeurs. |l permet de réaliser des tests
comportementaux d’apprentissage spatial. L’animal — rat ou souris — est laché dans
une piscine circulaire remplie d’eau rendue opaque par du lait ou de la peinture
blanche et contenant une plateforme échappatoire. Une fois dans I'eau, I'animal a
naturellement envie de trouver un endroit échappatoire, qui correspond a la
plateforme, située a un centimétre en dessous du niveau de I'’eau. La découverte de
la plateforme correspond au renforcement positif. Au premier essai, les animaux
trouvent la plateforme par hasard. Puis, ils retrouvent leur chemin a l'aide d’indices
spatiaux situés autour de la piece. Ces derniers permettent aux cellules de
'hippocampe de former une carte spatiale de I'environnement et aux animaux de

retrouver le chemin vers la plateforme.

Dans une version plus simple de ce test explorant la mémoire non spatiale, la
plateforme est signalée par un drapeau et est ainsi visible directement (figure 12).
Ces tests, utilisés comme essais témoins dans tes taches de
mémorisation, permettent de tester la mémoire associative des animaux : puisque les
indices spatiaux situés autour de la piece sont enlevés, la capacité des animaux a
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associer la plateforme au drapeau est testée. La souris peut ainsi se déplacer
directement vers le drapeau, sans utiliser les indices spatiaux. La mémoire
associative constitue une catégorie de mémoire distincte de la mémoire spatiale,
impliquant des régions cérébrales distinctes de I'hippocampe. De plus, le processus
de vieillissement n’affecte pas cette mémoire. Les essais témoins testent I'acuité
visuelle et I'habilité physique des animaux a réaliser les taches, ainsi que leur

motivation pour aller sur la plateforme.

La piscine de Morris permet un apprentissage plus rapide par rapport a d’autres
tests, grace a l'effet aversif de I'eau sur les rongeurs. De plus, cet outil permet de
différencier une épreuve spatiale et une épreuve non spatiale, ce qui constitue un
avantage majeur pour de nombreux auteurs (D’Hooge and De Deyn, 2001). En outre
contrairement aux labyrinthes terrestres, la possibilité pour les animaux d’utiliser des
indices olfactifs est considérablement réduite (D’Hooge and De Deyn, 2001). Enfin, la
piscine de Morris permet une mesure a la fois précise et reproductible de la mémoire
spatiale, et constitue un outil trés sensibles pour évaluer les dommages causés a

I'hippocampe (Sharma et al., 2010)

/ F\\ drapeau
\ « plateforme
“ piscine

Figure 12 : lllustration de la piscine de Morris pour les essais témoins

L’animal doit associer la présence du drapeau a la plateforme, sans I'utilisation d’indices spatiaux. Ces
essais sont utilisés pour tester la capacité des animaux a réaliser les taches comportementales.

Il a est a noter que linconvénient majeur de la piscine de Morris est le stress
occasionné par la présence de I'eau. Ce dernier pourrait interférer avec les fonctions
cognitives (Sharma et al., 2010). C’est pourquoi certains auteurs procédent a une

période d’habituation des animaux a la nage avant les épreuves de mémorisation
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spatiale (Paul et al., 2009). De plus, la récolte des données doit étre réalisée par un

systeme vidéo, pas toujours abordable pour les équipes de recherche.

La piscine de Morris a été utilisée avec de tres nombreux modeles animaux de
maladies humaines, notamment de la Maladie d’Alzheimer (Paul et al., 2009). Cet
outil a également été utilisé avec des modeles animaux transgéniques (Cao et al.,
2007) ainsi que pour comprendre les mécanismes du déclin cognitif chez les
individus agés (Zhao et al., 2009).

[l — Neurobiologie du récepteur au NMDA
[1I-1 Importance de I’étude du récepteur au NMDA

Le récepteur au NMDA, un type de récepteur au glutamate, est présent en grande
quantité dans le cortex cérébral et I'hippocampe. Il est impliqué dans de nombreux
mécanismes physiopathologiques tels que la locomotion, la douleur (Mohamad et al.,
2013; Cull-Candy et al., 2001), la mémorisation et I'apprentissage (Magnusson,
2010).

Le récepteur au NMDA constitue une cible d’intérét particulier pour élucider les
mécanismes de déclin des fonctions cognitives liées a la mémorisation et
'apprentissage : des études montrent que la baisse de la synthese du récepteur au
NMDA dans les régions de I'hippocampe et du cortex préfrontal dans le cerveau de
rongeurs ages (Brim et al.,, 2013) est reliée a un déclin des performances de

meémorisation (Magnusson, 2010).

L’équipe Cao et ses collaborateurs (Cao et al., 2007) ont montré que des souris
transgéniques agées surexprimant la sous-unités GIuUN2B du récepteur au NMDA
montrent une amélioration des performances de mémorisation et d’apprentissage.
Brenna Brim et son équipe, ont montré par la suite qu’'une augmentation de la
synthese de la sous-unité GIuN2B dans les neurones du cortex et de I'hippocampe
par injections virales chez des souris agées permet d’améliorer les performances de
mémorisation et de transmission synaptique. De tels résultats suggérent en outre

que les thérapies augmentant la synthése de la sous-unité GIUN2B du récepteur au
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NMDA chez les individus agés constituent une piste pour améliorer les déclins

cognitifs liés a I'age (Brim et al., 2013).
l1l-2 Biologie moléculaire du récepteur au NMDA

Le récepteur au NMDA est un complexe de protéines transmembranaires post-
synaptiques, formant un tétrameére, constitué le plus généralement de deux sous-

unités GIuN1 et deux sous-unités GIuN2 (figure 13).

Il est a noter que I'une des deux sous-unités GIUN2 peut-étre remplacée par une
sous-unité GIuN3, dont les fonctions physiologiques restent encore peu connues. Le
récepteur possede des sites de fixation pour de nhombreux ligands, dont celui pour le
NMDA. Chacun de ces sites de fixation peut fixer plusieurs molécules (Magnusson,
2010) : ainsi, le site de fixation au NMDA fixe également des antagonistes
endogenes tels que le L-glutamate et le L-aspartate, et des antagonistes exogenes
tels que I'acide D-2-5-phosphonopentanoique (AP5).
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Figure 13 : Représentation du récepteur au NMDA (Lundbeck Institute, 2011)

Le récepteur au NMDA est constitué de 4 protéines formant un canal par lequel peuvent transiter les
ions calcium, sodium et potassium. En conditions physiologiques, le canal est obstrué par l'ion
magnésium, qui posséde un site de fixation a l'intérieur du canal. Le récepteur possede des sites de
fixation pour le NMDA, mais aussi pour la glycine et le zinc. Les 4 protéines formant le canal peuvent
appartenir aux familles des sous-unités GIuN1, GIuN2 ou GIuN3.
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La nomenclature de classification des sous-unités du récepteur NMDA est complexe,
et a été modifiee a plusieurs reprises. La « International Union of Pharmacology
Commintee on Receptor Nomencalture and Drug Classification » (NC- IUPHAR) a
publié des consignes de classification qui visent a standardiser la nomenclature
utilisée pour se référer au récepteur NMDA (Collingridge et al., 2009). Nous
utiliserons par la suite cette nouvelle nomenclature pour se référer aux différentes
sous-unités de ce récepteur. Trois familles de sous-unités ont été identifiées pour le

récepteur au NMDA : GluN1, GIuN2 et GIuN3, que nous allons a présent détailler.

[11-2-1 La famille GluN1

Dans le cerveau, huit différents variants de 'ARN messager pour la famille GIuN1 ont
été identifiés, générés par la recombinaison entre une cassette N-terminale et deux
cassettes C-terminales dans 'ARN messager (Cull-Candy et al., 2001). La cassette
C2 contient un codon stop. Lorsque celui-ci est absent, une séquence additionnelle,
jusqu’au prochain codon stop, nommée cassette C2’, devient partie intégrante de

'ARN messager (Magnusson, 2010).

La figure 14, page suivante résume la formation des ARN messagers en fonction de
la présence ou de I'absence des cassettes N et C-terminales. Les dénominations des
huit variants GIUN1 sont également présentées, en combinant les terminologies
utilisées pour les parties N-terminale et C-terminale. Dans cette figure, le signe —
indique I'absence de la cassette, le signe + indique la présence de la cassette, et les

parenthéses indiquent 'une ou I'autre de ces conditions.
Ces divers variants sont indispensables a la biologie du récepteur NMDA, puisqu’ il
existe une hétérogénéité entre ces différents variants par rapport a laffinité aux

agonistes et aux antagonistes de ce récepteur (Magnusson, 2010).

[11-2-2 La famille GIuN2 : importance de I'étude de la sous-unité GIuN2B

Quatre membres appartiennent actuellement a la famille GIUN2 : GIUN2A, GIuN2B,
GIuN2C et GIuN2D.
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Certaines études ont démontré que la sous-unité GIuN2B est particulierement
importante dans la genése de la mémoire : des souris qui surexpriment la sous-unité
GIuN2B montrent une habilité supérieure dans de nombreuses taches, en particulier
des tadches de mémorisation et d’apprentissage (Tang et al., 1999). De plus, chez la
souris, les effets les plus importants liés a I'age et reliés au récepteur au NMDA sont
observés en relation avec I'expression de la sous-unité GIUN2B : chez des souris
agées, l'expression de I'ARN messager de la sous-unité GIuN2B décroit
significativement avec I'dge dans le cortex cérébral et dans certaines régions de
I'hippocampe (Magnusson, 2000). Enfin, la baisse de glutamate se liant au récepteur
NMDA chez les individus agés semble étre reliée a une baisse de synthése de 'ARN

messager codant pour la sous-unité GIuN2B (Magnusson, 2000).

N1 Cc1 c2 ou cz

(N1) (C1) ARNM
Codon Codon
stop stop

+C1; +C2; -C2' => GluN1-1-a
_C1: +C2; -C2' => GluN1-2-a
-N1 +C1; -C2; +C2' => GluN1-3-a

-C1;-C2; +C2' => GluN1-4-a

+C1; +C2; -C2' => GIluN1-1-b
-C1; +C2; -C2' => GIuN1-2-b
+N1 +C1; -C2; +C2' => GIuN1-3-b

-C1;-C2; +C2' == GluN1-4-b

Figure 14 : Classification des différents variants de la sous-unité GIuN1 du récepteur au NMDA en
fonction des ARN messagers (d’apres Cull-Candy et al., 2001)

Signe « - » : absence de cassette ; Signe « + » : présence de la cassette ; Parenthéses : présence ou

absence de la cassette.
Huit variants de la sous-unité GIuN1 ont été recensés, en fonction de la présence ou de I'absence de
cassettes dans I’ARN messager.
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[11-2-3 La famille GIuN3 : une famille encore peu connue

Deux membres de la famille GIUN3 ont pu étre mis en évidence : GIuN3A et GIuN3B.
Une récente étude montre que les sous-unités GIUN3 seraient impliguées dans les
fonctions de locomotion, de perception de la douleur, de mémorisation et
d’apprentissage (Mohamad et al., 2013). Les auteurs de cette étude ajoutent que les
sous-unités GIuN3 pourraient constituer de potentielles cibles thérapeutiques pour

les troubles neurologiques associés au récepteur au NMDA.

Découverts il y a environ quinze ans, les roles physiologiques de ces deux sous-
unités restent encore peu connus. |l est probable que I'étude de ces deux sous-
unités permettra de comprendre encore d’avantage les meécanismes qui sous-

tendent le stockage mnésique chez les mammiféres.

IV — Implication du récepteur au NMDA en toxicologie : exemple du

bisphénol A

Historiquement, certains agents tels que le méthyl-mercure et le plomb sont
reconnus comme des neurotoxiques du développement. L'accent a toutefois été plus
récemment mis sur les troubles du développement du systeme nerveux en relation
avec une exposition périnatale aux perturbateurs endocriniens. Les mécanismes
d’action de certains de ces contaminants semblent impliquer le récepteur au NMDA.
Exposés a ces polluants durant les stades critiques du développement neuronal, les
individus seraient ainsi susceptibles de souffrir a I'dge adulte de troubles
comportementaux divers, notamment de baisses de performances de mémorisation
et d’apprentissage spatial. Nous allons dans cette partie prendre I'exemple du

bisphénol A, une molécule considérée comme un perturbateur endocrinien.

Le bisphénol A (ou BPA) est un composé chimique, utilisé en trés grande quantité a
travers le monde pour la production de plastiques durs et de résines époxy. Cette
molécule se retrouve ainsi dans la composition de nombreux produits de la vie
quotidienne tels que les lunettes de soleil, les boites de conserve, et, jusqu’en 2008
en France, les biberons. La population des pays industrialisés se trouve de fait
largement exposée de maniere chronique a de faibles doses au bisphénol A. Chez
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'Homme, le rapport d’expertise de 'ANSES (ANSES, 2013), a reconnu des
situations a risques pour I'enfant a naitre, concernant la glande mammaire, le
cerveau, le comportement, le métabolisme, l'obésité et I'appareil reproducteur
féminin. Compte-tenu du manque de données disponibles pour I'évaluation des
risques, les experts ne peuvent en revanche pas conclure quand a un risque
potentiel d’'une exposition au bisphénol A pour les autres populations (nourrissons,

enfants, adolescents).

L’exposition d’individus a des perturbateurs endocriniens tels que le bisphénol A
durant les stades critiques du développement pourrait avoir un impact négatif sur les
fonctions de mémorisation et d’apprentissage chez I'individu adulte. Xu et son équipe
ont montré qu’'une exposition chronique de rongeurs au bisphénol A durant
'adolescence et I'dge adulte peut altérer les fonctions d’exploration, d’apprentissage
et de mémorisation spatiale, sans changement significatif du taux d’hormones

sexuelles dans le sérum (Xu et al., 2011).

Puisque les fonctions de mémorisation et d’apprentissage sont largement liées a la
présence et au bon fonctionnement du récepteur au NMDA dans I'hippocampe,
certaines équipes ont cherché un éventuel effet d’'une exposition au bisphénol A sur
la synthese des sous-unités du récepteur au NMDA. Xu et son équipe ont montré
gu’une exposition périnatale au bisphénol A altére durablement la mémoire spatiale
de la descendance (Xu et al., 2010) et induit une baisse de la synthése des sous-
unités GIuN1, GIuN2A et GIuN2B du récepteur au NMDA dans I'hippocampe (Xu et
al., 2010).

Les connaissances acquises depuis le début du XX°™® siécle ont permis d’acquérir
une vision globale des diverses formes de mémoires existantes chez les
mammiferes. Les expériences réalisées ont identifié I'hippocampe comme structure
anatomique centrale du stockage de l'information et la Potentialisation a Long Terme
comme un mécanisme capable d’expliquer le stockage de l'information, notamment
par lintermédiaire du récepteur au N-méthyl-D-Aspartate (NMDA). Ce dernier
constitue un acteur majeur de la mémorisation et I'apprentissage spatial, étudiés

grace aux labyrinthes aquatique et terrestres.
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Deuxieme partie: effets d’une sur-régulation de la sous-unité
GIuN2B sur les fonctions de mémorisation et d’apprentissage
chez les rongeurs jeunes et séniles

« Il y a ceux qui voient les choses telles qu’elles sont et qui se demandent pourquoi.
Moi je vois les choses telles qu’elles pourraient étre, et je me dis pourquoi pas. »
George Bernard Shaw

I- Objectifs de I'étude

Des animaux génétiguement modifiés présentant une synthése augmentée de la
sous-unité GIuN2B dans lhippocampe ont montré une augmentation des
performances dans les taches de mémorisation et d’apprentissage (Tang et al.,
1999 ; Cao et al., 2007). Ces études ont permis de montrer que des animaux
présentant une synthése accrue de la sous-unité GIuN2B dés la naissance montrent
des performances de mémorisation et d’apprentissage augmentées a I'dge adulte.
La question a alors été posée de savoir si certains médicaments ciblant ce récepteur
pourraient étre utilisés a des fins thérapeutiques chez des individus agés présentant
des troubles de la mémorisation (Cull-Candy et al., 2001). Afin de répondre a cette
problématique, cette étude explore les effets d’'une surexpression de la sous-unité
GIuN2B dans les neurones de I'hippocampe, chez des souris jeunes et agées, dont
le génotype n'a pas été modifié. Les résultats obtenus permettront de déterminer
'intérét de développer des médicaments possédant comme cible thérapeutique le

géne de la sous-unité GIuN2B, a destination des personnes agées.

Les résultats présentés dans ce travail se placent dans le cadre d’'une investigation
plus large, menée par le Dr Kathy Magnusson et son équipe, visant a explorer les
effets d’'une surexpression de la sous-unité GIUN2B dans I'hippocampe et le cortex
frontal chez les rongeurs. lls constituent donc des résultats préliminaires, complétés
par la suite et publiés en janvier 2013 dans le journal Behavioural Brain Research
(Brim et al., 2013).
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[I- Matériels et Méthodes

[I-1 Le vecteur viral

L’expression de la sous-unité GIUN2B a été augmentée au sein des neurones en
insérant le géne correspondant dans un vecteur viral, grace a une procédure de
chirurgie stéréotaxique. Seul I'adénovirus Humain de type 5 (Replication-deficient
adenovirus type 5) constitue un vecteur viral de taille suffisante pour contenir le géne
codant pour la sous-unité GIuN2B, d’'une taille de 6,2 mégabases. Deux types de
vecteurs ont été utilisés. Le premier (« vecteur GIUN2B ») exprimait a la fois le géne
codant pour la sous-unité GIUN2B et celui de la Protéine de Fluorescence Verte
(Green Fluorescent Protein ou GFP). Le second (« vecteur contrble ») exprimait
uniquement le géne de fluorescence verte. Un promoteur de cytomégalovirus (CMV)
contrflait les genes codant a la fois pour la sous-unité GIuN2B et pour la protéine
GFP. Puisque ce promoteur est fort, sa transcription n’était pas a méme d’étre

altérée par les changements qui ont lieu dans les cellules sénescentes.

[1-2 Les animaux

Cent huit souris de sexe male, de souche C57BL/6 ont été utilisées. Ces animaux ont
ete divisés en deux groupes principaux : les souris jeunes (3 mois) et agees (21-26
mois). Les animaux des deux groupes d’age ont été aléatoirement répartis en trois
traitements différents, et ont recu soit le véhicule (animaux témoins) soit le vecteur

contrble, soit le vecteur GIuUN2B (tableau 2).

Tableau 2: Nombre d’animaux utilisés par chaque traitement et par tranche d’age

Traitement Véhicule Vecteur contrble Vecteur GluN2B
3 mois 18 18 18
21-26 mois 18 18 18

Les animaux ont été divisés en deux groupes principaux : les souris jeunes (3 mois) et les souris
agées (21-26 mois). Les souris ont recu soit le véhicule (animaux témoins) soit le vecteur contrdle
(contenant uniquement le géne codant pour la protéine de fluorescence verte, GFP) soit le vecteur
GIuN2B (contenant les génes codant pour la GFP et la sous-unité GIuN2B).

Par la suite, les groupes de souris seront nommeés par le nom du groupe auquel elles

appartiennent. Les animaux ont recu une administration de I'un ou l'autre des trois
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traitements dans I'hippocampe par chirurgie stéréotaxique. Avant de commencer les
tests comportementaux, les animaux ont été en convalescence durant une semaine
apres la chirurgie. A la fin du protocole comportemental, les souris ont été

euthanasiées par exposition au dioxyde de carbone (CO,).

[I-3 La chirurgie stéréotaxique

[1-3-1 Principe général

La chirurgie stéréotaxique correspond a une technique chirurgicale tres utilisée, et
constitue le fondement a toute technique d’exploration neurophysiologique. Elle
repose sur I'existence d’une relation étroite entre la configuration crénienne et les
structures cérébrales sous-jacentes. Cette technique permet d’atteindre une zone
particuliere du cerveau avec une grande précision en autorisant I'introduction ciblée

de canules et de sondes.

Les coordonnées de chirurgie stéréotaxique sont définies en prenant comme repéres
les sutures craniennes qui sont reliées aux structures cérébrales sous-jacentes
(figure 15). Le point bregma, correspond au point d’intersection entre la suture
sagittale et la suture coronale. Le point lambda, correspond au point d’intersection -
imaginaire - entre la suture sagittale, et la meilleure courbe de la suture lambdoide
(Laval et al., 2012).

[I-3-2 Procédure de chirurgie stéréotaxique

bY

Tous les animaux ont été soumis a une procédure de chirurgie stéréotaxique
(Annexe 1). En particulier, sont notés les différents pourcentages d’isoflurane utilisés
durant la chirurgie ainsi que les mesures réalisées sur le crane pour les injections

dans I'hippocampe.

[I-3-3 Anesthésie et analgésie

L’isoflurane a permis I'induction et la maintenance de I'anesthésie durant toute la
procédure. Apres incision cutanée, une perforation circulaire de 1-2 mm a ouvert la
voie vers I'hippocampe dorsal. Aprés la procédure, un analgésique opioide, la
buprénorphine, a été administré a la dose de 0,1 mg/kg par voie sous-cutanée, afin

de poursuivre l'analgésie. Les animaux ont recu un traitement analgésique post-
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opératoire par ingestion de paracétamol (1,2 mg/kg) et de codéine (0,12 mg/kg) dans

'eau de boisson durant les 72 heures suivant la chirurgie.

Suture lambdoide

Interaural Line

Suture sagittale

Figure 15 : Points de chirurgie stéréotaxique sur le crane du rat (d’aprés Paxinos and Watson, 2007).

Les points de chirurgie stéréotaxique sont déterminés selon les différentes sutures craniennes, reliées
aux structures cérébrales sous-jacentes. On distingue ainsi le point bregma (a I'intersection entre les
sutures coronale et sagittale) et le point lambda (point d’intersection imaginaire entre la suture
sagittale et la meilleure courbure de la suture lambdoide).

11-3-4 Les injections de vecteurs viraux

Les injections de vecteurs viraux ont été réalisées dans les deux cotés du gyrus
denté de I'hippocampe en utilisant une pompe seringue. Trois microlitres par site ont
été administrés a la vitesse de 0,5 pL/minute a la fois pour les vecteurs GIUN2B et

contr6le ainsi que pour le véhicule.

[11-5 Contréles histologiques

Bien que, pour des raisons pratiques, les contrbles histologiques aient été réalisés
apres les études comportementales, ces derniers seront explicités en premier, pour
une plus grande clarté. L’équipe du Dr Kathy Magnusson a vérifié par analyse
histologique I'efficacité de I'adénovirus en tant que vecteur d’'une part, et d’autre part
la spécificité d’expression du géne codant pour la protéine GIuN2B dans les
neurones de I'hippocampe. Les résultats histologiques présentés plus bas sont

relatifs a ceux publiés par I'’équipe (Brim et al., 2013).
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[11-5-1 Efficacité de I'adénovirus en tant que vecteur

L’efficacité de I'adénovirus en tant que vecteur a été testée grace a une lignée de
cellules de peau de lapin générée en laboratoire (figure 16). Les figures A a C (re-
coloriées en fausses couleurs) représentent des cellules injectées a la fois avec le
gene codant pour la protéine GIUN2B et celui codant pour le géne de fluorescence
verte (GFP) visualisées par immunofluorescence. La protéine GIuN2B a été marquée
par des anticorps primaire et secondaire, ce dernier étant attaché a une rhodamine
(B). Excitée a une longueur d’'onde de 557 nm, la rhodamine émet a une longueur
d’'onde de 576 nm. La protéine de fluorescence verte (A) émet une lumiére d’'une
longueur d’'onde de 525 nm aprés une excitation a une longueur d’'onde de 490 nm.
La figure C montre une reconstitution des deux images A et B, par recouvrement.
Ceci nous montre que le vecteur viral utilisé est efficace dans le transfert de genes
d’intérét dans les cellules. Ces résultats montrent en outre que I'expression de la
protéine GFP n’interfere pas avec la synthése de la protéine GIuUN2B.

Les images D et E montrent des cellules de peau de lapin ayant recu seulement le
géne GFP, visualisées par immunofluorescence. De maniére similaire aux
techniques présentées ci-dessus, ces images montrent que les cellules expriment la

protéine du gene GFP (D), mais pas celle du gene GIuN2B (E). L’injection du géne

GFP dans les cellules n'augmente donc pas I'expression de la protéine GIuN2B.

Figure 16: Cellules de peau de lapin injectées a la fois avec le géne GFP et le géne GIuN2B (A-C) et
seulement avec le géne GFP (D et E) (Brim et al., 2013).

L’observation montre que le vecteur viral utilisé permet de faire exprimer les genes codant pour la
GFP, celui codant pour la protéine GIuN2B, et les deux simultanément (figures A a C). En outre, ceci
permet de vérifier que I'expression de la protéine GFP n’augmente pas la transcription de la protéine
GIuN2B (figures D et E). Echelle : 25um
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[11-5-2 Spécificité de I'expression du géne GIuN2B dans les cellules de I'hippocampe

Les tissus neuronaux des souris ont été visualisés par immunofluorescence afin de

veérifier la surexpression de la protéine GIuN2B dans les neurones de I'hippocampe.

Figure 17: Coupe histologique de I'hippocampe montrant I'expression de la sous-unité GIuN2B, de la

protéine GFP, et de la protéine GFAP (marqueur glial) chez des souris agées selon trois traitements :

le véhicule (A, D, G), le vecteur contrdle (B, E, H) le vecteur GIuN2B (C, F, I, J, K) (Brim et al., 2013).
Les images D a K représentent des grossissements des images A a C. Les fleches représentent la
sous-unité GIuN2B surexprimée dans les cellules neuronales ; les tétes de fleches représentent la
sous-unité GIuN2B dans les astrocytes. Echelle : 25um

La figure 17, ci-dessus représente des coupes histologiques de I'hippocampe de
souris agees injectées soit avec le véhicule (A, D, G), soit avec le vecteur controle
(B, E, H), soit avec le vecteur GIuN2B (C, F, 1, J, K). Un marquage
immunohistochimique a également été réalisé afin de visualiser I'expression de la

protéine GIuUN2B (rouge), de la protéine GFP (vert) et de la protéine GFAP (bleu).
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Ces résultats montrent une augmentation du marquage immunohistochimique — et
donc de la surexpression — de la protéine GIUN2B chez les souris traitées avec le
vecteur GIuUN2B en comparaison avec une synthése endogéne (figure 32 C, F, 1, J,
K). Chez les souris injectées avec le vecteur contréle et le véhicule, aucune
augmentation de synthése de la sous-unité GIuUN2B n’a été observée, en
comparaison a une synthese endogene (figure 32 A, D, G et B, E, H). En outre, si
'augmentation de synthése de la sous-unité GIUN2B a été observée, cette derniere

n’était pas restreinte aux cellules neuronales.

[I-4 Les tests comportementaux

Nous avons testé la mémoire a long terme, ainsi que la flexibilité des animaux. Pour
chacun de ces parametres, des tests spécifiques ont été utilisés.

Pour la mémoire a long terme des essais tests ont été conduits sur 3 journées
consécutives. A la fin de chaque journée de tests, un essai enquéte a été réalise,
afin de déterminer si I'animal trouvait la plateforme par chance ou par mémoire
véritable.

Pour tester la flexibilité des animaux, des essais inversés ont été réalisés, consistant
en 1 seul essai le quatrieme jour, dans lequel la plateforme est placée dans le
cadran opposé auquel elle était préecédemment disposée.

Enfin, des essais témoins ont également été conduits le cinquieme jour, afin de

déterminer la capacité physique des animaux a réaliser les tests.

1I-4-1 Entrainement

Avant de commencer les essais, les souris ont été entrainées a la fois a nager et a
rester sur la plateforme : puisque les souris participant au protocole n'ont jamais
nageé, il est important de les entrainer a cette tache. Chaque animal est donc placé
dans la piscine pendant une durée de 60 secondes, sans plateforme. Puis, chaque
souris est habituée a rester sur la plateforme durant 30 secondes. En effet, avant
'entrainement, les animaux ne restent pas spontanément sur la plateforme
échappatoire, diminuant de fait leur apprentissage spatial, ce qui constitue une
source importante de variabilité interindividuelle. Puisque l'objectif de ces séances
préparatoires n’est pas d’entrainer les animaux a retrouver la plateforme, aucun

indice n’est présent dans la salle durant ces deux premiers jours.
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[1-4-2 Les tests comportementaux

Les tests comportementaux ont été réalisés au cours de cing journées consécutives
(figure 18, page suivante). Au cours de ces cing journées, cing types d’essais
distincts d’essais sont réalisés : I'essai pilote, I'essai test, I'essai enquéte, I'essai
inversé et I'essai témoin. La mémoire spatiale a long terme est testée au cours des
trois premiers jours. Puis, la flexibilité des animaux ainsi que la mémoire associative
sont testées au cours des journées 4 et 5, respectivement. Nous allons a présent

détailler le déroulement et les objectifs de chacun de ces tests

11-4-2-1 L 'essai pilote

Cet essai est réalisé une seule fois pour chaque souris au début de la tache de
mémorisation a long terme. Il consiste en une nage d’'une durée de trente secondes
sans aucune plateforme présente dans le tank. Il possede comme objectif de
déterminer si la souris testée a une prédisposition a nager dans une région
spécifique de la piscine. Le cas échéant, 'animal est éliminé du groupe et ne

participe pas aux essais ultérieurs.
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Memoire spatiale a long terme

Jour 1 essais tests Jours 2 et 3 essais tests
1 heure 1 heure
y ¢ 1heure 1 heure
60s |60s | 60s | 60s 60 | 60s | 60s — ——
., : : J 60s | 60s | 60 60s | 60s | 60
Essaiplote 4 essaistests dessaistests  Essal enquéte
Msnage  B0sma nage 60s max nage 30s nage 4essaistests fessaistests  Essaienquéte
ssurplatefome 30 surplatefome 305 sur pleteforme 60s max nage 6smaxnage  3smage
J0ssur plateforme 303 sur plateforme - 30s sur plateforme
Flexibilite
Memore associafve Jour 4 essais inverss
Jour 5 essais temoins
: 1h 1h
; eure j euni
60s | 60s | 60s | 60s | 603 60s | 60s | 60 60s | 60s | 60s
6 essals temons 4 essals inverses AessalsMverses  Foeaienquéte nversé
60s max nage 60s max nage 60s max nage Tsnage
Pas de temps sur [a plateforme 30s sur plateforme s sur pleteforme 305 sy pateforme

Figure 18 : Organisation de la tadche de la mémoire a long terme (d'aprés Brim et al., 2013)

La tache de mémorisation a long terme est réalisée au cours de 3 journées consécutives. Le premier
jour, un essai pilote est d’abord mis en place, afin de tester si les animaux ont ou non une
prédisposition a aller dans une zone particuliere de la piscine. Puis, 2 séries de 4 essais tests sont
réalisées, séparées par une heure d’intervalle. Un temps de pause de 60 secondes minimum est
respecté entre deux essais tests. A la fin de la journée, un essai enquéte est également réalisé, afin
de déterminer si I'animal trouvait la plateforme par chance ou par mémoire véritable. Les jours 2 et 3
sont identiques au jour 1, a I'exception de I'essai pilote, qui n’est plus réalisé. Le jour 4, deux séries de
4 essais inversés séparés par une heure de pause et se déroulant de maniére similaire aux essais
tests est mise en place pour tester la flexibilité des animaux. De méme que pour les taches de
mémorisation a long terme, un essai enquéte est également réalisé a la fin. Le jour suivant, 6 essais
témoins sont réalisés, afin de tester la capacité des animaux a réaliser les taches de mémorisation.

54



[1-4-2-2 Les essais tests

lls se déroulent durant 3 journées consécutives. Chaque journée consiste en deux
sessions de quatre essais, séparées par une heure d’intervalle. Au cours de chaque
test, les souris nagent a partir de points d’entrée distincts entre chaque essai (Nord-
Est; Nord-Ouest; Sud-Est). L’'ordre des points d’entrée change également entre
deux sessions de quatre essais. En revanche, la plateforme reste toujours située
dans le quadrant sud-est, comme présenté dans la figure 19, page suivante. Les
souris nagent pendant un maximum de soixante secondes. A la fin des soixante
secondes, si 'animal ne trouve pas la plateforme, il est mené a celle-ci. Puis, 'animal
est laissé sur la plateforme durant 30 secondes afin de mémoriser les indices
spatiaux présents autour de la piéce. A lintérieur d’'une session de quatre essais
tests, un temps de pause minimum de 60 secondes est respecté entre deux temps

de nage consécutifs.

Nord

point d’entrée point d’entrée

Nord-Est Nord-Ouest
piscine
Est
Quest

plateforme

point d'entree @~ ——
Sud-Est

Sud

Figure 19 : lllustration du déroulement des essais tests

Au cours de chaque essai test, I'animal est placé aléatoirement dans I'un des 3 points d’entrée (Nord-
Est; Sud-Est; Nord-Ouest). La tadche consiste a trouver la plateforme échappatoire durant 60
secondes de nage. Si I'animal ne trouve pas la plateforme a la fin des 60 secondes, il est mené a
celle-ci. Puis, I'animal est laissé sur la plateforme durant 30 secondes afin de mémoriser les indices
spatiaux présents autour de la piéce.
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11-4-2-3 L 'essai enquéte

A la fin de chaque journée, les souris participent a un essai enquéte. Cet essai vise a
déterminer si I'animal trouvait la plateforme par chance ou par mémoire véritable :
une souris qui sait bien ou se situe la plateforme la cherchera a I'endroit ou elle est
supposée se trouver (figue 20-A). A linverse, un animal qui ne connait pas
réellement la position théoriqgue de la plateforme nagera en cercles concentriques
autour de la piscine, sans jamais croiser la position de la plateforme (figure 20-B).
L’essai consiste en 30 secondes de nage, sans plateforme. A la fin des trente
secondes, la plateforme est remontée a la position initiale et 'animal doit la trouver
dans les quinze secondes suivantes. De maniére similaire aux essais tests, si la
souris ne trouve pas la plateforme, elle est menée a celle-ci. A la fin de l'essai,
I'animal est placé durant 30 secondes sur la plateforme afin de mémoriser les indices

spatiaux présents dans la piece.

chemin suivi par
l'animal

position théorique de
la plateforme

Figure 20 : Exemples de trajets suivis par les rongeurs lors des essais enquétes (d’apres Gallagher et
al., 1993).

Ces essais visent a déterminer si I'animal trouvait la plateforme par chance ou par mémoire véritable.
Un animal qui sait ou se trouve la plateforme nagera a I'endroit ou elle est supposée se trouver (A). A
l'inverse, un animal qui ne sait pas ou se trouve la plateforme nagera en cercles concentriques autour
de la piscine (B).
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[1-4-2-4 Les essais inversés

lls possédent comme objectif de tester la flexibilité de mémorisation de chaque
animal, leur aptitude d’adaptation face a un changement de la position de la
plateforme. Cette derniére, qui se trouvait dans la position sud-est est déplacée en
position nord-ouest. L’adaptabilité des animaux face a cette nouvelle position est
alors mesurée. Les indices spatiaux situés dans la piece restent strictement
identiques. Les essais se déroulent au cours de la quatriéme journée, et s’organisent
de maniere similaire aux essais tests : 2 sessions de 4 essais conseécutifs, séparées
par une heure de d’intervalle. Un temps de pause de 60 secondes au moins entre
chaque essai est respecté pour chaque animal. De plus, si I'animal ne trouve pas la
plateforme a la fin des 60 secondes, il est mené a celle-ci et autorisé a rester dessus
durant 30 secondes.

[1-4-2-5 Les essais enquéte inversés

lls se déroulent a la fin des 2 sessions de 4 essais d'essais inversés, et posséde un
objectif identique a celui des essais enquétes mis en place les jours 1 a 3:
déterminer si I'animal trouvait la plateforme par chance ou par mémoire véritable. De
méme que pour les essais enquétes, les essais enquétes inversés consistent en 30
secondes de nage, sans plateforme. A la fin des trente secondes, la plateforme est
remontée a la position initiale et I'animal doit la trouver dans les quinze secondes
suivantes. Si la souris ne trouve pas la plateforme, elle est menée a celle-ci. A la fin
de I'essai, I'animal est placé durant 30 secondes sur la plateforme afin de mémoriser

les indices spatiaux présents dans la piéce.

[1-4-2-6 Les essais témoins

Les essais témoins permettent de tester la mémoire associative des animaux:
puisque les indices extérieurs sont retirés, la capacité des animaux a associer un
drapeau situé sur la plateforme est testée. La mémoire associative constitue un
genre de mémoire distinct de la mémoire spatiale, impliquant des régions cérébrales

distinctes de I'hippocampe. De plus, le processus de vieillissement n’affecte pas
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cette mémoire. Ces essais testent les capacités physiques et visuelles des animaux

a réaliser les taches de mémorisation et d’apprentissage.

La figure 21, présentée page suivante, illustre la piscine de Morris agencée pour les
essais témoins. Réalisés a la fin de la cinquiéme journée, apres les taches de
mémoire de référence (essais tests et essais inverses), ils permettent de tester
I'acuité visuelle et I'habilité physique des animaux a réaliser les essais, ainsi que leur
motivation pour aller sur la plateforme. Si une différence est observée entre les
individus jeunes et les individus agés, les résultats obtenus pour les essais de
mémoire a long terme ne peuvent pas étre interprétés. Pour des raisons pratiques,
ces tests n'ont pas pu étre réalisés au début de I'expérience. En effet, si ces essais

de contréle sont réalisés avant les tests de mémorisation et d’apprentissage, alors

F N drapeau

plateforme

< piscine

-
-
-

les animaux peuvent associer la présence du drapeau avec la plateforme, ce qui

peut engendrer par la suite des difficultés d’apprentissage dans les autres tests.

Figure 21: lllustration de la piscine de Morris lors des essais témoins

Les essais témoins testent la capacité physique des animaux a réaliser les taches de mémorisation, et
sont relatifs a la mémoire associative, une forme de mémoire distincte de la mémoire spatiale non
affectée par le processus de vieillissement. Aucun indice spatial n’est disposé dans la piéce. La
plateforme est signalée par un drapeau. Cing positions sont testées pour la plateforme. Les animaux
disposent de 60 secondes de nage pour trouver la plateforme. A la fin des 60 secondes, si 'animal n’a
pas trouvé la plateforme, il est mené a celle-ci.

Six essais témoins consécutifs sont réalisés, un pour chaque position possible de la
plateforme dans la piscine. Tous les animaux sont testés successivement sur une

position de la plateforme. Dans I'ordre de réalisation des essais, les positions de la
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plateforme ont été les suivantes : Nord-Est; Sud-Est; Sud-Ouest- Nord-Ouest ;
Centre. Entre chaque essai, le point de départ de chagque animal varie de maniere
aléatoire. De méme que pour les taches de mémorisation, les animaux disposent de
60 secondes de nage pour trouver la plateforme. Lorsque les 60 secondes se sont
écoulées, si 'animal n’a pas trouvé la plateforme, il est mené a celle-ci. Un temps
minimal de 60 secondes est respecté entre deux temps de nage. Enfin, puisque cet
essai n‘a pas pour objectif de tester la mémorisation spatiale des animaux, ces
derniers ne sont pas laissés sur la plateforme a la fin de chaque essai, mais

directement déposés dans leurs cages.

[I-5 Enregistrement des données

Durant les essais, les chemins suivis par les souris ont été enregistrés par une
caméra au dessus de la piscine grace au logiciel « SMART » (San Diego
Instruments, San Diego, Californie). La figure 22, présentée ci-dessous, montre une
image de la piscine vue depuis la caméra. Elle montre également la plateforme
utilisée pour les essais, dans la position sud-est. Dans l'objectif d’'une meilleure

visualisation des différents éléments, 'eau n’a pas été rendue trouble par la peinture.

piscine

plateforme en
position sud-est

Figure 22: Vue de la piscine de Morris depuis la caméra (vue de dessus)

La piscine est remplie d’eau, normalement rendue opaque par de la peinture (non utilisée ici pour une
meilleure visibilité). La plateforme est située en position sud-est, 1 cm en dessous de la surface de
I'eau.
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Le temps nécessaire pour chaque souris pour atteindre la plateforme est enregistré
sur une feuille spécifique (voir annexe 2). Ces feuilles contiennent le numéro de
chaque essai, l'identification de chaque animal, le temps nécessité par I'animal pour
réaliser chaque essai, et I'heure a laquelle devait commencer la session suivante,
aprés la pause d’'une heure. La variable quantitative individuelle mesurée est donc le

temps en secondes nécessaire a I'animal pour atteindre la plateforme.

lI-6 Analyse des données

Le temps (ou latence) nécessité par chaque souris durant chaque essai pour
atteindre la plateforme constitue la variable reportée sur la feuille durant I'expérience.
Ces données sont notées dans I'hypothétique cas d’un enregistrement vidéo non
utilisable. Mais en réalité, ces données ne sont pas celles utilisées pour les analyses
car elles dépendent de la vitesse a laquelle nage I'animal. Ainsi, un mauvais nageur
peut se rappeler parfaitement ou se trouve la plateforme, mais peut nécessiter
d’avantage de temps pour I'atteindre. A l'inverse, une souris qui nage vite peut ne
pas se souvenir de la localisation de la plateforme mais réaliser un meilleur temps

pour I'atteindre.

Ainsi, le logiciel « SMART » analyse de nombreuses variables qui sont ensuite
transformées afin de réaliser des analyses statistiques (tableau 3, page suivante).
Nous présenterons par la suite le type de données générées par le logiciel ainsi que
la transformation de ces données pour I'analyse statistique. Cette explication aidera

a la compréhension de l'interprétation des résultats de I'expérience.

L’ordinateur crée automatiquement un fichier Excel composé des colonnes
suivantes: numéro de la souris, le numéro de l'essai, la distance moyenne a la
plateforme, la longueur du trajet, la vitesse moyenne, le nombre d’échantillons, et les

coordonnées X et Y du point de départ.
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[1-6-1 Un échantillon

Chaque 0,2 seconde, I'ordinateur mesure la distance entre la souris et le centre de la

plateforme. Chaque calcul sera par la suite appelé « un échantillon ».

Tableau 3 : Extrait d'un fichier Excel généré aprés extraction des données fournies par le logiciel
SMART

Position de la plateforme Coordonnées du centre de la plateforme
Labyrinthe 710 Sud-est Coor X Coor Y
104.88816 99.091357

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Numéro | Numéro | Distance Longueur | Vitesse Nombre Proximité | Coordonnées
souris de moyenne | dutrajet | moyenne | d’échantillons | cumulée | du point de

I'essai ala (encm) (en cm/s) (encm) départ

plateforme Coor X CoorY
(encm)

425 1 64.6 531.1 17.7 151 9754.6 110.76 | 27.956
426 2 69 563.3 18.8 151 10419 105.43 | 23.921
427 3 49.7 646.7 21.6 151 7504.7 115.52 | 33.72
428 4 45.7 631 21 151 6900.7 104.59 | 27.091
429 5 46.3 653.5 21.8 151 6991.3 111.32 | 33.432
430 6 62.7 669.1 22.3 151 9467.7 100.1 | 21.904
431 7 51.6 687.6 22.9 151 7791.6 106.83 | 26.515
432 8 57.5 547.2 18.2 151 8682.5 111.6 | 32.279
1 10 11 12 13 14 15
Numéro | Chemin Proximité Proximité Nombre Nombre Moyenne de
souris ideal cumulée du | cumulée d’échantillons | d’échantillons | proximité

(en cm) chemin idéal | corrigée du chemin corrigés corrigée

(encm) (en cm) idéal (encm)

425 69.14 1349.4 8465.6 20.17 130.83 64.7
426 60.2 66.82 9087.78 19.53 131.47 69.123
427 61.65 1752.273 8666.73 16.01 134.99 64.2
428 66.26 857.12 6647.58 14.27 136.73 48.62
429 59.8 510.154 6390.55 15.78 135.22 47.26
430 71.18 762.96 6228.334 13.72 137.28 45.37
431 66.86 1854.2 7613.5 15.96 135.04 56.38
432 61.31 708.25 7083.35 14.56 136.4 51.93

Pour chaque animal identifié (colonnel), et pour chaque essai (colonne 2), 6 paramétres sont
mesurés pendant I'essai (colonnes 3 a 6 et 8-9) et 7 calculés aprés I'essai (colonnes 7 et 10 a 15).
Les coordonnées X/Y de la plateforme sont connues au début de chaque essai. Seules les données
des colonnes 12 (Distance cumulée corrigée) et 15 (Moyenne de proximité corrigée) sont utilisées
pour I'analyse statistique.
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[1-6-2 La proximité cumulée (colonne 7)

Encore appelée distance cumulée, elle correspond a l'addition de toutes les
distances entre la souris et le centre de la plateforme, calculées toutes les 0,2
secondes (figure 23).

Sur cette figure, seules trois distances entre le trajet de I'animal et le centre de la
plateforme ont été représentées. A partir de cet exemple, la distance cumulée
correspond a l'addition des distances a, b et c. Il est important de comprendre que,

plus petite est cette distance, meilleur est le résultat pour la souris.

/\ N
d

point de départ
de la souris

distances
souris-plateforme
(échantillons)

Trajet suivi par
la souris

l N / plateforme

A k- centre de la

P
Figure 23 : lllustration du calcul de la distance cumulée

Les longueurs a ;b et ¢ (échantillons) correspondent a la distance entre la souris et le centre de la
plateforme. Ces distances sont calculées toutes les 0.2 secondes. La distance cumulée correspond
alors a I'addition de toutes ces distances (sur le schéma : a+b+c).

[1-6-3 La distance moyenne a la plateforme (colonne 3)

La distance moyenne correspond au ratio entre la distance cumulée et le nombre
d’échantillons pour 'essai. Ainsi, la distance moyenne n’inclut pas directement dans
son calcul le temps de l'essai. Mais sachant que chaque échantillon est généré
toutes les 0,2 secondes, alors la durée de I'essai est bien incluse, indirectement.

Cette donnée est fournie par le systéme d’enregistrement.
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[1-6-4 Coordonnées X et Y (colonnes 8 et 9)

Coor X/Coor Y: ce sont les coordonnées de la souris a son point de départ, au début
de l'essai. Sachant que chaque souris ne commence pas exactement au méme
point, ces coordonnées sont variables entre chaque essai. Cette variabilité peut—étre
supprimée en utilisant une autre variable, nommée moyenne de proximité corrigée

expliquée plus bas.

X=104.88816 and Y=99.091357: ce sont les coordonnées du centre de la plateforme,

en position sud-est.

[1-6-5 Le chemin idéal (colonne 10)

Ce chemin idéal correspond au chemin le plus court pour la souris pour aller depuis
le point de départ jusqu'a la plateforme. La figure 24 illustre la piscine avec la
plateforme dans la position sud-est. En utilisant le théoreme de Pythagore, le chemin

idéal correspond & : RACINE CARREE ((Ax-Bx)*+ (Ay-By)?)
Nord

point de
départ de la
souris
(coor Ax;Ay)
Est Ouest
centre de la
plateforme
(coor Bx;By)

Sud

Figure 24: Méthode de calcul pour le chemin idéal

L’animal part du point A, de coordonnées Ax et Ay, et souhaite arriver au point B de coordonnées Bx
et By. Le triangle ABC étant rectangle en C, le chemin le plus court pour la souris pour arriver a la
plateforme est alors donné par application du théoréme de Pythagore : RACINE CARREE ((Ax-
Bx)>+(Ay-By)?)
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[1-6-6 La proximité cumulée du chemin idéal (colonne 11)

En utilisant la vitesse moyenne des souris pour chaque échantillon (colonne 5), et
connaissant le chemin idéal, le logiciel a calculé, toutes les 0.2 secondes, la distance
entre la souris et le centre de la plateforme, si cette derniére suivait le chemin idéal.
Cette distance correspond a une donnée similaire a la distance cumulée, mais en
suivant le plus court chemin possible. La figure 25, présentée ci-dessous, illustre le
calcul de cette distance. La fleche représente le chemin idéal, et les segments des
échantillons de calculs (ici seuls trois échantillons ont été représentés). Pour plus de
clarté dans l'illustration, il a été laissé sous-entendu que la distance représentée par
chaque lettre (a’, b’, ¢’), correspond au chemin entre le début de chaque segment et
le centre de la plateforme. A partir de cet exemple, la distance cumulée corrigée

correspond ainsi a la somme cumulée de a’, b’ et C'.

point de départ
de la souris

Début des <]
segments a’; b’; ¢’

centre de la
plateforme
(fin des segments)

Figure 25: lllustration du calcul de la distance cumulée du chemin idéal

A partir du chemin idéal et la vitesse de déplacement de la souris, I'ordinateur calcule chaque 0.2
seconde la distance — théorique — entre I'animal et le centre de la plateforme (segments a’ ; b’ ; ¢’). La
distance cumulée du chemin idéal correspond a I'addition de toutes ces distances (ici : @’ + b’ +c’).

[1-6-7 La proximité cumulée corrigée (colonne 12)

Elle est calculée en soustrayant la distance cumulée a la distance cumulée du
chemin idéal. Elle est le reflet indirect de la distance supplémentaire parcourue en
plus par la souris, par rapport au chemin idéal. Cette donnée est utilisée pour
l'analyse statistique. Elle correspond a celle présentée dans les graphiques de

résultats.
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[1-6-8 Les échantillons du chemin idéal (colonne 13)

Ceci correspond au nombre d’échantillons pour la distance cumulée du chemin idéal.

[1-6-9 Les échantillons corrigés (colonne 14)

Cette donnée a été obtenue en prenant le nombre d’échantillons dans les essais
(colonne 6) et en soustrayant le nombre d’échantillons dans le chemin idéal
(colonne 14). Ceci corrige le nombre d’échantillons total pour les échantillons du

chemin idéal.

[1-6-10 La proximité moyenne corrigée (colonne 15)

Elle correspond a la seconde donnée utilisée pour l'analyse statistique. Elle
représente la distance moyenne entre la souris et le centre de la plateforme durant
l'essai, corrigé par le chemin idéal. Tout comme la distance moyenne, elle
correspond au ratio entre la distance cumulée corrigée (colonne 12) et le hombre

d’échantillons corrigés (colonne 14).

Ill- Résultats

Les données ont été analysées par une Analyse de Variance (ANOVA) a 2 facteurs
(age et traitement) réalisée avec le logiciel Statview. Les trois couleurs utilisées dans
les graphiques correspondent aux trois groupes présentés précédemment : véhicule

(noir), vecteur contrdle (bleu) et vecteur GIuUN2B (orange).

[ll-1 La tdche de mémoire a long terme

Les graphiques représentés par la figures 26, page suivante, montrent les
performances des souris agées d'une part (26-A), et jeunes d’autre part (26-B). L'axe
des abscisses représente les 6 séries de quatre essais tests réalisés les jours 1, 2 et
3 (deux séries de quatre essais tests par jour). Chaque point correspond ainsi a la
moyenne de quatre essais.

Les performances du groupe vecteur GIUN2B des animaux agés ont été meilleures le
premier jour (26-A) de 20%. Ensuite, leurs performances ont stagné lors du
deuxiéme et du troisieme groupe d’essais. Les souris vecteur GIuN2B ont finalement
obtenu des performances moins bonnes de 30% que les animaux témoins (groupes

véhicule et vecteur contréle) lors du second jour d’essais (bloc 4).
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Concernant les animaux jeunes, la figure montre que le groupe véhicule a obtenu
des performances significativement moins bonnes que les animaux des autres

groupes lors du cinquiéme bloc d’essais (26-B).

2 Mémoire a long terme animaux jeunes Mémoire a long terme animaux agés

S 15000- = 18000 N
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Figure 26 : Proximité cumulée pour les animaux agés (A) et jeunes (B)

Les 6 points de I'axe des ordonnées représentent, dans I'ordre chronologique, les 6 séries de 4
essais tests réalisées les jours 1 (J1), 2 (J2) et 3 (J3). Chaque point correspond ainsi a la moyenne
des performances de tous les animaux d’'un méme groupe pour les quatre essais tests. L’axe des
ordonnées représente la proximité cumulée (en cm) des animaux pour chaque série de quatre blocs
d’essais. Plus petite est cette valeur, meilleure est la performance. Le groupe vecteur GIuN2B des
animaux ages a réalisé de meilleures performances que les deux groupes témoins seulement le
premier jour (26-A). Le groupe véhicule des animaux jeunes a réalisé de moins bonnes performances
que les deux autres groupes de troisiéme jour d’essais (26-B).

[lI-2 Les essais pilote et enquétes

Une tendance pour le groupe véhicule des animaux agés a réaliser de meilleures
performances que les deux groupes d’animaux témoins (véhicule et vecteur-controle)
a pu étre observée, mais les résultats n’‘ont pas été significatifs (27-A). Aucune

différence n’a été observée pour les animaux jeunes (27-B).
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Essais pilote et enquétes animaux agés Essais pilote et enquétes animaux jeunes
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Figure 27 : Essais pilote et enquétes pour les animaux agés (A) et jeunes (B)

Les 4 points de I'axe des abscisses correspondent, dans I'ordre chronologique, a I'essai pilote (0) et
aux 3 essais enquétes (1 a 3) réalisés a la fin de chaque journée d’essais tests. L’axe des ordonnées
représente la proximité moyenne (en cm) des animaux pour chaque essai. Plus petite est cette valeur,
et meilleure est la performance.

llI-3 Les essais inverseés

Aucun effet significatif du traitement ne peut étre observé : le traitement n’a permis
de mettre en évidence des performances ni meilleures ni moins bonnes dans chaque
catégorie d’age (28-A et 28-B).

Essais inversés animaux ages Essais inversés animaux jeunes
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5 § 10000,
0 0
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Figure 28 : Essais inversés pour les animaux ageés (A) et jeunes (B)

Les performances pour chaque groupe d’animaux correspondent a la moyenne des quatre essais
inversés réalisés le jour 4. La variable mesurée est la proximité cumulée (en cm). Plus petite est cette
valeur, et meilleure est cette performance.
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[1l-4 Les essais témoins

Aucune différence significative entre les groupes n’a pu étre observée (figures 29-A
et 29-B).

Essais témoins animaux ages Essais témoins animaux jeunes
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Figure 29 : Essais témoins pour les animaux agés (A) et jeunes (B)

Les essais se déroulent le quatrieme jour. Tous les animaux de chaque groupe sont testés sur une
méme position de plateforme, avant que celle-ci soit changée pour la position suivante. Six positions
de plateforme ont été testées, dans 'ordre : Sud ; Centre ; Nord-Est (N-E) ; Nord ; Sud-Est (S-E) ;
Nord-Ouest (N-O).

IV- Discussion

Les résultats de cette étude sont en faveur d’un effet bénéfique de la sur-régulation
de la sous-unité GIuN2B dans l'hippocampe chez les individus agés sur la
mémorisation et 'apprentissage. Le premier jour des tests, le traitement a permis une
amélioration d’environ 20% des performances de mémorisation et d’apprentissage
des individus agés. Le deuxiéme jour, la sur-régulation a entrainé une dégradation
des performances d’environ 30%. Ces résultats ont été par la suite confirmés par les
travaux de Brenna Brim (Brim et al., 2013), qui a en effet comparé les performances
des souris ageées par rapport a celles des souris jeunes. Ceci permet d’évaluer le
taux d’amélioration des individus &agés, par rapport a des animaux dont les
performances de mémorisation ne devraient pas étre altérées. Le premier jour, les
résultats publiés indiquent que les animaux agés injectés avec le vecteur GIuN2B ont

réalisé des performances de mémorisation spatiale a long terme similaires a celles
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des animaux jeunes témoins, et meilleures que les animaux agés non traités. Les
jours 2 et 3, les animaux agés traités ont réalisé des performances inférieures a
celles des animaux jeunes témoins, et une tendance a une diminution des

performances par rapport a celles des animaux agés non traités.

Des études ont montré que le cortex frontal joue également un réle important dans la
mémorisation et I'apprentissage, notamment dans les tadches de mémorisation
spatiale a long terme (Brim et al., 2013). Les effets d’une sur-régulation de la sous-
unité GIuN2B du récepteur au NMDA dans le cortex frontal sur les performances de
mémorisation et d’apprentissage ont également été étudiés. Les animaux agés
injectés avec le vecteur GIuUN2B ont montré le jour 2 de meilleures performances que
les animaux agés témoins, et des performances comparables a celles des animaux

jeunes non traités.

Les animaux injectés avec le vecteur GIuN2B ont donc montré une amélioration des
performances de mémorisation et d’apprentissage a des instants différents selon que
la protéine GIUN2B soit surexprimée dans I'hippocampe (amélioration le jour 1) ou
dans le cortex frontal (amélioration le jour 2). A la lumiére de ces résultats, les
auteurs concluent que les récepteurs au NMDA présents dans les neurones de
I'hippocampe améliorent I'apprentissage rapide (acquisition de la mémoire) et dans

les neurones du lobe frontal 'apprentissage tardif (consolidation de la mémoire).

Tout comme les travaux de Brenna Brim publiés par la suite (Brim et al., 2013),
aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence dans les taches de
flexibilité, ni aucune tache impliquant les animaux jeunes. Les résultats préliminaires
présentés montrent certes une baisse des performances des animaux jeunes
véhicule lors du jour 3 dans les tests de mémorisation spatiale, mais aucune
justification ni résultat ultérieur n’a permis de fournir une explication a cette
observation. Ces résultats sont surprenants : I'’hippocampe, le récepteur au NMDA
ainsi que la sous-unité GIuN2B sont importants pour la flexibilité, et augmenter
'expression de la sous-unité GIuN2B dans le cerveau participe a améliorer la
mémoire spatiale a court terme (Brim et al., 2013). Nous pouvons suggérer que la

surexpression la sous-unité GIuN2B n’était pas suffisamment importante pour
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améliorer les performances de mémorisation spatiale chez les animaux jeunes d’une

part, et celles de flexibilité chez les animaux agés d’autre part.

Pour des études ultérieures, il serait intéressant d'explorer les effets d’'une sur-
régulation de la sous-unité GIUN2B sur les performances de mémorisation et
d’apprentissage a la fois dans les régions de I'hippocampe et du cortex frontal. A la
vue des résultats publiés, nous pourrions attendre une amélioration des
performances sur 'ensemble de la durée des tests : les apprentissages rapide et
tardif seraient alors sollicités chez les mémes individus. De plus, la non significativité
des taches de flexibilité reste surprenante: il serait intéressant d’augmenter
d’avantage la surexpression de la sous-unité GIuN2B dans les régions cérébrales
concernées, puisque I'expression insuffisante de cette protéine chez les souris

traitées constitue une piste pour expliquer ces résultats.

Les études montrent que les effets déléteres du vieillissement sur la mémorisation et
'apprentissage peuvent étre inversés par une surégulation de la sous-unité GluN2B
au niveau de régions cérébrales ciblées (Tang et al., 1999 ; Cao et al., 2007 ; Brim et
al., 2013) De tels résultats ouvrent de grandes perspectives thérapeutiques des
maladies neurodégénératives pour les années a venir. Il restera par la suite a
déterminer les effets potentiellement néfastes d'une telle potentialisation des

performances de mémorisation et d’apprentissage chez les individus agés.

L’intérét du récepteur au NMDA dans la mémorisation et 'apprentissage au sein de
nombreuses régions cérébrales, notamment I'hippocampe et le cortex frontal a
largement été démontré. Mais la baisse d’expression de ce récepteur ne constitue
pas la seule hypothése possible pour expliquer les déclins cognitifs liés a I'age: les
récepteurs au NMDA chez les animaux agés ne posséderaient pas la méme
efficacité de fonctionnement que ceux présents chez les animaux jeunes
(Magnusson, 2010). Une question importante est de déterminer les roles exacts
joués par les différentes sous-unités du récepteur au NMDA dans les déclins
cognitifs. En particulier, de récentes études révelent que des souris KO pour la sous-
unité GIUN3A montrent des performances de mémorisation et d’apprentissage

augmentées a I'dge adulte (Mohamad et al., 2013). Le réle de I'environnement
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(stress, environnement social) dans la baisse de synthése et de fonctionnalité du
récepteur au NMDA chez les individus agés reste également a déterminer.

Les sous-unités du récepteur au NMDA ont constitué une cible essentielle de
recherche pour des thérapies des troubles de la mémorisation et de I'apprentissage
chez les individus agés. D’autres pistes plus récentes restent également a exploiter :
il est en effet plus récemment apparu que des changements épigénétiques tels que
la baisse de la méthylation de 'ADN et de 'acétylation des histones interviennent
également dans la baisse des performances de mémorisation et d’apprentissage
(Adwan and Zawia, 2013). De tels changements semblent impliqués dans I'apparition
des troubles associés a la maladie d’Alzheimer. Les inhibiteurs des histones
déacéthylases, enzymes responsables de la baisse d’acétylation des histones,
améliorent la mémoire spatiale chez la souris (Rudenko and Tsai, 2013), constituant
ainsi des pistes thérapeutiques intéressantes.

L’exposition d’individus a des facteurs extérieurs lors de phases critiques du
développement cérébral constitue également une piste de compréhension de la
physiopathologie des maladies neurodégénératives. Il a ainsi été montré que le
stress chronique chez de jeunes rats induit des changements durables dans
'architecture de I'hippocampe, associés a des baisses de performances a l'age
adulte dans la Piscine de Morris (Eiland and Romeo, 2012). Certains polluants
cibleraient particulierement les cellules en cours de remaniement épigénétique
(Barouki, 2013): les cellules neuronales foetales et celles de la petite enfance
seraient alors particulierement vulnérables a ces polluants « épigénotoxiques »,

capables d’induire des changements visibles uniquement a I'dge adulte.
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Conclusion

Les troubles liés a la mémorisation et I'apprentissage apparaissent parmi les
premiers signes cognitifs chez les individus &gés. La compréhension des
mécanismes physiologiques de la mémoire, ainsi que la recherche de thérapeutiques
capables d’inverser les effets délétéres des troubles cognitifs liés a I'age constituent
des axes de recherche d’intérét dans les pays occidentaux. Les maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer constituent en effet des

problémes de santé publique majeurs dans ces régions du globe.

Ce travail préliminaire s’est attaché a étudier les effets d’'une sur-régulation de la
sous-unité GIluN2B dans [l'hippocampe de souris sur la mémorisation et
lapprentissage. Les résultats obtenus, confirmés par une étude publiée
ultérieurement, sont en faveur d’un effet bénéfique d’une telle sur-régulation sur la
mémorisation a long terme des souris séniles. Cette étude ouvre des perspectives

thérapeutiques pour les personnes atteintes de troubles neurodégénératifs.

Ces trente dernieres années, des avancées majeures ont permis une meilleure
compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires expliquant le stockage
de linformation a long terme. Ces avancées ont été suivies de découvertes
prometteuses offrant des perspectives thérapeutiques aux individus atteints de
troubles neurodégénératifs. L’apparition récente de I'épigénétique a ouvert la voie a
de nouvelles pistes de recherche, qui demeurent encore a explorer. La
compréhension de laltération du microenvironnement chromosomique a la suite
d’expositions uniques ou répétées de facteurs extérieurs durant les stades précoces
du développement de lindividu permettra de mieux comprendre encore la

physiopathologie de ces démences pour proposer de nouveaux traitements.
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Annexe 1: Feuille utilisée pour I'anesthésie des souris en vue de la

procédure de chirurgie stéréotaxique

Stereotaxic Surgical Data Sheet 1

Date: 6/28/2010
Animal ID:
Study: vglun2b ro drug prefrontal grp4

Purpose:

glun2b anatagonist study

Pump contents or injection solution (circle one):

Anesthesia: |soflurane Isoflurane Oxygen
Isoflurane induction chamber 4 % 1 L / minute
Isoflurane nose cone 15225% 1 L / minute
Isoflurane in stereotaxic apparatus 1.5-2.2¢% 1 L / minute

Induction time:

Gas off time:

Total time gas was used:

Sterotaxic Coordinates

left
AP
ML
DV

right
AP
ML
DV

Suture and Skull Designated Alterations Mouse Coordinates
Measurements Suture/Skull Measurements
Ventral Orbital - bilateral injections

Bregma -17

Longitudinal +.1

Skull or Dura -.25

Volume injected |3uL |

Bregma -17

Longitudinal -.1

Skull or Dura -.25

Volume injected 3uL

Temperature Measurements (every 10 minutes)

Initial Temp
Temp:
Temp:
Temp:

Post Check -
Post Check .

Time:

Time: Temp: Time:
Time: Temp: Time:
Time: Temp: Time:

(time and behavior)
(time and behavior)

Mice given acetaminophen 24 hours pre-surgery (240 mg in 200 mi water)
Mice given acetaminophen plus codeine phosphate (10 mi stock + 190 mi water) oral solution post-
Mice given acetaminophen (240 mg in 200 ml water) given for remainder of study

Notes:
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Annexe 2: Feuille utilisée pour les tests comportementaux

SHORT TERM WATER MAZE - 1ST PLACE DAY Threshold 74 Room temp
DATE SHORT-TERM DAY I Erosion 2 water temp ‘i'(
) Experiment  SULINDAC GRP3 PLATFORM POSITI( SE
Drive Folder MAZE710 MAZE FILE: se.zon
]c:&éroéram files/Panlab/SMART/ [ | ] MAZE FOLDER:
Unmarked trials are 60 seconds long
Intertrial intervals are 2 minutes long except where noted
PLACE TRIALS
Probe trial 0 Place Trial 1 Place Trial 2 Place Trial 3 Place Trial4  Predicted
File # latency File# latency File#  latency File #  latency File#  latency Starttime
Mouse # 1 for 5th trial
NE-PROBEQ add 1 hout
422CM
1BLUE A Iaom, /{\4 éo I(k éo’ ! Ié ”_lo lé'o h
Predicted Probe Trial 1
Place trial 5 Place Trial 6 Place Trial 7 Place Trial 8 Start time Actual File # latency
Actual Start . for probe  Start
Time add 1 hou Time NE-PROBE1 **Change Max
time back
(%73 AT ¢l (63170 ] f6 ] T T s hesSlio | o e
Probe trial 0 Place Trial 1 Place Trial 2 Place Trial 3 Place Trial4  Predicted
File # latency File#  latency File#  latency File#  latency File #  latency Start time
Mouse # 2 F for Sth trial
NE-PROBEQ add 1 hour
425CR &
[V [ |M"|éollﬂ'l£0 (9 1ZS SI[D Lo o Y
Predicted Probe Trial 1
Place trial 5 Place Trial 6 Place Trial 7 Place Trial 8 Start time Actual File # latency
Actual Start for probe  Start
Time SW NE NW SwW add 1 houl Time NE-PROBI **Change Max
¥ . time back
Ig;js l CZ_ ,(0 é"] E [ l é(,léOjL@ kb ” 'd’ll\ 05,‘“ , 30 sec. to 60 seconds
Probe trial 0 Place Trial 1 Place Trial 2 Place Trial 3 Place Trial4  Predicted
File # latency File #  latency File #  latency File #  latency File # latency Start time
Mouse # 3 for 5th trial
NE-PROBEQ add 1 hour
428SM 5 o
] [ em szlq?lj‘{lmlzg [ (78 [Jo los59
Predicted V- Probe Trial 1
Place trial 5 Place Trial 6 Place Trial 7 Place Trial 8 Start time Actual File # latency
Actual Start for probe  Start
Time SwW NE NW Sw add 1 hou Time NE-PROBE1 **Change Max
5 i l l ¢ ‘ ¢ [ . !l I E ,lime back
,@.08 l C% , lgj q’\ , n 7 1'—5 I.A. l}s- l 40 "\ % "’-\ “2} 30 sec. to 60 seconds
Probe trial 0 Place Trial 1 Place Trial 2 Place Trial 3 Place Trial4  Predicted
File # latency File#  latency File#  latency File #  latency File #  latency Start time
Mouse # 4 for 5th trial
NE-PROBEQ 60 sec add 1 hour
432SR - -
4BLUE U |30:ec | IEEI 22 lbi H ?,\WTI 3 ,10 l\b' I
Predicted Probe Trial 1
Place trial 5 Place Trial 6 Place Trial 7 Place Trial 8 Start time Actual File # latency
Actual Start for probe  Start
Time dd 1 houl Tlme NE-PROBE **Change Max
l l ; B ﬂ time back
10% l % , ,{ q;L O L \3 l 30 secjto 60 seconds
Probe trial 0 Place Trial 1 Place Trial 2 Place Trial 3 Place Trial 4 Predicted
File # latency File#  latency File# latency File# latency File# latency Starttime
Mouse # 5 for 5th trial
NE- PROBEO so sec add 1 hou
426CR . X
1GREEN l § ' ws;l ;0 l l l_’z.z lé H 53 EL lm l.'lp ,O-b
Ptedicted Probe Trial 1
Place trial 5 Place Trial 6 Place Trial 7 Place Trial 8 Start time Actual File # latency
Actual Start for probe  Start
Time add 1 hou Time NE-PROBE1 **Change Max
- « time back
WS RAIL] [5T55 (3] R AAEET | e [
Probe trial 0 Place Trial 1 Place Trial 2 Place Trial 3 Place Trial4  Predicted
File#  latency File# latency File# latency File# latency File# latency Starttime
Mouse # 6 for 5th trial
NE-PROBEQ NW _ 60sec SW NW = NE add 1 hour
3 7~
4295M 6 ‘ g\ o g i eé\ 2.) } é [ . \\
2GREEN 30 sec. é A : Q |ls. _
S Predicted Probe Trial 1
Place trial 5 Place Trial 6 Place Trial 7 Place Trial 8 Start time Actual File # latency
for probe  Start
| Start
?ﬁ;u: S add 1 houTime __ NE-PRO)! **Change Max

(o[BI ] % [ IL&_LE 3& (o JWANBIHE [
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TITRE: Implication du récepteur au NMDA dans le vieillissement, 'apprentissage et la mémorisation :
approche expérimentale par sur-régulation de la sous-unité GIUN2B du récepteur au NMDA dans
I’lhippocampe de souris

RESUME : Chez 'Homme, la mémoire est I'une des premiéres fonctions cognitives a étre affectée par
le vieillissement, induisant I'apparition de troubles neurodégénératifs. L’identification des causes de
déclin des performances de mémorisation est nécessaire pour la recherche de thérapies. La premiére
partie rappelle les diverses formes de mémoires, leur classification, les bases anatomiques et
cellulaires du stockage mnésique, les méthodes d’exploration de la mémoire chez les rongeurs et la
neurobiologie du récepteur au NMDA. L’étude expérimentale compare les effets d’'une sur-régulation
de la sous-unité GIUN2B du récepteur au NMDA sur la mémorisation et I'apprentissage de souris
jeunes (3 mois) et agées (21-26 mois) a l'aide de la Piscine de Morris : chez les animaux jeunes,
aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence entre les animaux traités et les animaux
témoins. Chez les animaux &gés, la sur-régulation a entrainé le premier jour une amélioration des
performances d’environ 20%, et le deuxiéme jour une dégradation de celles-ci d’environ 30%. Cette
étude suggere un effet bénéfique d’'une augmentation de la sous-unité GIUN2B sur les performances
de mémorisation et d’apprentissage chez les souris séniles.

MOTS CLEFS : Apprentissage — Mémorisation — Hippocampe — Récepteur au NMDA — Rongeurs —
Labyrinthes — Piscine de Morris

ENGLISH TITLE: Role of NMDA receptor in ageing, learning and memory: an experimental study of
an up-regulation of NMDA receptor GIUN2B subunit in rodent hippocampus neurons

ABSTRACT: In humans, memory is one of the first cognitive functions to be impaired by ageing,
inducing neurodegenerative deficits. ldentification of age-related memory decline causes is necessary
for therapeutic research. In the first part of the study, the different forms of memory, their classification,
the cellular and anatomical basis of memory storage, the methods of memory exploration in rodents
and the neurobiology of NMDA receptor are reported. The experimental study compares the effects of
an up-regulation of GIuN2B NMDA receptor on learning and memory in young (3-months) and aged
(21-26 months) mice in the Morris Water Maze: young control and treated animals showed no
significant difference. Aged up-regulated animals showed improved performances by 20% the first
day, and reduced by 30% the second day. This study suggests a beneficial effect of an up-regulation
of GIUN2B subunit on learning and memory performances in aged mice.
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