N

N

Etudes des mécanismes de la consolidation de la
mémoire dépendante de ’hippocampe
Cédrick Florian

» To cite this version:

Cédrick Florian. FEtudes des mécanismes de la consolidation de la mémoire dépendante de
I’hippocampe. Neurosciences. Université Paul Sabatier (Toulouse 3), 2024. tel-04793016

HAL Id: tel-04793016
https://hal.science/tel-04793016v1

Submitted on 20 Nov 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/tel-04793016v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
TOULOUSE I
PAUL SABATIER Univesic

aculté
Een}recde Ii_tla_nheﬂnr_lesl clences
Sur la Logmiion Animale ot ngenlerle

Mémoire rédigé en vue de I'obtention de

L’'HABILITATION A DIRIGER DES RECHERCHES

Ecole Doctorale Biologie-Santé-Biotechnologies de Toulouse

Présentée par

Cédrick FLORIAN

Sous le marrainage de Claire RAMPON

Etudes des mécanismes de la consolidation
de la mémoire dépendante de
I"hippocampe

Soutenue le 07 juin 2024

Membres du Jury
Olivier NICOLE CR, CNRS, Université de Bordeaux Rapporteur
Roseline POIRIER MCU, Université Paris-Saclay Rapporteure
Sophie TRONEL CR, CNRS, Université de Bordeaux Rapporteure
Daniel DUNIA DR, INSERM, Université Toulouse 3  Examinateur
Guillaume ISABEL Professeur, Université Toulouse 3 Président

Claire RAMPON DR, CNRS, Université Toulouse 3 Marraine

1



TABLE DES MATIERES

Partie 1 : CURRICULUM VITAE

1. Parcours @Cad@miQUE. ...........c.oouiiiioi i, page 5

2. Parcours profeSSIONNEL. ... page 5

3. Activités d'enseigNemMENTS. ... page 6

4. Responsabilités padagogiques. ..o page 10
5. Responsabilités d’encadrements................ocooooiiiiiiiiiii page 10
6. Responsabilités scientifiques................ooooooiiii page 12
7. Autres activités sCientifiqUES................ooooiiiiii i page 12
8. Conférences invitées dans les congrées nationaux et internationaux................. page 13
9. Séminaires invitées et communications orales...................cccooooiiiiiiiiiii page 13
10. Bourses et financements de recherche......................cooooooiiiii page 14
11. Conférences ou interventions grand public...........................o page 14
12. Publications dans des revues a comité de lecture........................ccooooiiiiin, page 14

Partie 2 : TRAVAUX DE RECHERCHE DOCTORAL ET POST-DOCTORAL

1. Travaux de Thése (période 2001-2005)
1.1. Etude de la région CA3 de I'hippocampe dorsal dans la mémoire spatiale............... page 19

1.2. Etude des mécanismes moléculaires de la consolidation de la mémoire spatiale dans la région CA3

de 'hippocamPe dOrSal.......c.oooiiis e page 21
1.2.1. lefacteur de transcription CREB...........c.ooiiiiiiiic e page 21
1.2.2.  1es protéines PSA-NCAMS.......ccooiiiiiiiit e page 22

2. Travaux de recherche post-doctoral (période 2005-2010)

2.1. Etude du systeme adénosinergique astrocytaire dans la formation d’'une mémoire dépendante de
L PP OCAMIDE e page 23

2.2. Etude des récepteurs nicotiniques de type a4B2 dans la formation de la mémoire dépendante de
NP OCAMPE. .. e, page 27

2.3.Etude des HDACs de classe | dans la consolidation de la mémoire dépendante de
L PP OCAMIDE .o page 30

3. Travaux de recherche post-doctoral (période 2010-2011)



Partie 3 : TRAVAUX DE RECHERCHE DEPUIS MON RECRUTEMENT

1.1 Etude des mécanismes épigénétiques dans la consolidation et la reconsolidation de la mémoire chez
1@ SOUNIS @AUITE. ... page 35

1.2 Etude du complexe corépresseur transcriptionnel SIN3A dans la mémoire a long terme chez la
SOUNIS AAUITE. ...t page 39

1.3 Mise en place d’un nouveau modele murin pour I'étude du rdle du corépresseur transcriptionnel
SIN3A dans la mémoire a long terme chez la souris adulte et agée.......................... page 42

1.4 Etude du circuit neuroanatomique sous-tendant la réponse comportementale de peur innée chez
12 SOUNIS @AUITE BT A .. ..., page 44

1.5 Etude du réle du complexe de corépression transcriptionnelle REST dans |'apparition des déficits de

mémoire liés a la maladie d'AlZheiMmer.........ccc.oiiiiiii e page49
1.6 Perspectives et réflexion sur la « mémoire transcriptionnelle » ... page 54
1.7 PrOJETS @NNEXES ..o page57

Partie 4 : REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES



CURRICULUM VITA



Cédrick FLORIAN

Né le 23 septembre 1975 a Tonneins (47)

Maitre de Conférences (CN, échelon 8), Université Paul Sabatier, Toulouse Il

Adresse professionnelle :

Centre de Recherches sur la Cognition Animale - CNRS UMR 5169
Centre de Biologie Intégrative (CBI)

Université Paul Sabatier, 118 Route de Narbonne

31062 Toulouse cedex 9

Email : cedrick.florian@univ-tlse3.fr Téléphone : 05 61 55 65 69

Site internet groupe : http://cbi-toulouse.fr/eng/equipe-rampon

Mots-clés projets de recherche: Neurosciences, Comportement, Apprentissage & Mémoire,

Epigénétique, Souris

Bibliométrie

H-index (Google Scholar, mars 2024): 18
Nombre total de citations : 2135 pour 21 articles
Articles les plus cités : 881 fois (Halassa et al, Neuron 2009),
211 fois (Florian et al, J Neurosci. 2011)

1. Parcours académique

1999 Licence de Biologie Cellulaire et Physiologie, Université de Bordeaux | et Il

2000 Maitrise de Biologie Cellulaire et Physiologie, option neurosciences intégratives,
Université de Bordeaux |

2001 DEA Neurosciences, Comportement, Cognition, Université Paul Sabatier, Toulouse Il

2005 Thése de Doctorat en Neurosciences, Université Paul Sabatier, Toulouse I

2. Parcours professionnel

2005-2010 Stage post-doctorat, Université de Pennsylvanie, Philadelphie, USA
Département de Biologie. Directeur de recherches : Ted Abel
Sujet de recherche 1 : Etude du rdéle du complexe corépresseur transcriptionel Sin3A et des HDACs dans

la consolidation de la mémoire chez la souris


mailto:cedrick.florian@univ-tlse3.fr
http://cbi-toulouse.fr/eng/equipe-rampon

Sujet de recherche 2: Etude du réle des astrocytes dans les processus de plasticité synaptique neuronale,
d’apprentissage et de mémoire, et dans le la régulation du sommeil chez la souris (en Collaboration avec
Philip G. Haydon, School of Medicine, Tufts University, USA)

Sujet de recherche 3 : Etude des mécanismes et cascades moléculaires qui sous-tendent un effet
facilitateur lié a I'action de la Nicotine sur les récepteurs de type a4fB2 de I"hippocampe de souris (en
collaboration avec Thomas J. Gould, Dept of Psychology, Temple University, USA)

Sujet de recherche 4 : Etude les effets d’'une mutation au niveau des récepteurs GABA de type A sur les
propriétés de la synaptase et sur la mémorisation spatiale (en collaboration avec Stephen J. Moss, Dept

of Neuroscience, Tufts University, USA)

2010-2011 Stage post-doctorat, Institut Cochin, INSERM U.1016, Paris
Université Paris Descartes, CNRS (UMR 8104). Directeurs de recherches : Jamel Chelly
& Thierry Bienvenu

Sujet de recherche : Etude du géne FoxG1 et MeCP2 dans le syndrome de Rett

Depuis 2011  Maitre de Conférences, CRCA/CBI — Université Paul Sabatier, Toulouse llI

3. Activités d’enseignements (nature et niveaux des enseignements)

Au cours de mon doctorat (2001-2004), j’ai dispensé de travaux dirigés et pratiques au sein de
I’'Université Paul Sabatier (Toulouse 3) en tant que vacataire d’enseignements.

e UE de Neurobiologie (Travaux Dirigés, 26 h/an)
Niveau : Deuxiéme année de DEUG SVT
- Introduction aux techniques utilisées dans les domaines de la Neuroscience, approches théoriques et
expérimentales (8 heures)
- Etude du Systeme Limbique par une approche anatomique, fonctionnelle et expérimentale.
Description de son réle dans les émotions, les apprentissages et la mémoire (12 heures)
- Etude de I'Hypothalamus, approche anatomique et fonctionnelle et réle de I'axe Hypothalamo-
hypophysaire (8 heures)

e UE de Neurobiologie (Travaux Dirigés, 20 h/an)
Niveau : Deuxieme année de DEUG de Psychologie
- Introduction aux techniques de I'imagerie cérébrale (4 heures)
- Etude de la chronobiologie (4 heures)

- Réle du sommeil dans les processus d’apprentissage et de mémorisation (4 heures)



- Etude des bases neurologiques qui sous-tendent les émotions (4 heures)

e UE de Neurosciences Comportementales (Travaux Dirigés, 72h/an)
Niveau : Licence de Psychologie
- Enseignements dirigés consacrés aux différents types d’apprentissages (associatif et non associatif) et
formes de mémoires (travail, références, spatiale, ...) chez le rongeur. Introduction a I'utilisation de
dispositifs (Y-maze, Morris maze, Radial maze, Fear conditioning, ...) et protocoles expérimentaux.

e UE de Neurosciences Comportementales (Travaux Dirigés, 42h/an)
Niveau : Licence de Psychologie (Service d’Enseignement a Distance)
- Enseignements dirigés consacrés aux différents types d’apprentissages (associatif et non associatif) et
formes de mémoires (travail, références, spatiale, ...) chez le rongeur. Introduction a I'utilisation de
dispositifs (Y-maze, Morris maze, Radial maze, Fear conditioning box, ...) et protocoles expérimentaux.
- Enseignements dirigés consacrés aux relations qui unissent la mére et son jeune (brebis et agneau),
approches théoriques et expérimentales de 'Ethologie et Neuroéthologie.

e UE de Cognition Animale (Travaux Pratiques, 40h/an)
Niveau : Maitrise de Neurosciences
- Encadrement de groupes d’étudiants lors de la sélection d’un théme de recherche consacré a I'étude
du comportement animal (choix libre) et mise en place du protocole expérimental
- Suivi des expériences, encadrement lors de I'analyse statistique des résultats et de la rédaction du
rapport

- Correction, notation des rapports écrits et des présentations orales

Nombre d’heures
Année universitaire Etablissement d’enseignement . .enselgnees Décharges
(équivalent TD — base
192h)

2011-2012 Université Paul Sabatier 128h Nouvel entrant (64h)

Toulouse 3
2012-2013 Université Paul Sabatier 140h Nouvel entrant (64h)

Toulouse 3
2013-2014 Université Paul Sabatier 196h

Toulouse 3
2014-2015 Université Paul Sabatier 201h

Toulouse 3
2015-2016 Université Paul Sabatier 199h

Toulouse 3

R . Responsable année M2

2016-2017 b 192h neurosciences, comportement,

Toulouse 3 o

cognition (9h)
L . Responsable année M2

2017-2018 Université Paul Sabatier 216h neurosciences, comportement,

Toulouse 3 o

cognition (9h)




Université Paul Sabatier Responsable année M2
2018-2019 195h neurosciences, comportement,

Toulouse 3 cognition (18h)

Université Paul Sabatier Responsable annee M2
2019 - 2020 194h neurosciences, comportement,

Toulouse 3 cognition (18h)

Université Paul Sabatier Responsable année M2
2020 - 2021 226h neurosciences, comportement,

Toulouse 3 cognition (18h)

-Responsable année M2
N . neurosciences, comportement,
2021 - 2022 U”'Verigﬁlzls‘:fbat'er 195,5h cognition (18h)
-Responsable des TP
Neurosciences (6h)

-Responsable année M2
neurosciences, comportement,
. - . cognition (18h)
2022 - 2023 Université Paul Sabatier 206h “Responsable des TP
Toulouse 3 .
Neurosciences (6h)
-Responsable d'UE a gros effectifs
sans TP (2h)

-Responsable année M2
neurosciences cognitives et
. - . intégrées (18h)
2023 - 2024 Université Paul Sabatier 197h ~Responsable des TP
Toulouse 3 .
Neurosciences (6h)
-Responsable d'UE a gros effectifs
sans TP (2h)

SN : sciences naturelles ; PCESVT : premier cycle d’études des sciences de la vie de la terre ; BOPE :
biologie des organismes et des populations ; BCP : biologie cellulaire et physiologie ; 2B2M : biochimie,
biologie moléculaire et microbiologie ; BT : biotechnologie ; Bio-Tox : biotoxicologie ; BBE : biodiversité

et biologie environnementale

Enseignements 2011-2016:

- L1 SN : UE Accompagnement

- L2 PCESVT : UE Enzymologie et Biologie Cellulaire. Cours Magistraux, Travaux Dirigés

- L2/L2 BOPE : UE Introduction au Comportement Animal. Cours Magistraux, Travaux Pratiques

- L2 BCP : UE Neurosciences. Travaux Dirigés, Travaux Pratiques

- L3 BCP/L2 2B2M: UE Introduction a la Méthodologie Expérimentale. Cours Magistraux, Travaux
Dirigés

- L3 BCP : UE Fonctions Nerveuses Intégrées. Travaux Dirigés

- L2 BOPE : UE Ecologie Comportementale. Travaux Pratiques

- M1 BioSanté : Initiation aux Méthodes de la Recherche. Travaux Pratiques

- M1 BioSanté : Neurosciences Cognitives, Neuroéthologie, Neurogénétique. Cours Magistraux,

Travaux Dirigés



- M2 Neurosciences, Comportement, Cognition : UE Processus Mnésiques et Plasticité. Cours

Magistraux

Enseignements 2016-2022 :

- L2 PCESVT : UE Biologie Cellulaire. Cours Magistraux, Travaux Dirigés

- L2/L2 BOPE : UE Introduction au Comportement Animal. Cours Magistraux, Travaux Pratiques

- L2/L3 BOPE : UE Neuro-écologie. Cours Magistraux, Travaux Pratiques

- L2 BCP : UE Neurosciences Comportementales. Cours Magistraux, Travaux Dirigés

- L3 BCP/L2 2B2M: UE Introduction a la Méthodologie Expérimentale. Cours Magistraux, Travaux
Dirigés

- L3 BCP : UE Fonctions Nerveuses Intégrées. Travaux Dirigés

- L3 BCP : UE Ethologie. Cours Magistraux

- L2 BOPE : UE Ecologie Comportementale. Travaux Pratiques

- M1 BioSanté : Plateforme Intégrée Neurosciences. Travaux Pratiques

- M1 BioSanté : Neurosciences Cognitives. Cours Magistraux

- M1 BioSanté : UE Organisation et Maintenance des Génomes Eucaryotes. Cours Magistraux, Travaux
Dirigés

- M1 BT : UE 'ADN, du Nano-objet a la Cible Pharmacologique. Travaux Dirigés

- M2 Neurosciences, Comportement, Cognition : UE Processus Mnésiques et Plasticité. Cours
Magistraux

- M2 Bio-Tox : UE Exploration Fonctionnelle et Imagerie. Travaux Dirigés, Travaux Pratiques

Enseighements 2022-2024:

- L2 PCESVT : UE Biologie Cellulaire. Cours Magistraux, Travaux Dirigés

- L2 BCP/L2 BBE : UE Introduction a la Biologie du Comportement. Travaux Dirigés

- L2 BCP/L2 2B2M : UE Introduction a la Méthodologie Expérimentale. Cours Magistraux, Travaux
Dirigés

- L2 BCP/L2 BBE/L2 2B2M : UE Sciences et Sociétés. Travaux Dirigés

- L3 BCP : UE Ethologie et Neuro-éthologie. Cours Magistraux

- L3 BCP : UE Projets thématiques multidisciplinaires. Travaux Dirigés

- L3 BBE : UE Ecologie Sensorielles. Cours Magistraux, Travaux Dirigés

- L3 BCP/L3 2B2M : UE Qu’est-ce que la Science ? Travaux Dirigés

- M1 Neurosciences : Expérimentation Animale. Cours Magistraux

- M1 Neurosciences : Génétique du Comportement et Neuro-éthologie. Cours Magistraux, Travaux

Dirigés



- M1 Neurosciences : Ethique en Expérimentation Animale et Humaine : Travaux Dirigés

- M1 BT : UE 'ADN, du Nano-objet a la Cible Pharmacologique. Travaux Dirigés

- M2 Neurosciences, Comportement, Cognition : UE Processus Mnésiques et Plasticité. Cours
Magistraux

- M2 Neurosciences Cognitives et Intégrées : UE Mécanismes de la mémoire. Cours Magistraux,
Travaux dirigés

- M2 Neurosciences Cognitives et Intégrées : UE Neurodegenerative processes. Travaux dirigés

4. Responsabilités pédagogiques

Depuis 2016 : Co-responsable UE Introduction a la Méthodologie Expérimentale commune aux L2 BCP et
L2 2B2M (environ 450 étudiant.es)

2016-2022 : Responsable UE Introduction au Comportemental Animal proposée a la L2 BOPE (environ 36
étudiant.es)

2021-2022 : Responsable UE Neuro-écologie proposée au L2/L3 BOPE (environ 36 étudiant.es)

Depuis 2022 : Co-responsable UE Ethique en Expérimentation Animale et Humaine proposée au M1
Neurosciences (environ 40 étudiant.es)

Depuis 2023 : Co-responsable UE Neurodegenerative Processes proposée au M2 NCI (environ 70
étudiant.es)

Depuis 2021 : Co-responsable des Travaux Pratiques de Neurosciences (environ 120 étudiant.es)
Encadrement d’un technicien animalier, responsable de la gestion financiére, de la gestion des animaux
in vivo et de sa législation, et de la gestion du matériel). Ce poste est a forte responsabilité puisque
plusieurs centaines d’heures de TP, qui concernent tous les TPs de la section 69 (neurosciences), sont
dépendants de cette gestion. Je participe également au groupe de travail sur la restauration du batiment
4TP4 qui accueillera les futures salles de TPs du département Biologie et Géoscience (BG) ainsi que
I'animalerie (souris, rat, insectes et poissons) qui hébergera I'ensemble des animaux des TPs du
département BG.

2016-2023 : Co-responsable du Master 2 Neurosciences, Comportement, Cognition (environ 18
étudiant.es)

Depuis 2023 : Co-responsable du Master Neurosciences parcours « Neurosciences Cognitives et

Intégrées » (environ 18 étudiant.es)

5. Responsabilités d’encadrements

Niveau Licence (avec taux d’encadrement):

2015 Jean-Yves Montenay, 1 mois, Licence 2 BCP, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
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2015
2015
2017
2017
2018
2018
2019
2019
2022
2022
2022
2022
2023
2023

Alexia Brocario, 1 mois, Licence 3 BCP, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Myléne Duivon, 1 mois, Licence 3 BCP, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Vincent Roux, 1 mois, Licence 2 2B2M, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Vincent Roux, 1 mois, Licence 3 2B2M, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)

Lucie Cabiro, 3 mois, Licence 3 BOPE, Université Paul Sabatier Toulouse (50%)

Estelle Schott, 2 mois, Licence 2 BCP, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)

Juan Garcia Ruiz, 2 mois, Licence 2 2B2M, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Patrick Macedo Ribeiro, 1 mois, Licence 3 BCP, Université Paul Sabatier Toulouse (50%)
Lucie Camp, 1 semaine, 1 année a I'INSA Toulouse (50%)

Alban Bertolissi, 1 mois, 3™ année de Pharmacie, Université Paul Sabatier (50%)
Aurélia Coutarel, 1 mois, Licence 2 BCP, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Aroha Boutin, 1 mois, Licence 2 BCP-BioMIP, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Victor Volker, 1 mois, Licence 3 BCP, Université de Poitiers (50%)

Aroha Boutin, 2 mois, Licence 3 BCP-BioMIP, Université Paul Sabatier Toulouse (50%)

Niveau Master 1 (avec taux d’encadrement):

2013
2015
2016
2017
2018
2019
2019
2019
2019
2019
2023
2024

Anthony Kischel, 2 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Marie Corsini, 1 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Alexia Brocario, 2 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Benjamin Schmitt, 1 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Axel Philipart, 1 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)
Célia Hay, 2 mois, Master 1 Biologie, Université de Besangon (50%)

Siham Bouziane, 2 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (50%)
Célia Bak, 1 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)

Julie Beauduffe, 1 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (50%)
Mélissa Vilatte, 1 mois, Master 1 BioSanté, Université Paul Sabatier Toulouse (50%)
Chloé Lattes, 2 mois, Master Neurosciences, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)

Zoé Castagnet, 2 mois, Master Neurosciences, Université Paul Sabatier Toulouse (100%)

Niveau Master 2 (avec taux d’encadrement):

2012

2013

Raphaél Bouton, 5 mois, Master 2 Neurosciences, Comportement, Cognition, Université Paul
Sabatier Toulouse (50%)
Khaoula Rekik, 5 mois, Master 2 Innovation Pharmacologique, Université Paul Sabatier Toulouse

(33%)
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2013 Héléne Villain, 5 mois, Master 2 Neurosciences, Comportement, Cognition, Université Paul
Sabatier Toulouse (50%)

2014 Marie Rieux, 5 mois, Master 2 Innovation Pharmacologique, Université Paul Sabatier Toulouse
(100%)

2016 Adel Ben-Kraeim, 5 mois, Master 2 Neurosciences, Comportement, Cognition, Université Paul
Sabatier Toulouse (100%)

2018 Clara Margarido, 5 mois, Master 2 Neurosciences, Comportement, Cognition, Université Paul
Sabatier Toulouse (100%)

2020 Célia Bak, 5 mois, Master 2 Neurosciences, Comportement, Cognition, Université Paul Sabatier
Toulouse (100%)

2024 Elsa Moise, 5 mois, Master Neurosciences Cognitives et Intégrées, Université Paul Sabatier

Toulouse (100%)

Niveau Doctorat (avec taux d’encadrement):

2013-2016 Hélene Villain, thése de Neurosciences ED BSB (co-direction Cédrick Florian 50%, Pascal
Roullet 50%) — soutenue le 20 Décembre 2016

Sujet de these: Réle du systéme noradrénergique et des mécanismes épigénétiques dans la

reconsolidation de la mémoire : implication dans un modele murin du trouble de stress post-

traumatique

2020-2024 Célia Bak, thése de Neurosciences ED BSB (co-direction Cédrick Florian 80%, Claire Rampon
20%) — soutenance prévue en Juillet 2024.

Sujets de thése : Réle du complexe corépresseur transcriptionnel Sin3A dans les mécanismes de la

mémoire chez la souris adulte et d4gée / Etude du circuit neuroanatomique sous-tendant la réponse

comportementale de peur innée chez la souris adulte et agée

6. Responsabilités scientifiques

Depuis 2017 : Responsable scientifique de la plateforme technigue de phénotypage comportemental chez
la souris (MBC, Mouse Behavioral Core, CBI- Toulouse)

Depuis 2020 : Membre titulaire de la commission scientifique spécialisée (CSS) INRAE, section « Biologie
Animale » (mandat : 4 ans)

2021 : Membre titulaire du groupe d’avancement de grade d’enseignant-chercheur (GAEC) E rang B,

Université Paul sabatier-Toulouse3
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7. Autres activités scientifiques

Rapporteur de jury de thése (1) :
e 2016 : Benjamin BESSIERES (doctorat en Neurosciences), Theése dirigée par Olivier Nicole,
Université de Bordeaux 1
Titre : Implication fonctionnelle des récepteurs NMDA corticaux au cours des processus de

consolidation systémique et d’oubli de la mémoire associative chez le rat

Membre de comité de suivi de thése (3) :

e 2019-2020: Florent MARTY (these dirigée par Elsa Suberbielle (CPTP, Toulouse), ED BSB
Titre : ROle de la réponse aux cassures double-brin de I’ADN des neurones en conditions pathologiques :
Impact sur les fonctions neuronales

e 2021-2022 : Marcy BELLOY (these dirigée par Nicolas Blanchard (Infinity, Toulouse), ED BSB
Titre : Impact de la neuro-inflammation et des lymphocytes T CD8 résidents mémoires intracérébraux
associés a l'infection par T. gondii sur le fonctionnement et la dégénérescence du systeme nerveux
central

e 2023-2024: Nina COLITTI (theése dirigée par Carla Cirillo et Isabelle Loubinoux (TONIC,

Toulouse), Fondation des gueules cassées/ANR

Titre : Stratégie thérapeutique dans la régénération cérébrale : le systéme nerveux périphériqgue comme

source innovante

Membre de jury de concours de Maftre de conférences (1) :
e 2023 : profil pédagogique et de recherches - Biochimie, physiologie, neurobiologie et nutrition
Section 64-Biochimie et biologie moléculaire, 69-Neurosciences, 66-Physiologie (Université de

Bordeaux)

8. Conférences invitées dans des congrés nationaux et internationaux

2009 Molecular & Cellular Cognition Society, SfN, Chicago

2009 6th Annual Circadian & Sleep Research Retreat, Philadelphia
2014 GDR Mémoire, Grasse (06)

2021 GDR Mémoire, Vers (46)

9. Séminaires invités et communications orales

2005 Upenn, Philadelphia
2008 Temple University, Philadelphia
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2010
2016
2011
2011

10.

2003
2005
2006
2021
2022
2023

11.

2017
2017
2024

12.

2003
Rome)
2006
2006
2008
2009
2016
2019
2023
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1. Travaux de These (période 2001-2005)

Un des enjeux de la recherche en neurosciences est la compréhension des mécanismes cellulaires et
moléculaires qui sous-tendent les processus mnésiques qui font suite aux apprentissages. De
nombreuses études, notamment menées chez les invertébrés, ont montré que des modifications
neuronales et structurales qui apparaissent pendant et aprés un apprentissage, peuvent supporter les
différentes formes de la mémoire. Chez les vertébrés, cette avancée reste encore fébrile, et en
particulier, pour ce qui est des apprentissages plus complexes. Un apprentissage complexe nécessite
d’acquérir une multitude d’informations, de les traiter dans son ensemble, de les mettre en mémoire
et de les restituer, et ceci dans le but d’obtenir une récompense ou d’éviter une punition. Les
apprentissages spatiaux chez les rongeurs représentent un bon moyen d’étude pour les apprentissages
complexes. En effet, 'animal doit par exemple extraire de son environnement les éléments spatiaux

pertinents afin de répondre au mieux a une tache demandée.

L’objectif de mon travail de Thése a été d’identifier les supports nerveux des activités cognitives liées a la
connaissance de I'espace. De nombreuses données de la littérature font de I"hippocampe la principale
structure responsable de la représentation spatiale (O’Keefe and Nadel, 1978), et son
dysfonctionnement est, de plus, mis en relation avec différentes pathologies affectant les activités
d’ordre cognitif comme la mémoire. Mon étude portait sur le réle d’une région de I'hippocampe, la
région CA3, dans le traitement des informations mises en jeu au cours d’un repérage spatial et dans la
reconnaissance de |'environnement. J'ai focalisé mon attention sur cette région CA3 pour plusieurs
raisons. La premiére est que cette région fait I'objet de peu d’études alors qu’elle est un véritable
carrefour des informations sensorielles arrivant au sein de la structure hippocampique. Il faut savoir par
exemple, que les cellules pyramidales du CA3 sont capables de répondre aux afférences corticales issues
des aires entorhinales. La deuxieme raison est qu’elle est considérée comme une matrice d'auto-
association pour le stockage et le rappel de I'information (Treves and Rolls, 1992; Rolls and Treves, 1997)

lui affectant ainsi, un réle dans les processus de mémoire.

1.1. Etude de la région CA3 de I'hippocampe dorsal dans la mémoire spatiale
Le premier objectif de mes travaux de these a été d’étudier I'implication de la région CA3 de
I"hippocampe dorsal dans les différentes phases de mémorisation d’une information spatiale, c’est-a-
dire au cours des processus d’acquisition de cette information (phase d’acquisition), au cours du

traitement et du stockage a long terme de l'information (phase de consolidation) et enfin, lors de la
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récupération de l'information stockée (phase de rappel). Nous avons tenté de répondre a deux
questions principales.

La région CA3 participe-t-elle a la réalisation de ces trois phases mnésiques ? L'implication de cette
région de I'hippocampe dorsal est-elle ou non spécifigue a un type d’apprentissage donné
(associatif/non associatif ou spatial/non spatial) ?

Pour étudier le role de la région CA3 de I'hippocampe dans les différentes phases de la mémoire
spatiale, il est essentiel de développer au préalable une nouvelle procédure comportementale. C'est
pourquoi, nous avons mis en place une nouvelle procédure d’apprentissage dans la piscine de Morris,
dans laquelle les animaux doivent localiser une plate-forme cachée en utilisant des éléments visuels
distaux, en un minimum de temps (max. 80 minutes). Cette procédure d'apprentissage dite « a essais
massés » nous a permis d’étudier les différentes phases de la mémoire. En effet, lors de séances
d'apprentissage étalées sur plusieurs jours (dite « a essais distribués »), la trace mnésique formée est
réactivée et puis reconsolidée entre chaque séance d’apprentissage rendant difficile la dissociation
entre les processus d’acquisition et de consolidation (Sara, 2000; Nader, 2003). En outre, pour étudier
les différentes phases de la mémoire séparément, il est nécessaire de bloquer temporairement la région
CA3 de I'hippocampe uniquement pendant la phase spécifique que I'on souhaite examiner. Nous avons
eu recours a des injections intra-hippocampiques de diéthyldithiocarbamate (DDC), dont la durée
d'action maximale dans I'hippocampe dorsal est d'environ 2 heures (Stupien et al., 2003). Le DDC est
reconnu pour ses propriétés de chélation des métaux lourds extra- et intracellulaires, notamment le
zinc, présent en grande quantité dans la région CA3 (Danscher et al., 1973; Holm et al.,, 1991). Le DDC
permet de perturber la transmission synaptique au niveau des fibres moussues et des cellules
pyramidales de la région CA3 (Danscher et al., 1973) et d’altérer la plasticité synaptique en inhibant
I'action d’enzymes post-synaptiques (Heikkila et al., 1976). In vitro, le DDC a été utilisé pour inhiber
I'induction de la potentialisation a long terme au niveau des fibres moussues (Lu et al., 2000). Le DDC
est également connu pour bloquer temporairement I'hippocampe dorsal (Lassalle et al., 2000) et la
région CA3 (Stupien et al.,, 2003). Ainsi, grace a la courte durée d'action du DDC, couplée a notre
approche comportementale a essais massés, nous étions en mesure d'étudier le role de la région CA3
de I'hippocampe dans les trois phases de la mémoire spatiale.

Nos résultats ont montré que la région CA3 de I'hippocampe dorsal est impliquée dans I'acquisition
d’une information spatiale. Nous avons également montré que le blocage de I'activité de CA3 par une
injection bilatérale de DDC diminuait de facon significative les performances des animaux au moment
de la consolidation de la mémoire (c’est-a-dire quand les injections étaient réalisées immédiatement
apres la derniere séance d’apprentissage). La mémoire a long terme des animaux n’est pas perturbée
guand les injections de DDC sont réalisées 2 heures aprés la fin de I'acquisition, suggérant que la région

CA3 est importante pour l'initiation de la consolidation de la mémoire spatiale. Enfin, nous avons
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également montré que cette région de I'hippocampe dorsal ne participe pas au rappel de I'information
spatiale, ni a I'acquisition, ni a la consolidation et ni au rappel d’une information non spatiale.
Cette étude a montré pour la premiére fois le role de la région CA3 de I'hippocampe dorsal dans

I'acquisition et la formation de la mémoire spatiale a long terme (Florian and Roullet, 2004).

1.2. Etude des mécanismes moléculaires de la consolidation de la mémoire spatiale dans la région

CA3 de I'hippocampe dorsal
Dans un deuxieme temps, nous avons tenté de déterminer quels étaient les éléments moléculaires qui
sous-tendent les processus de la consolidation mnésique d’une information spatiale au niveau de l'aire
CA3. Notre étude s’est focalisée sur deux protéines-clés connues pour étre activement impliquées dans

ces processus de mémorisation a long terme : les protéines CREB et NCAM.

1.2.1. Roéle de du facteur de transcription CREB dans la consolidation de la mémoire

Le facteur de transcription CREB (cAMP response-element binding protein) joue un réle important dans
les processus de plasticité qui sous-tendent les processus d’apprentissage et de mémoire (Frank and
Greenberg, 1994; Carew, 1996; Silva et al.,, 1998). Chez le rongeur, l'inactivation de CREB dans
I"'hippocampe dorsal perturbe la consolidation de la mémoire spatiale (Guzowski and McGaugh, 1997).
De plus, des souris mutantes présentant un déficit d’expression des deux isoformes de la protéine CREB
(CREB®®) montrent également un déficit de la mémoire a long terme (Bourtchuladze et al., 1994).
L’objectif de cette étude a été d’étudier le réle de ce facteur de transcription dans la consolidation d’une
information spatiale suite a un apprentissage « a essais massées » dans la piscine de Morris.

Pour inactiver le facteur CREB nous avons utilisé des oligodésoxynucléotides (ODNs) antisens dirigés
contre les ARN messager du CREB, injectés directement dans la région CA3 de I'hippocampe. Nous
avions précédemment montré que cette région de I’"hippocampe est impliquée dans la phase initiale de
la consolidation la mémoire spatiale (Florian and Roullet, 2004). Ainsi pour montrer le role de la protéine
CREB dans la consolidation de la mémoire dépendante de CA3, nous avons réalisé ces injections d’ODNs
immédiatement aprés la derniére séance d’acquisition en piscine Morris. Nous avons ensuite testé les
animaux 1 heure ou 24 heures plus tard, afin d’évaluer respectivement leur mémoire a court terme et
along terme.

Les principaux résultats de cette étude ont montré qu’une injection intra-hippocampique d’ODNs
dirigés contre les ARNm de CREB immédiatement apres I'acquisition réduit le niveau de la forme
phosphorylée et active de la protéine CREB et induit ainsi un déficit de mémoire a long terme. La
mémoire a court terme de ces animaux reste quant a elle intacte. Ces résultats ont montré pour la
premiére fois qu’une action locale de la protéine CREB dans la région CA3 participe a la consolidation

de la mémoire spatiale a long terme.
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Nos résultats ont suggéré qu’une injection bilatérale d’ODNs dirigés contre les ARNm de CREB dans la
région CA3 de I'hippocampe perturbe la consolidation de mémoire spatiale a long terme mais pas la

mémeoire a court terme (Florian et al., 2006b).

1.2.2. Role des PSA-NCAM dans la consolidation de la mémoire
Nous avons observé une diminution des performances de la mémoire spatiale a long terme lorsque la
région CA3 de I"hippocampe dorsal est completement bloquée pendant la consolidation (Florian et
Roullet, 2004). Nous avons également constaté ce méme déficit de mémoire lorsque que la forme active
et phosphorylée de la protéine CREB est perturbée au niveau de la région CA3 (Florian et al., 2006b).
Ces travaux suggerent non seulement que la région CA3 intervient dans le traitement de I'information
spatiale, mais qu’il y aurait au sein de cette région CA3, une réorganisation synaptique capable de
soutenir la mémoire a long terme. Dans ce contexte, la molécule d’adhésion neuronale (NCAM) nous a
semblé étre un candidat idéal pour jouer un réle important dans ces processus de réorganisation
synaptique et dans les modifications des patterns d’activité des cellules nerveuses (Pradel et al., 1999;
Cambon et al., 2004).
En effet, la mémorisation a long terme dépend fortement de modifications structurales au niveau
synaptigue et de la synthese de nouvelles protéines et glycoprotéines (Bailey et al., 1996). Les premiers
travaux concernant I'implication des glycoprotéines dans la formation de la mémoire remontent a un
peu plus de 40 ans, quand il a été montré, pour la premiére fois chez I'animal, qu’un apprentissage
pouvait entrainer une augmentation de la glycosylation des protéines (Routtenberg, 1979). Plus tard,
Kandel et ses collaborateurs identifierent chez un mollusque marin, le réle d’une molécule d’adhésion
cellulaire NCAM dans la formation de la mémoire (Mayford et al., 1992). Le but de notre expérience a
été d'étudier le role de ces molécules d’adhésion cellulaire au sein de la région CA3 au cours de la
consolidation mnésique d'un apprentissage spatial.
Pour cela, nous avons utilisé un peptide mimétique de I'acide polysialique des PSA-NCAM. Ce peptide a
été caractérisé, lors de test in vitro, comme étant un facilitateur de la pousse axonale et un précurseur
de la migration cellulaire. Lors de tests in vivo, ce peptide s’est révélé étre un facilitateur de la migration
de neuroblastes préalablement greffés dans le cerveau de souris (Torregrossa et al., 2004).
Nos résultats ont suggéré qu’une injection d'un peptide mimétique de I'acide polysialique dans la région
CA3 augmente les performances de rappel de la mémoire spatiale 24 heures (mémoire a long terme)

mais également un mois (mémoire a tres long terme) aprés |'apprentissage (Florian et al., 2006a).

L'ensemble des travaux de ma Thése a permis de préciser le réle de la région CA3 de I'hippocampe dans
les processus d’apprentissage et de mémoire spatiale et non spatiale chez la souris. Ces travaux ont

notamment identifié que cette région de I'hippocampe est le siege de mécanismes cellulaires et
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moléculaires qui participent a la consolidation d’une information spatiale, c’est-a-dire a la mise en place

de la mémoire a long terme (figure 1).

Figure 1

HIPPOCAMPAL CA3-AREA

MEMORY CONSOLIDATION

Schéma modifié de Roux et al., 2021

2. Travaux de recherche post-doctoral (période 2005-2010)

Aprés ma Theése, j'ai rejoint I'équipe de Ted Abel du département de biologie a I'université de
Pennsylvanie (UPenn, USA) pour m’intéresser plus particulierement aux mécanismes moléculaires de la

consolidation de la mémoire.

2.1. Etude du systéme adénosinergique astrocytaire dans la formation d’'une mémoire dépendante

de I'hippocampe
Dans un premier temps, je me suis intéressé aux événements pouvant altérer la mise en place de la
mémoire a long terme chez la souris. Grace a une collaboration avec Mickael Hallassa et Philip G. Haydon
(School of Medicine, Tufts University, USA), nous avons révélé le réle des cellules nerveuses non-
neuronales, comme les astrocytes, dans les processus de plasticité synaptique, d’apprentissage et de

mémoire, suite a une privation du sommeil chez la souris.

De nombreuses études de la littérature ont montré que les troubles du sommeil participaient aux
déficits cognitifs tant chez I'Humain que chez les animaux, suggérant un role important du sommeil dans
le stockage et la consolidation de la mémoire (Wagner et al., 2004; Stickgold, 2005). En effet, les sujets
Humains soumis a une tache de discrimination visuelle ou a un test de séquence motrice montrent une

amélioration de performance aprés une nuit compléte de sommeil, mais pas aprées une période d'éveil
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(Stickgold et al., 2000). De maniére similaire, les troubles du sommeil affectent la plupart des souvenirs
dépendant de I'hippocampe chez les rongeurs, tels que I'évitement passif (Silva, 2004), les taches
d'apprentissage spatial (Guan et al., 2004) ou le conditionnement a la peur (Vecsey et al., 2009). Les
souvenirs non dépendants de I'hippocampe, comme dans la tache de reconnaissance d'objets
nouveaux, sont également affectés lorsque le sommeil est perturbé (Halassa et al., 2009). Cependant,
les mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels les troubles du sommeil modulent la
consolidation de la mémoire restaient a I'époque encore assez peu décrits dans la littérature.

Les troubles du sommeil sont également connus pour augmenter le niveau d'adénosine extracellulaire
dans le cerveau, suggérant que |I'adénosine peut agir comme un facteur endogéne favorisant le sommeil
(Porkka-Heiskanen et al., 1997). En effet, l'infusion d'un analogue d'adénosine dans le cerveau de souris
favorise I'endormissement (Porkka-Heiskanen et al., 2000). De méme, I'administration chronique d'un
agoniste du récepteur Al de I'adénosine améliore les performances mnésiques des souris dans le
labyrinthe aquatique de Morris, alors que l'antagoniste sélectif les diminue (Von Lubitz et al., 1993).
Les cellules astrocytaires jouent un role dans I’homéostasie du sommeil en libérant des transmetteurs
chimiques appelés gliotransmetteurs. De maniere générale, les astrocytes liberent de I’ATP qui est
rapidement dégradée en adénosine, et qui active a son tour des récepteurs a I'adénosine de type 1,
responsables de la réaction homéostatique durant le sommeil.

En utilisant un modéle de souris transgéniques (GFAP-tTA/tetO-dnSNARE, alias dnSNARE) qui présente
une mutation au niveau d’un complexe protéique (le complexe SNARE) et qui perturbe spécifiquement
I'exocytose dépendante de la protéine SNARE dans les astrocytes (figure 2), Pascual et ses
collaborateurs ont découvert que le blocage de la gliotransmission empéche ['accumulation
extracellulaire d'adénosine, qui est formée a partir d'ATP libérée par les astrocytes (Pascual et al., 2005).
Dans cette étude, les auteurs ont montré que les souris dnSNARE sont protégées contre les effets
dégradants de la perte de sommeil sur la mémoire. Nous avons montré la méme protection contre la
privation de sommeil est observée lorsque des souris non transgéniques et de type sauvage sont traitées
avec l'antagoniste de I'AA1R, la 8-cyclopentyl-1,3-diméthylxanthine (Halassa et al., 2009). L'ensemble
de ces découvertes suggerent donc que |'adénosine/ATP issue des astrocytes peut étre responsable des

déficits cognitifs causés par les troubles du sommeil.
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Figure 2. Les transgénes dnSNARE a — —
sont exprimés dans les astrocytes - OX/ [tetO |dnSNARE]||tetO | EGFP
de I'hippocampe et du cortex en m

I'absence de nourriture a base de \ VA

Doxycycline. a, Schéma de la + Dox [tetO [dnSNARE] [tetO [ TEGEP
génération des souris

bitransgéniques exprimant

dnSNARE. Deux lignées différentes
de souris transgéniques ont été
décrites  précédemment  par
Pascual et al. (2005). Une lignée de
souris dans laquelle le promoteur
de la protéine acide fibrillaire
gliale humaine (GFAP) conduit
I'expression du transactivateur de tétracycline "tet-off" (tTA). La deuxieme, tetO.dnSNARE, contient un domaine
dnSNARE régulé par un opérateur tétracycline (tetO) et un géne rapporteur de protéine verte fluorescente (EGFP).
En croisant ces deux lignées, ces auteurs ont exprimé le domaine dnSNARE uniquement dans les astrocytes. Toutes
les souris étaient maintenues en présence de nourriture a base de doxycycline (+Dox) jusqu'au début des
expériences. De 3 a 4 semaines avant les expériences, la nourriture a base de doxycycline (-Dox) a été retirée pour
induire I'expression du domaine dnSNARE. b, Images en microscopie confocale montrant I'expression du transgene
rapporteur EGFP (en vert) dans les différents sous-champs de I'hippocampe, gyrus denté (DG), CA3 et CAl, et le
cortex apres 4 a 5 semaines d'absence de nourriture a base de doxycycline (-Dox). Le propidium iodide (en rouge)
a été utilisé comme marqueur neuronal. Grossissement x20. (Pascual et al., 2005)

Dans I'hippocampe, la phase tardive de la potentialisation a long terme (L-LTP), un modeéle cellulaire de
la consolidation de la mémoire, nécessite |'activation de la protéine kinase dépendante de I'AMP
cyclique (PKA) et du facteur de transcription CREB (Kandel, 2001). De plus, la L-LTP dépend de la
synthéese de nouvelles protéines, tout comme la mémoire a long terme (Barco et al., 2002). Vecsey et
ses collegues ont mesuré la L-LTP en enregistrant les potentiels de champ dans des tranches
d’hippocampe de souris C57BI6 apres une perturbation du sommeil. Ces auteurs ont démontré qu'une
breve privation de sommeil (5 heures) perturbe I'induction de la LTP au niveau de la région CAl de
I"hippocampe (Vecsey et al., 2009). Dans mon premier travail post-doctoral, je me suis alors demandé
si le blocage de la gliotransmission ou le blocage de la signalisation des récepteurs Al peut prévenir les
effets d’une bréve privation de sommeil sur la L-LTP hippocampique.

En effet, comme cette réduction d’ATP/adénosine dans 'espace synaptique astrocytaire réduit le besoin
de sommeil (ou la pression de sommeil qui est naturellement associée a un éveil prolongé), et qu’une
privation de sommeil engendre une augmentation de cette pression de sommeil et provoque un déficit
de la mémoire, il est alors légitime de se demander si le blocage de la libération d’ATP/adénosine par
les cellules astrocytaires a une incidence quelcongue sur la mémoire, suite a une privation de sommeil.
Etant donné qu'il existe différentes formes de mémoire dépendantes de différentes régions du cerveau
(par exemple la reconnaissance d'objets nouveaux dépend essentiellement des régions extra-
hippocampiques, comme les régions corticales, tandis que la mémoire spatiale dépend fortement de
I'hippocampe proprement dit), je me suis également demandé si la mémoire dans une version spatiale

de la tache de reconnaissance d'objets peut étre affectée par la privation de sommeil.
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Dans cette étude, nous avons d'abord cherché a déterminer si perturber la libération de
neurotransmetteurs par les astrocytes a I'aide d'un modele de souris transgénique (dnSNARE) peut
prévenir les effets de la privation de sommeil sur la fonction hippocampique. Nos résultats ont montré
clairement que la L-LTP hippocampique est préservée aprés une breve période de privation de sommeil
lorsque la gliotransmission est atténuée. Nous avons obtenu le méme résultat lorsque les souris sont
injectées avec un antagoniste des récepteurs adénosine de type Al (8-cyclopentyl-1,3-
dimethylxanthine, CPT), suggérant un réle des récepteurs adénosine Al dans les altérations de la
plasticité synaptique hippocampique induites par la privation de sommeil. Etant donné que les infusions
chroniques intrahippocampiques ou intracérébroventriculaires de |'antagoniste des récepteurs
adénosine Al ont des effets similaires sur I'activité synaptique de base et sur la LTP, nous avons alors
proposé un rdle spécifique de I'hippocampe, et plus particulierement des récepteurs adénosine Al de
I’'hippocampique, dans l'altération de la plasticité synaptique induite par la privation de sommeil.
Ensuite, nous avons cherché a déterminer si ces mémes récepteurs adénosine Al sont également
responsables des déficits mémoire spatiale a long terme dépendant de I'hippocampe (figure 3). Ainsi,
nous avons soumis les souris dNnSNARE et celles traitées avec le CPT a un test de mémoire de
reconnaissance spatiale d’objets apres une breve privation de sommeil. Ce test de mémoire consiste en
une exploration préalable de deux objets identiques présents dans une aréne. La mémoire est évaluée
en déplacant un des deux objets vers une localisation spatiale différente et en mesurant le temps passé
a explorer I'objet déplacé par rapport a I'objet non déplacé. Nous avons constaté que les souris dnSNARE
et les souris sauvages traitées avec I'antagoniste spécifique des récepteurs adénosine Al, ne présentent
aucun déficit de mémoire 24 heures apres l'induction de la privation de sommeil.

Nos résultats ont montré pour la premiére fois un réle du systeme purinergique hippocampique dans

les déficits de la mémoire spatiale induits par la privation de sommeil (Florian et al., 2011).
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Ass B ®10 o Figure 3. Dans le paradigme de reconnaissance
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Session des récepteurs adénosine Al, le CPT, chez les
souris de type sauvage, n'a pas modifié I'exploration des objets au cours des trois sessions de formation. (D) La
privation de sommeil altere la mémoire spatiale des objets chez les souris traitées avec un véhicule, mais pas chez
les souris recevant une administration intra-hippocampique de CPT pendant une semaine avant |'expérimentation.
#p < 0,05, *p < 0,001. (Florian et al., 2011)

L’ensemble de nos résultats ont montré que I'ATP libérée par les cellules gliales de I’hippocampe est
responsable des effets délétéres d’une privation de sommeil sur la plasticité synaptique et sur la mémoire

dépendante de I'hippocampe.

2.2. Etude des récepteurs nicotiniques de type a4B2 dans la formation de la mémoire dépendante

de I'hippocampe
J'ai poursuivi ensuite mes travaux de recherche sur la compréhension des mécanismes moléculaires qui
sous-tendent la formation de la mémoire a long terme dépendante de I'hippocampe en étudiant le réle
de la nicotine et de ses récepteurs. Dans cette étude, nous avons tenté de comprendre les mécanismes
et les cascades moléculaires qui sous-tendent un effet facilitateur lié a I'action du systéme nicotinique
dans I'hippocampe. Ce travail a été réalisé dans le laboratoire de Ted Abel et en collaboration avec Justin

Kenney et Thomas J. Gould (Department of Psychology, Temple University, USA).

L’hippocampe recoit de nombreuses afférences cholinergiques et présente de nombreux récepteurs
nicotiniques a acétylcholine localisés essentiellement au niveau des cellules pyramidales et des
interneurones. L’action de la nicotine sur ces récepteurs est connue pour faciliter les processus de
I'apprentissage et de la mémorisation au cours de taches comportementales impliquant I’hippocampe
(Kenney and Gould, 2008). La consolidation de la mémoire a long terme nécessite la transcription de
génes et la synthése de nouvelles protéines (Hernandez and Abel, 2008; Alberini, 2009). Bien que

I'apprentissage et I'administration de la nicotine puissent indépendamment altérer la transcription
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(Greenberg et al., 1986), on ne sait pas si l'apprentissage et la nicotine pouvaient interagir au niveau de
la transcription pour modifier les processus de la consolidation de la mémoire.

La conditionnement de peur contextuelle s'est avéré étre un bon paradigme comportemental pour
explorer les effets de la nicotine sur |'apprentissage et la mémoire dépendants de I'hippocampe
(Fanselow and Poulos, 2005; Sigurdsson et al., 2007). Le test consiste pour I'animal a apprendre une
association entre un contexte (environnement nouveau) et un stimulus aversif (chocs électriques aux
pattes), et a mesurer la réponse comportementale de peur de I'animal caractérisée par une absence de
mouvement (Freezing) chaque fois que celui-ci est remis dans le contexte d’apprentissage. Les effets de
la nicotine sur le conditionnement de peur contextuelle ont déja été montrées par I’équipe de Thomas
J. Gould (Gould and Stephen Higgins, 2003; Davis et al., 2007). Au niveau de I’hippocampe, la nicotine
agit spécifiguement sur les récepteurs nicotiniques présentant des sous-unités p2 (Davis et al., 2007) et
participe a I'activation de la voie des kinases ERK1/2 de la famille des MAPKs (Raybuck and Gould, 2007).
L"équipe de Thomas J. Gould a montré qu’un traitement a la nicotine lors d’un conditionnement de peur
contextuelle entraine une augmentation du taux d’ARN messagers pour deux familles des MAPKs, a
savoir les JNK1 et JNK3.

Etant donné I'implication des MAPK dans la consolidation de I'apprentissage et de la mémoire (Sweatt,
2004), et sachant que le conditionnement de peur en présence de nicotine modifie I'expression de
certaines familles des MAPKs, nous nous sommes alors demandés si la nicotine et l'apprentissage
pouvaient interagir pour provoquer des changements dans I'expression de géenes et dans I'activité des
MAPKs sous-jacentes a I'amélioration du conditionnement de peur contextuelle par la nicotine.

Au cours de ce travail, nous avons montré une augmentation de la transcription de gene codant pour la
protéine JNK1 au sein de I’hippocampe uniquement chez des animaux qui avaient recu une injection de
nicotine au cours d’un conditionnement de peur au contexte. Nous avons également démontré qu’un
conditionnement de peur au contexte en présence de nicotine entraine une augmentation de la forme

active de la protéine JNK1 dans I'hippocampe dorsal pendant la phase précoce de la consolidation

(figure 4).
Figure 4. Les niveaux de phosphorylation de JNK1 sont 140 N 0 No FC.+SaI
augmentés  dans  I'hippocampe  dorsal  aprés  q9g = FC+ Nic
I'entrainement au conditionnement de la peur en ‘f 100
présence de nicotine. Immunoréactivité a la phospho- Q
JNK1 dans les hippocampes dorsal et ventral de souris 2 80
C57B6 en cage et de souris C57B6 entrainées en présence 2 g0
de nicotine (n = 5). Les données de la phospho-JNK1 sont L 40
normalisées par rapport a la B-tubuline. * p < 0,05 par =
rapport au groupe en cage avec saline. (Kenney et al., d 20
2010) 0
Dorsal Ventral
Hippocampus Hippocampus
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De plus, nous avons observé que l'inactivation de la voie de signalisation des JNKs dans I’hippocampe
dorsal par un inhibiteur spécifique (SP600125) au moment de la phase précoce de la consolidation de
mémoire annule I'effet facilitateur de la nicotine via les récepteurs a4B2 (figure 5). Ceci suggere que
I'activation de INK hippocampique pendant la consolidation est nécessaire pour 'amélioration du

conditionnement de peur contextuelle par la nicotine (Kenney et al., 2010).

gg ,OVeh+Sal mVeh+Nic @SP+Sal ®SP +Nic Figure 5. L'inhibition pharmacologique de I'activation de
70 . . . . IJNK dans I'hippocampe dorsal lors de la consolidation
empéche I'amélioration du conditionnement de peur
contextuelle par la nicotine. L'injection de l'inhibiteur JNK
(SP, 15 mM) dans I'hippocampe avant I'entrainement (n =
8-9) ou le test (n = 8-10) n'a eu aucun effet sur

Percent Freezing
.
o

30 I'amélioration du conditionnement de peur par la nicotine
20 (0,09 mg/kg). En revanche, les injections de SP dans
10 I'hippocampe 60 minutes aprés I'entrainement au

conditionnement de peur au contexte ont bloqué cette
amélioration induite par la nicotine (n = 8-9). (Kenney et
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al., 2010)

L’ensemble de ces travaux ont permis de proposer un modele quant au rdle de la nicotine dans les
mécanismes de la consolidation de la mémoire (figure 6). Ce modeéle indique que la nicotine agit sur ses
récepteurs nicotiniques B2 pour réguler directement ou indirectement I'entrée de calcium au travers
des récepteurs NMDA. Cette augmentation du calcium intracellulaire peut alors activer la PKC, la PKA
ou I'Epac, connus pour activer les kinases ERK1/2. La translocation d’ERK1/2 dans le noyau va alors
favoriser la transcription et permettre notamment une augmentation de la transcription de I'ARNm de
JNK1. Cette activation de JNK1 pourrait a son tour transcrire des génes impliqués dans la mémoire et

participer ainsi a améliorer le processus de consolidation.
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2.3. Etude des HDACs de classe | dans la consolidation de la mémoire dépendante de I'hippocampe
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Dans cette derniere étude postdoctorale, je me suis focalisé sur les mécanismes moléculaires qui
régulent I'expression des genes au cours de la consolidation de la mémoire. Des données récentes a
I'épogue ont montré que des mécanismes épigénétiques peuvent jouer un réle essentiel dans la
régulation de la transcription des genes, notamment pour la formation de la mémoire a long terme
(Zovkic et al., 2013; Grinkevich, 2014). Parmi ces mécanismes épigénétiques, I'acétylation des histones
semble particulierement cruciale pour I'initiation et le maintien des processus de consolidation de la
mémoire (Levenson et al., 2004; Peixoto and Abel, 2013). En effet, suite a un apprentissage, des
acétylations se produisent sur les protéines histones favorisant ainsi la décondensation de la molécule
d’ADN et la transcription des genes. De nombreuses données de la littérature montrent le réle de ces
acétylations dans les processus d’apprentissage et de mémoire (Levenson et al., 2004; Sweatt, 2009;
Peleg et al., 2010). Cette acétylation est réalisée par une enzyme appelée histone acétyltransférase
(HAT). Cette activité HAT est portée notamment par la protéine CREB-binding protein (CBP) qui se lie au
facteur de transcription CREB. Cette protéine CBP est essentielle pour le stockage de la mémoire. En
effet, chez la souris, des mutations ponctuelles réalisées sur le géne codant pour la protéine CBP qui
bloguent spécifiguement le recrutement de CBP par le facteur de transcription CREB (Wood et al., 2006)
ou qui éliminent I'activité HAT de CBP (Korzus et al.,, 2004), alterent la mémoire a long terme des
animaux. Par ailleurs, un traitement par des inhibiteurs spécifiques des histones deacetylases (HDACs),
enzymes qui diminuent le niveau d’acétylation des histones, améliore la mémoire a long terme des
souris mutantes pour le géne CBP (Alarcén et al., 2004). De facon générale, |'utilisation d’inhibiteurs des
HDACs améliore la mémoire a long terme chez les rongeurs (Alarcén et al., 2004; Korzus et al., 2004;
Levenson et al.,, 2004; Lattal et al., 2007; Vecsey et al., 2007; Peleg et al., 2010; Guan et al., 2009;
Stefanko et al., 2009).

Le but de notre étude a été d’étudier le réle des HDACs de classe | (HDACs 1, 2, 3 et 8) au cours de la
mise en place de la mémoire spatiale a long terme. En effet, |la plupart des études publiées a I'époque
ont examiné le réle des HDACs au cours d’une tache de conditionnement de peur contextuelle (Alarcén
et al., 2004; Levenson et al., 2004; Vecsey et al., 2007; Guan et al., 2009; Peleg et al., 2010) ou lors de
I'extinction de cette mémoire de peur (Lattal et al., 2007; Bredy and Barad, 2008). D’autres types
mémoires, comme la mémoire de reconnaissance d'objets (Stefanko et al., 2009) ou bien la mémoire
de reconnaissance spatiale d’objets (Haettig et al., 2011), sont facilités aprés un traitement avec des
inhibiteurs de HDACs. Par exemple, l'injection de butyrate de sodium (NaB), un inhibiteur des HDACs de
classe | et I, dans le cortex insulaire de rats améliore la mémoire de reconnaissance d'objets sans
affecter la mémoire spatiale des objets. De facon similaire, I'administration de NaB dans I'hippocampe
améliore la mémoire spatiale des objets sans affecter la mémoire de reconnaissance d'objets

(Roozendaal et al., 2010). Ces résultats confirment une étude précédente de Ted Abel selon laquelle
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I'hippocampe est nécessaire pour établir une mémoire spatiale des objets, mais pas pour une mémoire
de reconnaissance d'objets (Oliveira et al., 2010).

Les inhibiteurs des HDACs qui ont été utilisés pour étudier les processus de mémoire agissent
généralement sur les HDACs de classe | et de classe Il. Par exemple, la trichostatine A (TSA) et I'acide
subéroylanilide hydroxamique (SAHA) inhibent divers HDACs de classe | et de classe Il avec une efficacité
similaire. Cependant, une étude publiée en 2009 a montré que les HDAC2 de classe | jouent un réle
important dans la mémoire a long terme et que I'inactivation (génétique ou pharmacologique) des
HDAC 2 provoque une amélioration de cette mémoire a long terme en agissant sur des genes de
plasticité synaptique (Guan et al., 2009). De plus, I'inhibition des HDACs de classe | restaure des déficits
de mémoire chez une souris modele de la maladie Alzheimer (Kilgore et al., 2010). Ces résultats
suggérent donc qu'un inhibiteur sélectif de la classe | des HDACs peut étre aussi efficace pour
I'amélioration de la mémoire que les inhibiteurs ciblant a la fois les HDACs de classe | et de classe |I.
Nous avons donc utilisé le MS275, un inhibiteur sélectif des HDACs de classe | (Suzuki et al., 1999;
Simonini et al., 2006; Beckers et al., 2007; Khan et al., 2008) connu pour cibler en particulier I'activité
des HDAC2 (Covington et al., 2009). Pour tester hypothese selon laquelle le composé MS275 peut
également moduler les processus de consolidation de la mémoire, nous avons injecté du TSA ou le
MS275 directement dans I’hippocampe dorsal de souris immédiatement aprées la phase d’apprentissage
(exploration d’objets) et testé la mémoire 24 heures plus tard.

Comme indiqué sur la figure 7, nos résultats ont montré qu’une inhibition des HDACs de classe | et |l
immédiatement apres un apprentissage permettait d’initier un processus de consolidation et la mise en
place d’'une mémoire a long terme (Hawk et al., 2011). Cette étude confirme également un réle des

HDACs de classe | dans la consolidation de la mémoire spatiale.
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W Training souris injectées avec le TSA
M Testing *

@
o

4 WTraining 80+

mTesting *

(inhibiteur des HDACS de
classe | et II) montrent une
""""" -Chance  préférence  pour  l'objet

[~
o

60

- Chance

% Preference [DO/(DO+NDO]

% Preference [DO/(DO+NDO]

-1 401 déplacé DO (P =0.017). Les
souris contréle ne

cal 201 montrent aucune
préférence  d’exploration

Veh (n=7) TSA (n=7) o Veh (n=8) MS275 (n=8) entre objecté déplace t et

non déplacé NDO. (A
droite) Les souris injectées avec MS275 (inhibiteur des HDACS de classe |) explorent davantage I'objet déplacé DO
lors de la phase de test (P = 0,019), tandis qu'aucune augmentation de la préférence pour I'objet déplacé n'a été
observée chez les souris injectées avec le véhicule (P = 0,539). Une exploration équivalente des deux objets est
indiguée par une ligne en pointillés a 50% ("chance"). (Hawk et al., 2011)

En conclusion, I'ensemble des études et des travaux réalisés au sein de I'équipe de Ted Abel m’ont permis

de préciser les mécanismes moléculaires qui sous-tendent la consolidation de la mémoire chez la souris.

31



3. Travaux de recherches post-doctoral (2010-2011)

De retour en France, j'ai effectué un court séjour post-doctoral dans I'’équipe de Thierry Bienvenu et
Jamel Chelly de I'Institut Cochin a Paris (INSERM U.1016, Département Génétique et Développement,

Génétique et Physiopathologie des Retards Mentaux).

Cette équipe de recherche s’est intéressée en particulier au syndrome de Rett (RTT), un trouble du
développement neurologique du spectre autistique causé par des mutations dans le ggne MECP2. Ce
syndrome affecte principalement les individus de sexe féminin et se caractérise par une phase normale
du développement cérébral et comportemental de 8 a 18 mois, suivie d'une régression neurologique
entrainant des altérations des fonctions motrices et cognitives.

En comparant les patrons d’expression de génes dans des cultures de fibroblastes dérivées de clones
de trois filles non apparentées et atteintes du syndrome RTT, I'équipe de Thierry Bienvenu et Jamel
Chelly a montré que 22 génes étaient significativement dérégulés dans les cellules exprimant une
mutation de MECP2 (Nectoux et al., 2010). Parmi ces génes, le gene stathmin-like 2 (Stmn2), sous-régulé
dans les cellules déficientes en MeCP2, a retenu notre attention en raison de son role important dans
le cerveau. En effet, la STMN2 est I'une des protéines les plus abondantes dans les cones de croissance
pendant le développement cérébral. Nous avons montré que la STMN2 est également exprimée dans
les astrocytes, ou elle favorise le désassemblage des microtubules, suggérant ainsi que la sous-
expression de la STMN2 entraine un taux de croissance accru des microtubules dans les astrocytes
déficients en Mecp2. Compte tenu de l'influence des astrocytes sur la croissance et la formation des
dendrites, la maturation et le maintien des synapses, nous avons suggéré que la sous-régulation de la
STMN2 dans les astrocytes déficients en Mecp2 peut étre impliquée dans les troubles de I'arborisation
synaptique et dendritique dans les cerveaux de patients atteints du RTT. Ainsi au cours de ce stage
postdoctoral j’ai participé a une premiere étude montrant une diminution significative de I'expression
de la protéine STMN2 dans les fibroblastes de patients atteints du RTT, ainsi que dans le cervelet de
souris déficientes en Mecp2 (Nectoux et al., 2012). Etant donné que la croissance des neurites dépend
de l'intégrité et de la stabilité des microtubules, nous avons analysé la stabilité et la dynamique des
microtubules dans les fibroblastes humains atteints du RTT et dans les cellules cérébrales de souris
dépourvues de Mecp2. Nos observations ont révélé que I'absence de MeCP2 affecte la dynamique des
microtubules a la fois dans les cellules non neuronales humaines atteintes du RTT et dans les astrocytes
de souris dépourvues de Mecp2. De plus, nous avons constaté que la stabilité des microtubules était
altérée a la fois dans les cellules exprimant l'alléle mutant et I'allele de type sauvage des fibroblastes

humains provenant de patients atteints du RTT, suggérant ainsi que les cellules porteuses de la mutation
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MecP2 pouvaient perturber les cellules de type sauvage de maniere non cellulaire autonome. Enfin, nos
données renforcaient l'idée que la perte de MeCP2 dans les astrocytes peut influencer I'apparition et
I'évolution du RTT. Ces résultats ont suggéré que MeCP2 joue un réle stabilisateur dans la dynamique des
microtubules, et que la déficience en MeCP2, associée a une dérégulation de la STMNZ2, peut entrainer des
anomalies de la stabilité des microtubules, expliquant ainsi les altérations des dendrites observées dans les

cerveaux atteints du RTT (Nectoux et al., 2012).

Dans un second temps, je me suis intéressé aux mutations situées en dehors du gene MECP2 et qui ont
également été identifiées chez des individus présentant un syndrome RTT atypique. Parmi ces
mutations, on trouve celles dans le gene forkhead box G1 (FOXG1). Le géne FOXG1 code pour un
répresseur transcriptionnel essentiel au développement du télencéphale ventral dans le cerveau
embryonnaire précoce, et il continue d'étre exprimé dans les zones neurogénétiques du cerveau apres
la naissance. Au début de mon projet, la littérature recensait environ 12 mutations ponctuelles et 13
cas de modifications moléculaires de FOXG1, dont des translocations, des duplications et des délétions
importantes sur le chromosome 14qg12. Les individus porteurs de mutations de FOXG1 présentent des
caractéristiques morphologiques et un parcours clinique similaires a ceux du syndrome RTT, notamment
une période périnatale normale, une microcéphalie apres la naissance, des crises d'épilepsie et un
retard mental sévere.

Il est intéressant de noter que les modeéles animaux de déficience en FOXG1 ont reproduit un phénotype
similaire, suggérant que ces modeles peuvent étre utiles pour la compréhension de cette maladie chez
I'humain. Dans cette derniére étude, j’ai rédigé une revue de la littérature sur les impacts des mutations

de FOXG1 et les phénotypes associés dans des modéles humains et murins (Florian et al., 2011a).
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1.1 Etude des mécanismes épigénétiques dans la consolidation et la reconsolidation de la
mémoire chez la souris adulte

Ce travail a fait I'objet de la these d’Héléne Villain (soutenue en 2016; co-direction avec Pascal Roullet)

Lors de mon recrutement au Centre de Recherches sur la Cognition Animale en 2011, j’ai poursuivi mes

travaux sur les mécanismes moléculaires de la mémoire en me focalisant dans un premier temps sur les

modifications épigénétiques qui surviennent apres un apprentissage et qui participent a la formation de
la mémoire a long terme.

Comme nous l'avons vu précédemment, les mécanismes de formation de la mémoire sont
exceptionnellement dynamiques. En effet, les informations nouvellement acquises lors des séances
d’apprentissage sont d’abord stockées dans la mémoire a court terme avant de subir des modifications
progressives au cours de la consolidation (McGaugh, 2000). Lorsqu'une information consolidée est
récupérée, elle devient de nouveau instable et labile, rendant ainsi la mémoire réactivée "modifiable"
(Lee et al., 2008; De Jaeger et al., 2014). Pour stabiliser de nouveau la trace mnésique, un processus
appelé reconsolidation de la mémoire est nécessaire (Przybyslawski and Sara, 1997; Sara, 2000). Comme
la consolidation de la mémoire, la reconsolidation de la mémoire nécessite également |'expression de
nouveaux genes (Guzowski, 2002; Lee et al., 2004) et une synthése protéique (Davis and Squire, 1984,

Artinian et al., 2008). Néanmoins, la reconsolidation de la mémoire n’est pas considérée comme une

simple répétition du processus de consolidation (Alberini, 2005).
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processus de mémoire dépendant du temps. (A)
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@
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court terme long terme . . RN
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L'un des processus clés impliqués dans la mémoire est le remodelage de la chromatine par des
modifications post-traductionelles des histones. En effet, I'acétylation des histones (par les HATs) active

la transcription en relachant la chromatine. En revanche, la déacétylation des histones (par les HDACs)
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confere a la chromatine un role dans la répression de la transcription des génes (Peixoto and Abel,
2013). Bousiges et ses collegues ont montré une augmentation spécifique de l'acétylation des histones
H2B et H4 suite a un apprentissage spatial dans le labyrinthe aquatique de Morris (Bousiges et al., 2010).
De plus, le traitement avec les inhibiteurs de HDAC améliore les performances en mémoire a long terme
dans le conditionnement de peur contextuelle (Levenson et al., 2004; Fischer et al., 2007; Vecsey et al.,
2007), le labyrinthe aquatique de Morris (Fischer et al., 2007), la reconnaissance d'objets (Stefanko et
al., 2009) et les paradigmes de localisation d'objet (Hawk et al., 2011).

Bien que le réle essentiel de I'acétylation des histones dans la consolidation de la mémoire ait été bien
établi, peu d'études ont examiné le réle de ces modifications post-traductionnelles des histones
pendant la réactivation de la trace mnésique. Lubin et Sweatt ont montré une augmentation du niveau
d’acétylation des histones H3 dans I'hippocampe dorsal suite a la réactivation de la mémoire de la peur
contextuelle (Lubin and Sweatt, 2007). Cet effet a été également observé dans I'amygdale latérale apres
la réactivation d’'une mémoire de peur conditionnée a un stimulus sonore (Maddox and Schafe, 2011).
De plus, I'utilisation d’un inhibiteur non spécifique des HDACs, comme le butyrate de sodium (NaB),
permet de restaurer les déficits de mémoire de la peur chez les rongeurs (Lubin and Sweatt, 2007), mais
également d’améliorer la reconsolidation de la mémoire (Bredy and Barad, 2008; Maddox and Schafe,
2011). Enfin, I'injection d'un inhibiteur des HATs dans I'amygdale de souris perturbe la reconsolidation
d’une mémoire de peur conditionnée a un stimulus sonore (Maddox et al., 2013), suggérant un réle
important de I'acétylation des histones dans la reconsolidation de la mémoire de peur.

La plupart des études se sont consacrées au role des mécanismes épigénétiques dans la phase de
reconsolidation des souvenirs aversifs, et plus particulierement des souvenirs dépendants de
I'amygdale. Dans ce travail, nous avons examiné le role de l'acétylation des histones dans la formation
de la mémoire spatiale dépendante de I'hippocampe a la fois pendant une phase précoce de la
consolidation de la mémoire mais également durant la reconsolidation. Pour ce faire, nous avons testé
I"hypothése selon laquelle I'acétylation des histones était nécessaire pour la réactivation de la mémoire
spatiale chez la souris.

Nous avons soumis des souris a un apprentissage spatial a essais massés (protocole modifié de celui
développé pendant ma thése), suffisant pour induire une mémoire a court terme (testée 1h apres
I'apprentissage) mais insuffisant pour assurer un transfert en mémoire a long terme (testée 24h apreés
I'apprentissage). Nous avons ensuite administré du NaB, un inhibiteur sélectif des HDACs de classe | et
I, dans I'hippocampe dorsal, soit immédiatement apres |'apprentissage pour étudier la consolidation
(figure 9A), soit immédiatement apreés la réactivation de la mémoire pour examiner la reconsolidation
(figure 10A).

Nos résultats ont montré que l'inhibition des HDAC apres I'apprentissage permet |'établissement d'une

mémoire a long terme suite a un apprentissage modéré, sans altérer les performances mnésiques a
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court terme. De plus, l'inhibition des HDACs apres la réactivation favorise la reconsolidation de la

mémoire, permettant ainsi la formation d'une mémoire a long terme apres la réactivation, sans modifier

la mémoire a court terme post-réactivation.
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Figure 9. Injection intra-hippocampique d'un
inhibiteur de HDAC aprés |'apprentissage favorise la
mémoire spatiale a long terme. (A) Schéma de la
procédure expérimentale. (B) Temps moyen (en
secondes) pour trouver la plateforme lors des quatre
sessions d'entrainement de la tache spatiale du
labyrinthe aquatique de Morris. Immédiatement
apres l'entrainement, les souris ont regu une
injection intra-hippocampique de solution saline
(n=19) ou de NaB (n=20). (C) Différence de latences
(A latence) entre la derniere session d'acquisition et
la premiere traversée de la cible lors du test de
mémoire réalisé a 24 heures. (D a G) Nombre de
traversées d'annuli (+SEM) et temps passé dans
chaque quadrant (+SEM) lors du test de mémoire
réalisé 1h (D, F) ou 24h (E, G) apres l'injection.
D’apres (Villain et al., 2016).

Nos données comportementales ont suggéré des mécanismes d’action similaires de l'inhibition des

HDAC sur la consolidation de la mémoire et la reconsolidation. Cependant, nous ne pouvons pas

affirmer que des mécanismes moléculaires identiques soient véritablement impliqués dans ces deux

processus de la mémoire. De maniere intéressante, les HDACs jouent un réle dans la régulation de la

transcription des génes cibles de CREB tels que cFos et Zif268 (Erg1) pouvaient également étre affectés

par le traitement au NaB (Fass et al., 2003). L'inhibiteur des HDACs pourrait entrainer une altération de

I'expression a la fois des génes liés a la plasticité synaptique et de la mémoire spatiale, ce qui pourrait

expliquer l'effet facilitateur observé dans la consolidation et la reconsolidation de la mémoire.
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Une hypothése moléculaire, appelée I'hypothése du "frein moléculaire" (molecular break pad
hypothesis), affirme que les HDACs agissent comme un verrou transcriptionnel qui blogue I’'expression
des genes liés a la mémoire (McQuown and Wood, 2011). Cette hypothése stipule que ce verrou
transcriptionnel peut étre levé par des apprentissages suffisamment intenses permettant ainsi une
activation spécifique des génes pour former une mémoire a long terme stable. A contrario, un
apprentissage modéré ne permet pas de lever cette inhibition de la transcription sur ces genes de
plasticité, empéchant ainsi la consolidation de la mémoire. Par contre, I'action d’un inhibiteur des
HDACs associé a un apprentissage modéré, permet de lever de facon pharmacologique ce verrou
transcriptionnel et de transcrire des génes liés a la mémoire, aboutissant alors a une mémoire a long
terme stable. Au niveau comportemental, nos résultats étaient cohérents avec une telle hypothése et
pouvaient indiquer que ce "frein moléculaire" peut également se produire lors de la réactivation de la
mémoire.

En conclusion, cette étude a confirmé le role essentiel de I'acétylation des histones dans les processus
de mémoire a long terme. Plus particulierement, elle suggére que des mécanismes épigénétiques ne
sont pas impliqués uniquement lors de la reconsolidation dans des taches de conditionnement simples
ou dans des conditions stressantes. En réalité, la reconsolidation de la mémoire dans une tache

cognitive telle qu'une tache d'apprentissage spatial, dans laquelle les animaux doivent créer une
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représentation complexe de l'environnement distal, est également favorisée par la régulation
épigénétique dans la partie dorsale de I'hippocampe.

Ces résultats soutiennent le fait que la régulation de la transcription par les mécanismes d’acétylation
des histones dans I’hippocampe est cruciale pour la phase de consolidation d’'une mémoire spatiale,
mais surtout pour sa reconsolidation. L'implication de ces processus épigénétiques pendant la
reconsolidation n’est donc pas limitée a des apprentissages aversifs ou a des conditionnements simples,

mais s’étend aussi aux mémoires plus complexes comme la mémoire spatiale.

1.2 Etude du complexe répresseur transcriptionnel SIN3A dans la mémoire a long terme

Apres avoir démontré le réle des HDACs dans les processus de mémorisation au niveau de I'hippocampe
(Hawk et al.,, 2011; Villain et al., 2016), j’ai étudié la contribution du corépresseur transcriptionnel SIN3A,
principal recruteur de I'activité HDAC, dans la mise en place de la mémoire a long terme.

La consolidation de la mémoire a long terme est dépendante de I'expression de génes liés, entre autres,
a une activité neuronale et non neuronale. C'est le cas des genes précoces immédiats (cFos, Zif268), qui
sont eux-mémes régulés par des mécanismes épigénétiques tels que les modifications post-
traductionnelles des histones (Fischer et al., 2010; Peixoto and Abel, 2013). Nous avons vu que le niveau
d’acétylation des histones, associé a une activation transcriptionnelle, est augmenté pendant la
consolidation de la mémoire (Levenson et al., 2004; Mahan et al., 2012; Maze et al., 2013). Les niveaux
d'acétylation sont déterminés par I'activité des enzymes HAT et HDAC, qui sont recrutées sur la
chromatine par des facteurs protéiques co-activateurs et corépresseurs de la transcription (Vecsey et
al., 2007; Guan et al,, 2009; McQuown and Wood, 2011). Par exemple, les HAT sont recrutés par le
facteur de transcription CREB et les protéines co-activatrices CBP/P300 en réponse aux cascades de
signalisation déclenchées par I'activité synaptique (Vo and Goodman, 2001). Le complexe CREB-
CBP/p300 permet de réguler la transcription par le biais de |'activité HAT, ainsi que par l'association avec
d'autres facteurs de transcription liés a la mémoire et la plasticité synaptique (Alarcén et al., 2004;
Oliveira et al., 2007; Vecsey et al.,, 2007). En revanche, les HDACs et d'autres enzymes effectrices
modifiant les histones sont recrutés par des protéines corépresseurs de la transcription (figure 11) telles
qgue NCoR, SIN3A, MI-2 (NuRD) et CoREST (Schoch and Abel, 2014). Dans les neurones, les corépresseurs
sont liés a la régulation dynamique et dépendante de l'activité de I'expression génique, et des
composants spécifiques aux neurones des complexes corépresseurs ont également été décrits (Schoch
and Abel, 2014), suggérant que ces protéines sont importantes dans la régulation de la plasticité
dépendante de la transcription. Cependant, peu d'études ont directement abordé la fonction des
protéines corépresseurs de la transcription dans la mémoire et la plasticité au niveau de I"hippocampe

(en effet, la grande majorité des études ont été menées sur les HDACs). Ainsi, dans ce projet de
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recherche, j'ai souhaité étudier le role du corépresseur transcriptionnel SIN3A dans les mécanismes de
la mémoire.

SIN3A est une protéine corépresseur de la transcription hautement conservée entre les especes et
fortement exprimée dans tout le cerveau, a la fois dans les cellules neuronales et non neuronales. Grace
a son domaine d'interaction avec les histones (domaine HID), SIN3A recrute un ensemble de protéines
de liaison aux histones comme RBAP46/48, les protéines de stabilisation SAP18/20 et SDS3, ainsi que
les enzymes HDAC de la classe |, HDAC1 et HDAC2 (Silverstein and Ekwall, 2005; Grzenda et al., 2009).
Quatre domaines (P1 a P4) permettent la liaison du complexe SIN3A-HDAC aux facteurs de transcription,
aux facteurs de liaison a I'ADN et a d'autres protéines corépresseurs, facilitant ainsi le recrutement de
SIN3A a la chromatine (figure 11). Les partenaires de liaison du complexe SIN3A-HDAC comprennent
plusieurs facteurs liés a la fonction neuronale et a la cognition, notamment MEF2, MECP2, NCoR, REST
et CoREST (Schoch and Abel, 2014). Certains partenaires de ce complexe, en particulier HDAC2, sont
connus pour jouer le role de régulateurs de la mémoire et de la plasticité (Guan et al., 2009; Bahari-
Javan et al., 2012). Récemment, des mutations ponctuelles présentent au niveau du gene codant pour
la protéine SIN3A ont été observées chez des humains présentant un spectre autistique et des troubles
intellectuels. De plus, I'inactivation du géne Sin3a chez des embryons de souris entraine un retard et un

dysfonctionnement dans le développement cortical (Witteveen et al., 2016).
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Figure 11. Représentation schématique du complexe Sin3A/HDAC. (A) Les chiffres indiquent les domaines PAH 1 a
3. HID, domaine d'interaction avec les HDAC 1 et 2 ; Sin3a_C, domaine C-terminal de Sin3A. La liaison des facteurs
de transcription (en rouge) a Sin3A se produit principalement via PAH1 et 2. Les protéines associées a la
chromatine sont colorées en orange et les enzymes en vert. (B) Les structures RMN des domaines PAH isolés liés
au SID du facteur indiqué. Les domaines PAH sont représentés en bleu, les SID en rouge et les HID en violet. (C)
Sin3 peut étre subdivisé en deux complexes majeurs — Sin3L/Rpd3L (L — grand) et Sin35/Rpd3S (petit). In vivo, le
complexe Sin3A forme I'échafaudage du plus grand complexe Sin3L/Rpd3L, tandis que Sin3B remplit le méme rdle
dans le complexe Sin3S/Rpd3S (Adams et al., 2018).

L'inhibition pharmacologique des HDACs améliore de facon significative la mémoire a long terme et la
potentialisation a long terme au niveau de I’hippocampe (Vo and Goodman, 2001; Levenson et al., 2004;

Vecsey et al., 2007). Bien que plusieurs génes régulés par l'acétylation aient été identifiés dans ces
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études, il reste encore a définir les mécanismes qui sous-tendent cette facilitation de la plasticité
synaptique et de la mémoire. De méme, bien que HDAC2 soit identifié comme un régulateur négatif de
la mémoire et de la plasticité dans I'hippocampe (Guan et al., 2009), les mécanismes par lesquels il est
recruté vers ses cibles régulatrices pour finalement conduire a des changements dans la fonction
synaptigue ont recu peu d'attention. De maniére intéressante, le blocage du site de liaison de I'HDAC
sur le corépresseur NCOR dans un modele transgénique de souris reproduit I'effet des inhibiteurs de
I'HDAC sur la mémoire, mettant en évidence le role crucial des corépresseurs dans le recrutement des
régulateurs épigénétiques (McQuown and Wood, 2011). Dans |'objectif d’examiner la fonction du
corépresseur transcriptionnel SIN3A dans le stockage de la mémoire et la plasticité synaptique, nous
avons utilisé le systéme Cre-LoxP pour générer des souris exprimant conditionnellement une forme
tronquée de la protéine SIN3A dans les neurones glutamatergiques du cerveau antérieur (Sin3acKO).
Nous avons évalué la mémoire de ces souris mutantes (agées de 3 mois) lors d’un test de
conditionnement de peur. Nos résultats indiquent que la mutation du géne Sin3a conduit a une
augmentation de I'expression de genes impliqués dans la plasticité synaptique, tels que le géne Homerl
et Cdk5. Cette mutation provoque également une modification durable de la plasticité synaptique, en
augmentant I'induction et le maintien de la potentialisation a long terme au niveau de I'hippocampe
dorsal, et une amélioration de la mémoire a long terme contextuelle dans un test de conditionnement
a la peur imitant les effets de I'administration aigué d'inhibiteurs de I'HDAC. L’ensemble de ces résultats
a montré le role du corépresseur transcriptionnel SIN3A dans la consolidation de la mémoire a long terme

chez la souris adulte (Bridi et al., 2020).
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& D’apres Bridi et al., 2020.

Homer1 Cdk5

1.3 Mise en place d’'un nouveau modéle murin pour I'étude du réle du corépresseur

transcriptionnel SIN3A dans la mémoire a long terme chez la souris adulte et agée

Ce projet a été mené par Célia Bak dans le cadre de sa thése de que je co-encadre avec Claire Rampon.
Ce projet visait a développer une approche innovante pour examiner le réle du corépresseur
transcriptionnel Sin3A dans les processus mnésiques chez la souris adulte et agée.

Le premier objectif a été de mettre en place un nouveau modele de souris déficient pour la protéine
SIN3A au niveau de I'hippocampe dorsal et a I’age adulte afin de confirmer nos travaux précédents. En
effet, le modeéle génétique murin précédemment décrit (Sin3acKO) exprimait une forme tronquée de la
protéine SIN3A dans I'ensemble du cerveau antérieur (Bridi et al., 2020). Dans ce projet, notre objectif
a été de restreindre une délétion de la forme totale de la protéine Sin3A a la région de I'hippocampe
afin de de préciser le role de cette protéine dans la formation de la mémoire spécifiqguement
dépendante de I"hippocampe.

Notre premiere approche a consisté a utiliser un siRNA (small interfering RNA) dirigés contre les
transcrits de Sin3a, afin de cibler spécifiguement I'hippocampe mais aussi d’induire une diminution
transitoire de la protéine, au moment de la consolidation de la mémoire a long terme. Néanmoins, nos
résultats ont montré que les siRNA utilisés ne diminuaient pas les ARNm de Sin3a, ni la protéine elle-

méme.
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Grace a une collaboration avec le Dr Ana Oliveira, travaillant a I'Institut de Neurobiologie du Centre
Interdisciplinaire pour les Neurosciences (IZN) a Hiedelberg (Allemagne), nous avons développé 4
adénovirus AAV recombinants (rAAV) : I'un d’eux exprimant un shRNA contrdle (scrambled) et les trois
autres exprimant des shRNA différents, tous ciblant les transcrits de Sin3a sous le contréle d’'un méme
promoteur (U6). L'ensemble de ces virus exprime la hrGFP sous le contréle d’un promoteur CBA afin de
visualiser leur diffusion au sein du cerveau. L'efficacité de chaque shRNA a été vérifiée au préalable in
vitro par I'’équipe du Dr Oliveira qui a montré une diminution des transcrits de Sin3a allant jusqu’a 50%

du niveau du contréle (figure 13).
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Figure 13. (A) Construction portée par les rAAV utilisés. Les shRNA sont exprimés sous contrble d’un promoteur
U6, la hrGFP est exprimée sous contréle d’'un promoteur CBA. (B) Analyse par RT-qPCR du knock down (KD) de
Sin3a induit par les rAAV shSin3a sur des neurones en culture (moyenne + SEM) — Célia Bak©

Malheureusement ces shRNA n’ont pas permis pas de diminuer de fagon significative les transcrits de
Sin3a dans un contexte in vivo, c’est-a-dire lorsqu’ils étaient injectés dans I’hippocampe dorsal de souris
C57BI/6JRj adulte (figure 14). Il reste encore des questions sans réponses, notamment sur la demi-vie
de la protéine SIN3A dans une cellule nerveuse mature, sur sa dynamique fonctionnelle au sein du
complexe répresseur de la transcription, sur ses partenaires, rendant difficile la validation d’'un modéle

d’étude.
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Figure 14. Suite a une injection intra-hippocampique de rAAV exprimant soit des shRNA ciblant les transcrits de
Sin3a (shSin3a_1) ou son contrdle (shCtrl), nous avons quantifié par RTgPCR le nombre de transcrits Sin3a dans
deux régions de I"hippocampe dorsal, le gyrus denté (DG) et la région CA1, a différents délais post-injection (1 a5
semaines) — Célia Bak®©.
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Malgré le fait que nous n’ayons pas réussi a valider les rAAV sur la cible Sin3A, nous avons pu néanmoins
montrer que la diffusion de ces virus dans I'hippocampe dorsal de souris adultes entraine une
augmentation significative de leur mémoire a long terme dans le test de conditionnement de peur
(figure 15B), confirmant ainsi le role de SIN3A dans les processus mnésiques en corroborant nos

résultats précédents (Bridi et al., 2020).
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Figure 15. (A) Protocole expérimental du test de conditionnement de peur au contexte. (B) Réponse de peur (%
de freezing) des souris adultes injectées avec le rAAV exprimant des shRNA ciblant les transcrits de Sin3a (shSin3a)
ou un shRNA contréle (sh Ctrl) avant I'induction du choc électrique (pre-shock) lors du conditionnement et lors du
test de mémoire réalisé 24h aprés le conditionnement (24h context). (C) Réponse comportementale de peur (%
de Freezing) des animaux placés dans un contexte différent de celui de I'apprentissage. ** : p < 0.01 ; *** : p <
0.001 — Célia Bak®©.

Suite a de nombreux essais techniques et méthodologiques au cours desquels nous n’avons pas réussi
a bloquer I'expression du géne Sin3a dans I’"hippocampe dorsal de souris C57BI/6JRj adulte, pour étudier
son réle dans la mémoire dépendante de I'hippocampe, j'ai donc décidé de suspendre ce travail, du

moins temporairement.

1.4 Etude du circuit neuroanatomique sous-tendant la réponse comportementale de peur innée

chez la souris adulte et agée

Parallelement au projet précédent, Célia Bak a développé dans le cadre de sa thése une étude consacrée
a la réponse de peur innée, déclenchée par divers stimuli visuels, qui provoquent des comportements
de défense indépendamment des expériences passées de I'individu avec le stimulus en question (Yilmaz
& Meister, 2013). En d'autres termes, le stimulus n'a pas été préalablement associé a une menace ou
un danger. Les stimuli déclencheurs de cette réponse peuvent étre liés a des prédateurs, mais aussi a
des congénéres agressifs, a la douleur, ou méme a des caractéristiques de I'environnement telles que
la hauteur.

Le conditionnement de la peur est largement utilisé dans I'étude du comportement défensif émotionnel
chez les rongeurs. Il s'agit d'un paradigme d'apprentissage robuste dans lequel les animaux apprennent

I'association d'un stimulus neutre (stimulus conditionné, CS, généralement une lumiére ou un son) avec
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un stimulus inconditionnel aversif concomitant (US, généralement une légére décharge électrique au
niveau des pattes). Un des conditionnements de peur les plus utilisé dans I'apprentissage et la mémoire
est le paradigme du conditionnement auditif a la peur, dans lequel un son, initialement neutre, est
associé a un choc électrique. Aprés l'acquisition de I'association CS-US, les rongeurs présentent des
réponses défensives conditionnées lors de la réexposition au CS, notamment une réaction
d'immobilisation compléte appelée comportement de « freezing » (immobilité totale de I'animal a
I’'exception des mouvements respiratoires). Bien que la plupart des recherches menées dans le domaine
de la peur chez les rongeurs aient porté sur la peur apprise, des réponses défensives peuvent étre
observées spontanément, y compris en conditions de laboratoire, chez des souris nées en laboratoire
et naives. En effet, des réponses de peur telles que le « freezing », par exemple, peuvent étre observées
sans un apprentissage préalable de I'association CS-US.

Contrairement a la peur apprise, on parle de peur innée lorsqu'il n'est pas nécessaire d'établir une
association entre un stimulus neutre et un résultat négatif pour considérer le stimulus comme une
menace et observer des réponses défensives. La peur innée regroupe la peur des prédateurs, des
congéneéres agressifs et des stimuli internes tels que l'asphyxie ou l'étouffement. Les réponses
comportementales de peur généralement observées en réponse aux menaces innées sont la fuite -
définie comme une échappée rapide loin de la menace pouvant étre dirigée vers un abri -, le
« freezing », et la lutte (« fight »). Les menaces innées peuvent étre détectées par une multitude de
modalités sensorielles telles que I'odorat, la vision, le godt, l'ouie, ou une combinaison de sens. En
conditions de laboratoire, il a été démontré que des souris naives présentent des réponses de peur a
I'odeur d'urine de renard, a la présence de rats ou de chats, a un stimulus visuel menagant ou a un son
aversif.

La plupart des animaux montrent des réponses de fuite a une menace approchante ou imminente
(Blumstein, 2006), en particulier si une voie de fuite et un abri slr sont disponibles (Blanchard et al.,
1993).

L'objectif de cette étude a été de créer une cartographie des zones cérébrales activées en réponse a la
peur innée et de comparer ces schémas d'activation entre des souris adultes (3 a 4 mois) et des souris
plus agées (23 a 25 mois). Pour provoquer cette réponse de peur innée, nous avons exposé les souris a
des stimuli de "Looming", simulant I'approche rapide d'un prédateur. |l s’agit de faire apparaitre dans le
dispositif, un disque noir qui grandit rapidement au-dessus de I'animal, imitant I'attaque d'un oiseau de
proie. Ces stimuli ont été présentés dans une aréne avec un abri, incitant principalement les souris a
fuir vers I'abri.

Les souris étaient d'abord laissées libres dans I'arene pendant 5 minutes, et elles pouvaient déclencher
les stimuli en passant par une zone centrale de l'aréne. Les souris "Témoins" (« Control ») n'étaient

exposées a aucun stimulus et passaient seulement 5 minutes dans 'aréne. Une fois le stimulus terminé,
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les animaux était retirés de 'aréne et leur cerveau était prélevé 90 minutes apres le début de leur
passage. Une immunohistochimie contre la protéine c-fos, un marqueur de I'activation neuronale, a été
ensuite réalisée sur des coupes issues des cerveaux prélevés. Le marquage c-fos a permis de réaliser
une cartographie de l'activité des régions cérébrales (heat maps) et d’identifier ainsi les structures
impliquées dans cette réponse de peur innée.

Les résultats ont montré que les souris adultes C57BI/6JRj (dgées de 3-4 mois) réagissaient aux stimuli
de looming en fuyant systématiquement vers I'abri. En revanche, les souris plus agées (agées de 20-24
mois) présentaient principalement une réponse de "freezing" sans fuir vers |'abri. Face a ces différences
de comportement entre les souris adultes et agées, nous avons cherché a déterminer si les
cartographies d'activation neuronale différaient également en fonction de I'age. Les résultats obtenus
chez les souris adultes ont montré une forte corrélation dans I'activation des trois noyaux de I'amygdale
(amygdale basolatérale, amygdale centrale et amygdale latérale) en réponse aux stimuli de looming,
corrélation qui n'était pas observée dans le groupe « témoin » (figure 16).

Concernant les souris dgées, nous avons montré une cartographie différente de celles des adultes, ce
qui pourrait en partie expliquer que les souris agées montrent une réponse de peur innée différente
(figure 17).

Cette étude visait a étudier I'effet de I'age sur un comportement défensif inné en réponse a un stimulus
menacant et si ces réponses comportementales sont associées a des modifications de |'activité des
structures cérébrales. Nous avons montré que les souris agées manifestent davantage de
comportements de freezing plutot que de fuite vers un abri lorsqu'elles sont confrontées a ce stimulus
menacant visuel, tandis que les souris jeunes présentent une réponse de fuite robuste. Suite a la
présentation du stimulus, les souris agées montrent une augmentation de [|'activation cellulaire
uniqguement dans le BLA et le dIPAG, tandis que les souris jeunes présentent des modifications de
I'activité dans I'hippocampe (DG et CA3), les noyaux amygdaliens (BLA et LA), le LPTN et le dIPAG. De
plus, la connectivité cérébrale fonctionnelle est altérée chez les souris agées en réponse a un stimulus
menagant.

En conclusion nous avons montré que 1) la réponse de peur innée était différente en fonction de I'dge, et
que 2) les structures amygdaliennes impliquées dans la peur apprise (comme le conditionnement de peur)
sont également sollicitées lors de la peur innée, du moins chez I'adulte. Ce travail fait I'objet d’une

publication soumise au Journal Neurobiology of Aging (Back et al., submitted).
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A Home-cage Control Looming
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Figure 16. Matrice de corrélation et réseaux de connectivité cérébrale fonctionnelle recrutés par les stimuli
menacants chez de jeunes souris adultes (3 a 4 mois). A. Analyse de corrélation de I'expression de c-Fos entre les
régions cérébrales des jeunes animaux dans les groupes "Home-cage", "Témoin" (Control) et "Looming". La
couleur de chaque case représente le coefficient de corrélation de Pearson (les valeurs de r vont de -1 a 1) selon
les régions cérébrales comparées. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. B. Les représentations en réseau pour chaque
matrice de corrélation montrent uniquement des corrélations positives significatives (traits noirs pleins) ou
négatives (traits gris en pointillés). Chaque structure cérébrale est représentée par un cercle dont la taille
représente le changement relatif de densité cellulaire c-Fos+ entre les conditions expérimentales (« Control » et
« Looming ») et la condition en cage d’élevage (« Home-cage »). L'épaisseur du lien représente la valeur de r de la
corrélation. LA (amygdale latérale), CeA (amygdale centrale), BLA (amygdale baso-latérale), LPTN (noyau
thalamique postérieur latéral), PBGN (noyau parabigéminal), DG (gyrus denté de I'hippocampe dorsal), CA3 (région
CA3 de I'hippocampe dorsal), dIPAG (substance grise périaqueducale dorso-latérale), uSC (couches supérieures du
colliculus supérieur), SC (colliculus supérieur) — Célia Bak©.

47



A Home-cage Control Looming

O »
'l C Q& D (SN
FEF g FXFL S

BLA BLA

CeA CeA

LA LA

SC SC

usC usSC
dIPAG dIPAG

CA3 CA3

DG DG
PBGN PBGN

LPTN LPTN

T
1.0 05 0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0 0.5 1.0 -1.0 -0.5 0 0.5 1.0
rvalues rvalues rvalues
B sC LA sC LA sc LA
® e @O e @
usC CeA usC CeA uSC CeA
] €] ® ®
dIPAG BLA dIPAG @ s drac @ @ s
- P P
CA3 LPTN cA3 LPTN CA3 LPTN
® ® ~—9
DG PBGN DG PBGN DG PBGN

Figure 17. Matrice de corrélation et réseaux de connectivité cérébrale fonctionnelle recrutés par les stimuli
menacants chez les souris agées (23 a 25 mois). A. Analyse de corrélation de I'expression de c-Fos entre les régions
cérébrales des souris dgées dans les groupes « Home-Cage », « Control » (Témoin) et « Looming ». La couleur de
chaque case représente le coefficient de corrélation de Pearson (allant de -1 a 1) selon les régions cérébrales
comparées. *p<0,05, **p<0,01. B. Les représentations en réseau pour chaque matrice de corrélation montrent
uniguement les corrélations positives significatives. Chaque structure cérébrale est représentée par un cercle dont
la taille représente le changement relatif de densité cellulaire c-Fos+ entre les conditions expérimentales
(« Control » et « Looming ») et la condition en cage d’élevage (« Home-cage »). L'épaisseur de la ligne représente
la valeur de corrélation r. LA (amygdale latérale), CeA (amygdale centrale), BLA (amygdale baso-latérale), LPTN
(noyau thalamique postérieur latéral), PBGN (noyau parabigéminal), DG (gyrus denté de I'hippocampe dorsal), CA3
(région CA3 de I'hippocampe dorsal), dIPAG (substance grise périaqueducale dorso-latérale), uSC (couches
supérieures du colliculus supérieur), SC (colliculus supérieur) — Célia Bak©.

Bien que nous ayons une compréhension relativement solide des mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans les mémoires de peur apprise, telles que le conditionnement de peur a un
contexte, de nombreuses questions subsistent encore concernant les mécanismes moléculaires sous-
jacents aux réponses de peur innée. Par exemple, comment les marques épigénétiques contribuent-
elles au maintien des comportements innés, comme observé dans une tache de Looming ? De plus,
comment ces réponses comportementales non acquises sont-elles transmises a travers les générations
? Dans une étude récente menée par Bravo-Rivera et al. (2020), les chercheurs ont examiné la réaction

de macaques rhésus vivant en liberté face a un serpent en caoutchouc placé dans une boite contenant
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de la nourriture. Les singes ont observé le serpent pendant un certain temps pour évaluer les risques
lies a I'obtention de la récompense alimentaire, étant donné leur peur innée des serpents. Les résultats
ont montré que les singes plus agés étaient moins timorés face au serpent en plastique que les individus
plus jeunes, et que cette différence de comportement était associée a différents profils de méthylation
de I'ADN. A ma connaissance, aucune étude n'a encore exploré le réle des mécanismes épigénétiques
dans les mémoires de peur innée et les réponses adaptatives associées chez les rongeurs, la plupart se

concentrant plutot sur les mécanismes de la peur acquise lors de taches de conditionnement a la peur

1.5 Etude du réle du complexe de corépression transcriptionnelle REST dans |'apparition des

déficits de mémoire liés a la maladie d'Alzheimer

Projet « TCORAD : Deciphering the role of REST-transcriptional corepressor complex in the onset of
Alzheimer’s disease-related memory deficits”. Ce projet, dont je suis le porteur, a recu un soutien

financier de la fondation France Alzheimer (2024-2026).

REST (restrictive element-1 silencing transcription factor) est un régulateur transcriptionnel majeur
agissant par le biais d’'un remodelage épigénétique. En tant que protéine échafaudage, REST est
associée a des protéines et enzymes nucléaires telles que CoREST, Sin3A et HDAC1/2. Ensemble, ils
forment un complexe de corépression transcriptionnelle qui réprime activement un grand nombre de
genes spécifiques des neurones et qui favorise le remodelage structurel, la plasticité synaptique et la
formation de la mémoire (Ballas et al., 2005; Hwang et al., 2017). Au cours du vieillissement, REST
favorise la neuroprotection en réprimant les génes impliqués dans le stress oxydatif et la toxicité de

I'amyloide-P.

Des études récentes indiquent que la dérégulation de REST et du remodelage épigénétique dépendant
de REST est un mécanisme central essentiel aux processus neurodégénératifs associés a des troubles,
notamment la maladie d'Alzheimer (Lu et al., 2014; Hwang and Zukin, 2018).

L’objectif principal de ce projet est d'étudier le réle du complexe corépresseur REST dans |'apparition et
la progression des déficits de mémoire dans un modeéle murin de la maladie d’Alzheimer.

Comme illustré sur la Figure 18, REST se lie a I'élément RE1/NRSE des génes cibles et recrute CoREST et
Sin3A. A leur tour, ils recrutent des HDAC1/2, qui déacétylation des histones et provoque la répression
de la transcription. Il est intéressant de noter que le blocage de I'activité des HDAC dans I'hippocampe
de divers modéles murins de la maladie d'Alzheimer abolit leurs déficits de mémoire et rétablit
I'acétylation des histones dans I'hippocampe (Lassalle et al., 2008; Ricobaraza et al., 2009; Graff et al.,

2012; Janczura et al., 2018). Bien qu'il soit clair que le corégulateur transcriptionnel REST soit impliqué
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dans le déclin cognitif lié a I'age (Lu et al., 2014), son role dans la maladie d’Alzheimer reste en grande

partie non résolu.
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N

Figure 18. Représentation schématique des
interactions entre la protéine REST et ses
partenaires corépresseurs au niveau de la
molécule d’ADN.

Histones

RE1/NRSE

Pour aborder cette question, nous utiliserons le modéle murin Tg2576 (APPswe) de la maladie
d’Alzheimer, largement caractérisé dans notre équipe a la fois au niveau comportemental et cellulaire
(Lassalle et al., 2008; Krezymon et al., 2013; Verret et al., 2013; Cattaud et al., 2018). Cette lignée de
souris présente |'avantage de développer des déficits de mémoire spatiale a long terme de maniere
progressive et liée a I'age (Ricobaraza et al.,, 2009; Verret et al., 2013) qui « imite » la pathologie de la
maladie chez I'humain. Cela nous permettra d'examiner si les altérations du complexe REST précédent
ou non le développement des déficits de mémoire chez les souris Tg2576. Les souris seront étudiées a
une étape asymptomatique (3 mois) et lorsque des déficits de mémoire graves et des plaques amyloides
sont présents (10 mois).

Etant donné que la maladie d’Alzheimer présente une prévalence plus importante chez les femmes,
nous comparerons les males et les femelles. Le projet TCORAD tourne autour de trois objectifs
principaux qui abordent la question de la contribution du complexe corépresseur transcriptionnel REST
aux déficits de mémoire dans la maladie d’Alzheimer et remettent en question l'impact du génotype,
de I'age et du sexe.

Le premier objectif sera de caractériser le complexe REST au cours de la progression de la maladie. Nous
comparerons le profil du complexe REST chez les souris transgéniques et non transgéniques males et
femelles a des stades clés de la maladie (3 et 10 mois). Pour ce faire, nous comparerons les profils
transcriptomiques et protéomiques de REST et de ses partenaires de corépression connus dans
I'hippocampe (siege des processus de mémoire déclarative) de ces souris. Nous avons également
l'intention de réaliser des expériences de co-immunoprécipitation (Co-IP) couplées a la
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) pour identifier tous les
partenaires du complexe REST (figure 19). Ce travail est actuellement réalisé par Elsa Moise lors de son

stage de recherche de Master 2 Neurosciences (période : janvier-mai 2024).
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Figure 19. Approches méthodologiques pour caractériser le complexe REST dans I’évolution de la pathologie
Alzheimer dans le modele murin Tg2576.

Notre deuxieéme objectif permettra d’étudier le réle spécifique du complexe REST dans le déclin cognitif
lié a I'age. Nous examinerons si la suppression ou la surexpression de REST et de ses partenaires
empéchent les déficits de mémoire spatiale dans notre modele murin de la maladie d’Alzheimer. Nous
déploierons une stratégie virale qui consistera a modifier I'expression de genes qui codent pour la
protéine REST ou l'un des partenaires protéiques du complexe REST dans I"hippocampe des souris
Tg2576. La mémoire spatiale des souris injectées sera évaluée a 3 et 10 mois. Ensuite, une analyse
transcriptomique de I'hippocampe sera effectuée a l'aide de la PCR quantitative en temps réel (RT-
gPCR). Nous nous concentrerons sur les genes liés a la mémoire et a la plasticité synaptique, et les
données moléculaires seront analysées en fonction des performances comportementales des individus
(figure 20). Une partie de ce travail est réalisé par Elsa Moise lors de son stage de recherche de Master
2 Neurosciences (période : janvier-mai 2024) et par Zoé Castagnet lors de son stage de Master

Neurosciences (période : mars-avril 2024).
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Figure 20. Evaluation des performances de mémoire suite a une manipulation de I'expression de REST et de ses
partenaires le modeéle murin Tg2576.

Le troisiéme objectif permettra de déterminer si un séjour temporaire dans un environnement enrichi
(EE) modifie I'expression des partenaires du complexe REST chez les souris femelles Tg2576. Nous
évaluerons l'impact de I'exposition précoce (3 mois) ou tardive (10 mois) a I'EE chez les souris Tg2576
sur la modulation du complexe REST. Les souris Tg2576 et NTg agées de 3 et 10 mois (EE3m et EE10m,
respectivement) seront exposées a I'EE pendant 10 jours avant d'étre soumises a des taches de
mémoire. Un second groupe de souris EE3m et EE10m sera généré pour étudier le remodelage de la
chromatine dans [I'hippocampe. Les niveaux d'expression des partenaires de REST et des

genes/protéines liés a la mémoire seront analysés (figure 21).
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Figure 21. Evaluation des performances de mémoire suite a une exposition transitoire des souris Tg2576 dans un
milieu enrichi.
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Nous avons précédemment montré que les souris Sin3AcKO males et femelles agées de 3 mois, portant
une délétion du corépresseur Sin3A, présentaient une meilleure mémoire a long terme suite a un
conditionnement a la peur (Bridi et al., 2020). Au niveau cellulaire, ces souris Sin3AcKO présentaient
une expression plus élevée de genes liés a la plasticité synaptique. De plus, nos données préliminaires
semblent indiquer que les souris Sin3AKO agées (18-20 mois) de sexe masculin et féminin présentent
également de meilleures performances en mémoire a long terme dans un autre paradigme
d'apprentissage dépendant de I'hippocampe, comme la reconnaissance spatiale des objets. Ces
données préliminaires suggerent alors que la protéine SIN3A pourrait agir comme un facteur limitant
dans les processus cognitifs, soulevant la possibilité que des stratégies visant a atténuer I'action des
systemes de corépression transcriptionnelle associés a SIN3A puissent étre pertinentes pour améliorer
la mémoire dans le contexte de la maladie d’Alzheimer.

Les HDAC, et plus particulierement HDAC1 et 2, sont également associés au complexe REST pour réguler
négativement I'expression des genes. De maniére intéressante, I'expression de HDAC2 est augmentée
dans les neurones de I'hippocampe des patients atteints de la maladie d’Alzheimer et dans deux
modeles murins de la pathologie (Graff et al., 2012). De plus, plusieurs rapports ont montré des
altérations des protéines d'histones dans cette maladie neurodégénérative. Par exemple, la
phosphorylation de I'histone H3 est augmentée dans les neurones de I'hippocampe des patients atteints
de maladie d’Alzheimer (Ogawa et al., 2003). De plus, 'acétylation de I'histone H4 est réduite dans le
cortex frontal des souris Tg2576 de 16 mois par rapport aux souris contréles NTg (Ricobaraza et al.,
2009). Malgré les preuves croissantes indiquant une altération des modifications post-
transcriptionnelles des histones concomitantes avec les déficits de mémoire dans la maladie
d’Alzheimer, il reste encore a découvrir comment |'altération de ces mécanismes épigénétiques survient
au cours de la maladie. Dans ce contexte, le projet TCORAD vise d'abord a caractériser |'organisation et
la fonction du complexe REST au début de la maladie d’Alzheimer dans un modeéle murin de la
pathologie. Ensuite, un deuxieme objectif sera de dévoiler la contribution spécifique de REST et de ses
partenaires de corépression tout au long de la progression du déclin de la mémoire au cours de la
maladie d’Alzheimer. La région cérébrale d'intérét pour cette étude est I'hippocampe dorsal, une région
cruciale pour la mémoire déclarative (spatiale) et ou nous avons déja décrit de nombreuses
modifications cellulaires anormales et des altérations liées a la maladie d’Alzheimer.

Enfin, notre projet visera a examiner si I'établissement d'une réserve cognitive, connue pour modifier la
relation entre les caractéristiques pathologiques et la cognition chez les patients atteints de maladie
d’Alzheimer, modifie également le profil transcriptionnel de I'hippocampe des souris atteintes par cette
pathologie. Nous avons précédemment signalé que I'exposition temporaire des femelles Tg2576 a un
environnement enrichi (EE) a un stade asymptomatique (3 mois) réduit de maniére robuste et constante

la gravité des déficits de mémoire liés a la MA habituellement observés a 13 mois (Verret et al., 2013).
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Forts de nos données non publiées montrant que des effets cognitifs bénéfiques similaires sont obtenus
apres seulement 10 jours d'EE, nous étudierons maintenant l'influence de I'exposition de 10 jours a I'EE
sur la fonction du complexe de corépression REST chez les souris Tg2576, en relation avec ses
conséquences sur les processus cognitifs. Le comportement agressif des males dans des conditions d'EE
les empéche d'étre étudiés dans cette expérience spécifique. Nous nous attendons a démontrer que le
complexe REST peut étre positivement influencé par I'EE et que cela peut contribuer a retarder

I'apparition des déficits de mémoire dans le modéle murin Tg2675 de la maladie d’Alzheimer.

Nous prévoyons de démontrer que le remodelage épigénétique lié a I'age est impliqué dans 'apparition
des déficits cognitifs. Nous prédisons que nos manipulations ciblées in vivo des corépresseurs
transcriptionnels modifieront le cours de la progression de la maladie d’Alzheimer, en particulier au
niveau cognitif. Cela révélera des liens de causalité entre la régulation altérée de la transcription des
genes dans I'hippocampe et les déficits mnésiques au cours de la maladie. Plus précisément, nous nous
attendons a ce que l'expression des corépresseurs REST et de ses partenaires associés dans
I'hippocampe soit affectée de maniere différentielle par I'apparition de la maladie chez les souris Tg2576
de sexe masculin et féminin. Il est difficile d'anticiper les résultats des expériences, mais nous prévoyons
une augmentation de I'expression de Sin3A et de HDAC corrélée avec un taux élevé de HDAC a partir du
stade sévere de la maladie (a 10 mois, lorsque le déclin cognitif est observé chez les souris Tg2576). Une
réduction de I'expression de REST (et peut-étre de CoREST) a I'dge de 10 mois serait également
attendue, comme cela a déja été montré précédemment (Lu et al., 2014).

Suite a la stratégie de ciblage génétique par voie virale congue pour réprimer Sin3A ou surexprimer REST
dans I'hippocampe des souris atteintes de maladie d’Alzheimer, nous nous attendons a observer une
amélioration des performances de mémoire spatiale de ces souris. Le travail précédent de I'équipe a
démontré la capacité de la stratégie de ciblage génétique a rétablir les déficits de mémoire dans les
modeéles murins de maladie d’Alzheimer (Richetin et al., 2015).

Enfin, nous nous attendons a ce que I'exposition des souris a I'EE modifie I'expression des corépresseurs
REST et Sin3A chez les souris Tg2576 apres le début de la pathologie, ce qui préviendrait les déficits de
mémoire spatiale. Dans I'ensemble, nos résultats permettront de mieux comprendre le réle éventuel

du complexe corépresseur REST dans la maladie d’Alzheimer et le déclin cognitif lié a I'age.

1.6 Perspectives et réflexion sur la « mémoire transcriptionnelle »
Pendant plus de 15 ans je me suis focalisé sur les mécanismes moléculaires de la mémoire a long terme
en abordant plusieurs aspects et utilisant différentes approches et modéles. Il est désormais admis que
les répresseurs transcriptionnels, a I'image des coactivateurs de la transcription comme le facteur CREB,

CBP/p300, participent a la mise en place de la mémoire a long terme. Il reste néanmoins encore des
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pistes de réflexions et d’'investigations a aborder pour comprendre un peu mieux I'implication de ces
complexes répresseurs de la transcription dans la consolidation de la mémoire. Nous avons tenté lors
de la thése de doctorat de Célia Bak de répondre a certaines questions sur I'implication de la protéine
SIN3A dans la mémoire a long terme, mais malheureusement nous nous sommes heurtés a des
difficultés techniques qui ne nous ont pas permis de valider notre modele d’étude. Il reste encore tant
de questions sans réponses notamment sur la demi-vie de cette protéine dans un neurone ou une
cellule nerveuse mature, rendant ainsi difficile la mise en place d’une stratégie pour altérer son
fonctionnement dans le cerveau.

Je souhaiterai pour 'avenir développer davantage de projets de recherches qui visent a comprendre
comment les formes de mémoires et les traces mnésiques (engrammes) peuvent évoluer et/ou étre
modifiées au cours du temps par divers facteurs environnementaux comme |'alimentation, I'activité
physique, les interactions sociales, etc... dans un cerveau sain et vieillissant. En effet, il est désormais
admis que les circuits neuronaux sont faconnés par I'expérience au cours des périodes critiques du
développement, ce qui permet notamment aux individus d'adapter leur comportement a
I'environnement qui les entoure. En particulier les modifications épigénétiques induites par |'activité
neuronale modulent I'accessibilité de I'ADN, altérant ainsi les profils d'expression génique et, par
conséquent, les niveaux de plasticité cérébrale. La configuration de base de la chromatine est
constamment mise a jour par les expositions environnementales au cours de la vie de I'individu (Fraga
et al., 2005). De multiples modifications des protéines histones (par exemple, phosphorylation,
acétylation, méthylation) et des méthylations de I'’ADN peuvent réguler de maniére combinatoire
I'expression des genes, comme on le voit dans la formation de la mémoire (Jenuwein and Allis, 2001),
ou lors d’un déclin cognitif associé au vieillissement (Penner, 2010).

L'étude des mécanismes de la transcription au cours de la formation de la mémoire a long terme
présente désormais ses limites. En effet, chez les mammiferes (y compris les rongeurs), le principal
challenge est d’identifier les différentes populations cellulaires qui forment I'engramme. Une stratégie
consiste a identifier les cellules activées de I'engramme par un marquage immunohistochimique des
protéines Fos ou Arc (marqueurs de référence pour I'activité cellulaire). Mais cette approche se heurte
a la fois a I'aspect spatial et temporel de la mémoire. En effet, la plupart des études se concentrent sur
une structure particuliére telle que I'hippocampe ou le cortex préfrontal, alors qu'un circuit neuronal
composé de différentes régions et structures du cerveau est nécessaire pour la formation, la
consolidation et la récupération de la mémoire. De plus, cette identification de marqueurs cellulaires se
fait généralement 90 minutes apres un apprentissage alors que I'on sait que la trace mnésique continue
a évoluer avec le temps. Les études transcriptionelles publiées ces derniéres années ne tiennent pas
compte non plus de I'aspect temporel et spatial (Choi et al., 2018; Roy et al., 2022). Actuellement, des

techniques de séquencage des ARNSs sur cellule unique (single-cell sequencing) tente de résoudre ce
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probleme, bien que cette technologie doit encore étre améliorée (Armand et al., 2021). Dans une étude
récente publiée dans la revue Nature communications, Vanrobaeys et collaborateurs ont développé une
technigue innovante alliant a la fois les approches du RNA sequencing (RNAseq) avec celles de
I'histologie pour déterminer les profils transcriptomiques des différentes types cellulaires (neurones,
astrocytes, etc..) dans les différentes régions cérébrales lors de la formation de la mémoire (Vanrobaeys
et al., 2023). En effet, la technologie single-cell sequencing (scRNAseq) fournit une image trés détaillée
du paysage transcriptionnel des différents types cellulaires, mais a un moment donné. La consolidation
de la mémoire est un processus progressif qui nécessitent des heures, des jours voire des semaines. S'il
est progressif, nous devons donc définir des étapes quiimpliquent de suivre le développement temporel
des changements transcriptionnels pour plusieurs genes. Par exemple, est-il possible d'identifier le
moment précis ol une mémoire est pleinement consolidée ou stockée ? Le point clé peut résider dans
la nature dynamique intrinséque de la mémoire et de ses engrammes. Pour comprendre les différentes
étapes de la mémoire, il faut donc pouvoir réaliser une sorte de « film » transcriptionnel de la mémoire.
Malheureusement le réalisateur de ce film n’est pas encore connu !

Cela nous amene donc a nous poser une question importante: existe-t-il une «trace
transcriptionnelle » de la mémoire ? Nous commencons a peine a identifier le répertoire
transcriptionnel de la mémoire notamment grace aux nouvelles techniques émergentes (nouvelles
technologies de séquencage) et de la bioinformatique. Nous sommes encore loin de comprendre
parfaitement I'organisation de la mémoire en raison de la grande complexité de cette derniére et de la
nature dynamique des processus qui la sous-tendent. Néanmoins, nous pouvons envisager que les
signatures transcriptionnelles qui surviennent aprés un apprentissage semblent étre spécifiques a
chaque type cellulaire et/ou de mémoire. Mais comment identifier une telle « trace transcriptionnelle »
de la mémoire ?

Un des problemes récurrents que I'on rencontre dans les études épigénétiques est que la transcription
des génes ne correspond pas systématiquement avec une forme active de la chromatine active (Lopez-
Atalaya and Barco, 2014). En effet, les marques épigénétiques, et notamment les acétylations des
histones, sont d’abord établies et qu’ensuite des changements transcriptionnels apparaissent parfois
apres plusieurs heures voire plusieurs jours (Marco, 2022). Il semble donc que I'acétylation des histones
soit une marque permissive pour la transcription des génes mais ne permet pas directement la
transcription de ces derniers. De plus, il a été montré que les facteurs de transcriptions peuvent
également recruter ces marques épigénétiques au niveau de I’ADN, plongeant ainsi I'acétylation des
histones et la transcription dans un dilemme de la poule et de I'ceuf (Guertin and Lis, 2010).

Je terminerai en disant que les processus de la mémoire sont complexes, dynamiques, impliquant une
diversité de type cellulaires et une multitude de régions cérébrales sur une durée étendue. La plupart

des études jusqu'a présent n'ont saisi que des «snapshots» (instantanés) des mécanismes
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épigénétiques de la mémoire, se focalisant sur des altérations spécifiques de la chromatine et/ou sur
des régions cérébrales isolées, sans prendre en compte la variété des types cellulaires ni la résolution
temporelle. Les avancées technologiques récentes, telles que le single-cell bisulfite sequencing (scBS-
seq), le single-cell CUT&Tag (scCUT&Tag), le single-cell ATAC-seq (scATAC-seq) et le single-cell Hi-C (scHi-
C), permettent désormais de caractériser respectivement la méthylation de I'ADN, les modifications
post-traductionnelles des histones, |'accessibilité de la chromatine (occupation des facteurs de
transcription), I'organisation tridimensionnelle de la chromatine sur cellule individuelle. Pour certaines
de ces techniques, il est méme envisageable de combiner le profil transcriptomique et épigénomique
d'une méme cellule. Avec ces perspectives, la recherche en neuro-épigénétique se trouve a l'aube
d'atteindre des niveaux de précision inégalés jusqu'a présent pour étudier les mécanismes de la

mémoire (Coda and Graff, 2024).

1.7 Projets annexes

L'organisation mondiale de la santé (OMS) indique que la consommation mondiale de sucre dépasse
largement 'apport recommandé, de sorte que l'impact de ces doses élevées sur |'apparition de troubles
métaboliques, notamment I'obésité, le diabete de type 2 ou les maladies cardiovasculaires, est devenu
un domaine de recherche important. En plus de ces effets métaboliques liés a une consommation
élevée de sucre, des études ont révélé le pouvoir addictif du sucre, qui s'est avéré égaler ou méme
surpasser celui de drogues dures telles que la cocaine. Cependant, les effets de la consommation de
sucre a long terme sur le modelage des réseaux cérébraux et des fonctions cognitives associées restent
encore énigmatiques.

Compte tenu qu’une consommation excessive de sucre est néfaste pour la santé, des édulcorants non
nutritifs (NNS, par exemple, I'aspartame, le sucralose et la saccharine) sont largement utilisés pour
améliorer la saveur des produits alimentaires sans en augmenter la teneur en sucre et en calorie. Leur
consommation mondiale et leur intérét commercial sont énormes, ce qui exclut toute diminution
prévisible de leur abondance, car les édulcorants artificiels représentent actuellement un marché de
7000 millions d'euros au niveau mondial, avec une croissance annuelle de 5 %. Malgré des découvertes
récentes montrant une association entre une forte consommation de NNS et une augmentation des
maladies cardiovasculaires et du cancer, ils restent un sujet controversé. Pourtant, 'impact d'une
consommation continue et « potentiellement » excessive d'édulcorants artificiels sur les fonctions
cérébrales reste peu exploré. Dans une étude récente, nous avons montré qu’une consommation
continue d’un édulcorant nutritif (NS), ainsi que d’un NNS chez des souris adultes altére
considérablement les niveaux de dopamine (DA) dans le cortex préfrontal (PFC) et le striatum en

favorisant les comportements dits « a risque » (Hamelin et al., 2022). Lors de ce projet j'ai formé et
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encadré Eloise Hamelin et Anastasia Mirofle, étudiantes en Thése de Sylvie Granon, aux techniques de
la RTgPCR.

Dans cette étude publiée en 2022, nous avons montré qu'une altération des propriétés mentales peut
alors se développer (peut-étre pendant plusieurs mois ou années) sans qu’aucun signe clinique
périphériqgue ne soient détectés par des analyses métaboliques. Il serait donc particulierement
intéressant d’identifier des indicateurs précoces montrant les effets de ces consommations
d’édulcorants sur les fonctions du cerveau afin de prévenir les risques sur la santé. Pour ce faire, il est
d'abord nécessaire de comprendre les mécanismes par lesquels les édulcorants exercent leurs effets
sur le cerveau. Il est également nécessaire de caractériser tous les aspects de leurs effets au niveau
comportemental a court et a long terme.

Dans ce cadre, le projet SWEETBRAINDEV vise a explorer I'influence de I'exposition chronique a des
édulcorants artificiels non nutritifs (NNS) ou a des édulcorants nutritifs (NS) tels que le sucre sur la santé
cérébrale et le comportement. Ce projet ANR vise a comprendre les conséquences a long terme de la
consommation de NS et de NNS chez les humains et les souris, et a évaluer le role causal des
modulations dopaminergiques sur les comportements de prise de décision afin de comprendre les
meécanismes cérébraux par lesquels ces effets sont produits. Le développement cérébral postnatal est
associé a |'établissement de connexions neuronales largement dépendantes de |'expérience, ce qui
implique d'importants mécanismes de plasticité fonctionnelle et morphologique. Nous savons que le
développement cérébral des juvéniles/adolescents est caractérisé par des périodes critiques de
remodelage dépendantes de I'expérience. De plus, la fin de cette période de plasticité intense est
associée a la mise en place de divers circuits neuronaux, permettant un traitement efficace de
I'information. En conséquence, des événements perturbateurs survenant pendant cette période
sensible entraineraient une désorganisation des réseaux neuronaux et des fonctions cérébrales
associées. Comme le systeme dopaminergique atteint sa maturité jusqu'a la fin de I'adolescence chez
tous les mammiféres, nous menerons ici des expériences sur des souris commengant des régimes
alimentaires sucrés a des stades plus précoces de la vie, in utero et a |'adolescence, afin d'étudier les
effets a long terme (études chez I'adulte) et de comprendre I'effet développemental de leur exposition
précoce.

Pour étudier comment la consommation chronique d'édulcorants influence les fonctions cérébrales,
notre projet SWEETBRAINDEV se déclinera en 3 objectifs qui seront décrits dans trois workpackges (WP)
ci-dessous:

WP1 : Explorer les changements moléculaires et physiologiques du systéme de récompense induits par
la consommation de NS par rapport a celle de NNS. Responsables : Cédrick Florian (CBI-Toulouse) et

Glenn Dallerac (Paris-Saclay)
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WP?2 : Caractériser l'influence a court et a long terme de la consommation de NS par rapport a celle de
NNS sur les fonctions comportementales et cognitives chez les souris. Responsables : Sylvie Granon
(Paris-Saclay) et Glenn Dallerac (Paris-Saclay)

WP3 : Etablir les relations causales entre les profils cognitifs/émotionnels humains et la consommation
a long terme d'édulcorants. Responsables : Nicolas Dallerac (Agro Paris-Tech) et Sylvie Granon (Paris-
Saclay)

De nombreuses études récentes suggérent que les marques épigénétiques qui affectent I'expression
des genes peuvent également étre influencées par des facteurs environnementaux tels que les
polluants, les toxines et les pesticides. Ces facteurs peuvent modifier directement ou indirectement les
niveaux et le renouvellement des marques épigénétiques, entrainant des changements dans les
schémas d'expression des genes qui peuvent affecter notre santé de maniere positive ou négative. De
plus, d’autres études récentes ont montré que l'alimentation ou les composés présents dans les
aliments peuvent également modifier I'expression des genes par le biais de mécanismes épigénétiques.
Ainsi, mon travail dans le WP1 consistera a évaluer si la consommation a long terme de NS ou NSS
entraine des modifications épigénétiques sur les cellules de 'aire tegmentale ventrale (VTA), a la base

du systeme de récompense.
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