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INTRODUCTION
1. La Déficience Intellectuelle (DI)
1.1 Prévalence

D’apres une méta-analyse de Maulik et son équipe, datant de 2011 et s’appuyant sur des
¢tudes de cas de DI (ou retard mental) publiées entre 1980 et 2009, la prévalence de la DI est
estimée a environ 1 a 3% dans la population mondiale, avec une fréquence plus importante

chez les individus masculins. La prévalence des cas les plus séveres est d’environ 6 pour mille.

1.2 Définition

Dans son manuel de recensement des troubles psychiatriques (DSM V), I’ Association

Américaine de Psychiatrie (2013) définit la DI par :

- L’apparition, durant la période développementale, de déficits du fonctionnement
intellectuel tels que le raisonnement, la résolution de problémes, la planification, la pensée
abstraite, le jugement, I’apprentissage scolaire et 1’apprentissage li¢ a I’expérience. Ces
déficits sont détectés par des évaluations cliniques individuelles qui permettent de donner une
valeur de Quotient Intellectuel (QI). Des échelles de mesure standardisées permettent
d’obtenir une valeur numérique globale. Les échelles les plus utilisées sont celles de Wechsler,
déclinées en 3 versions selon différentes tranches d’ages. La valeur du QI obtenue estime les
capacités de compréhension générale, de raisonnement et de mémoire, en tenant compte de
I’age et du milieu social de I’individu évalué. Dans la population, la valeur du QI varie entre
85 et 115 sur I’échelle de Wechsler (figure 1). Les patients sont considérés comme ayant des

déficits du fonctionnement intellectuel lorsque cette valeur est inférieure a 70.

- Aux déficits du fonctionnement intellectuel sont associées des limitations dans trois

domaines du fonctionnement adaptatif quotidien :

* Le domaine conceptuel ou académique, qui prend en compte les compétences
mnésiques, le langage, ’écriture, la lecture, le raisonnement mathématique ou
encore la capacité a résoudre des problémes.

* Le domaine social qui implique la conscience d’autrui, des émotions et des
expériences, I’empathie, la capacit¢ a établir des relations sociales et/ou

amicales ainsi que la capacité a communiquer aisément avec les autres.
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* Le domaine pratique, qui implique une certaine autonomie dans différents

domaines de la vie quotidienne tels que les soins personnels, la gestion de

I’argent, 1’organisation du travail scolaire ou encore la capacité a assumer des

responsabilités professionnelles.

L’¢évaluation du fonctionnement adaptatif permet de définir le niveau d’autonomie et de

prise en charge d’un patient. Les déficits de fonctionnement adaptatif sont mis en évidence

par I’évaluation clinique. De plus, des questionnaires remplis par les proches (famille /

personnel éducatif) permettent de compléter le diagnostic et d’évaluer I’autonomie du patient.

En fonction de la sévérité des déficits du fonctionnement adaptatif, quatre niveaux de

DI sont principalement diagnostiqués : la DI légere, modérée, sévere et profonde. Dans

certains cas, un diagnostic de « DI indéterminée » est utilisé lors d’une forte présomption de
9

DI, sans possibilité d’évaluation du patient (individus trop affaiblis, récalcitrants aux tests...).

Intelligence Intelligence
faible supérieure
<a 70 : retard mental (pouvant Intelligence moyenne (pouvant 2 a 130 : surdouement / Haut
étre profond, sévére, modéré étre moyenne basse ou moyenne Quotient Intellectuel (au dela de
ou léger) haute) 145 on parle aussi de THQI)
y {
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Figure 1. Répartition du QI dans la population, d’apres http://les-tribulations-dun-petit-zebre.com/.

1.3 Causes

Wechsler

Les facteurs étiologiques de la DI sont nombreux et treés hétérogenes. Dans environ 25%

des cas, les causes de DI sont de nature génétique (Verpelli et Sala, 2012), telles que des

erreurs de répartitions chromosomiques (trisomie 21 et 13), des microdélétions (syndrome

d’Angelman, syndrome de Prader-Willi...) ou encore des mutations monogéniques (syndrome
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de I’X fragile, syndrome de Coffin-Lowry...). Actuellement, des mutations sur plus de 450
geénes différents ont été impliquées dans la DI (Ellison et al, 2013).

Les causes de DI peuvent également étre de nature environnementale et apparaitre a
différentes étapes de la vie des individus atteints. Dés la période prénatale, les anomalies
métaboliques, les malformations cérébrales du feetus, ainsi que certains comportements a
risque de la mére durant la grossesse, comme la consommation de drogue, peuvent provoquer
une DI chez I’enfant. Certaines infections (listéria, méningite) au cours de cette méme période
peuvent également entrainer une DI. Au cours de la période périnatale, des complications
pouvant avoir lieu pendant le travail d’accouchement telles qu’une asphyxie ou des
traumatismes peuvent aboutir a une encéphalopathie néonatale et induire une DI. Parmi les
causes périnatales, il y a également les hémorragies intracraniennes, I’hypoglycémie ainsi que
I’hyperbilirubinémie. Enfin, la période postnatale regroupe également des facteurs de risque
environnementaux comme les problémes psychosociaux dont le manque d’affection durant les
premiéres années de vie, 1’absence de stimulations sociales ou encore la malnutrition.
D’autres causes telles que des traumatismes craniens graves, des infections (bactériennes ou
virales), des tumeurs cérébrales ou encore la quasi-noyade peuvent également entrainer une
DI (DSM V, 2013). Cependant, malgré ces nombreux facteurs, il est important de noter que
plus de la moiti¢ des cas de DI ont des causes non identifiées (pour revue, voir Ellison et al,

2013).

2. La DI liée au chromosome X
2.1 Généralités

Chez I’homme, environ 5 a 10% des DI sont dues a des mutations de genes du
chromosome X, appelées DI liées au chromosome X (DILX). Actuellement, plus de 210
formes différentes de DILX sont dénombrées (Chiurazzi et al, 2008 ; Lubs ef al, 2012). Parmi
les patients, on distingue les patients dont le seul signe clinique est la DI, on parle de DI non
syndromique, et les patients présentant une DI associée a d’autres signes cliniques
(morphologiques et/ou physiologiques), on parle alors de DI syndromique. Deux tiers des
DILX sont considérés comme non syndromiques contre un tiers de DILX syndromiques
(Ropers et Hamel, 2005). Avec I’avancée des méthodes de diagnostic (examen physique plus
détaill¢), il semblerait qu’il y ait une tendance a la diminution des DILX non syndromiques en

faveur des DILX syndromiques.
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2.2 Geénes impliqués dans la DILX

Les deux principales catégories de geénes dont 1’altération aboutit a une DI sont les
geénes impliqués dans les programmes neurodeveloppementaux et les malformations
cérébrales, et les geénes impliqués dans les mécanismes moléculaires importants pour
I’organisation et la plasticité des synapses (pour revue, voir Vaillend et al, 2008). Les
mutations de génes du chromosome X responsables des DILX sont réparties sur la totalité du
chromosome (figure 2). En 2012, 102 geénes différents ont été identifiés comme étant
impliqués dans des DILX syndromiques et non syndromiques (pour revue, voir Lubs ef al,
2012). Parmi ces génes, on note le géne rsk2, qui est impliqué dans le syndrome de Coffin-
Lowry que nous détaillerons plus loin dans ce manuscrit, localisé sur le bras court du

chromosome X (figure 2).

Nous pouvons également mentionner le géne FMRI localis¢ sur le bras long du
chromosome X (figure 2), dont les mutations sont responsables du syndrome de I’X Fragile,
la DILX la plus répandue avec une prévalence estimée a environ 1 gargon sur 5000 et 1 fille
sur 9000. Les mutations a 1’origine de ce syndrome aboutissent a 1’absence de la synthese de
la protéine FMRP. Brievement, les individus atteints montrent principalement une DI de
sévérit¢ variable pouvant étre associée a des problémes d’attention, des troubles du
comportement et des troubles autistiques. Les signes cliniques sont moindres chez les femmes,
ou la majorité d’entre elles ne présentent d’ailleurs pas de DI. Actuellement, il n’existe aucun
traitement pour soigner cette pathologie, seuls des traitements symptomatiques
(accompagnement adapté pour les troubles intellectuels, du langage...) sont disponibles

(Document ORPHANET (portail des maladies rares et des médicaments orphelins), 2012).

Pour finir, nous citerons également le géne MeCP2 localisé sur le bras long du
chromosome X (figure 2), dont les mutations sont responsables du syndrome de Rett. Ce
syndrome est aussi une DILX qui se caractérise, chez les filles, par un trouble grave et global
du développement du systeme nerveux central. La prévalence en Europe est d’environ
1/15000 filles. Les filles atteintes montrent une DI sévére. Il n’existe actuellement aucun
traitement curatif, mais des traitements symptomatiques (antiépileptiques, prise en charge

spécifique) sont disponibles (Document ORPHANET, 2006).
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Figure 2. Génes du chromosome X connus comme étant impliqués dans les DILX, d’aprés Lubs et al, 2012.

2.3 Fonctions des protéines impliquées dans les DILX

La recherche a montré que les génes impliqués dans les DILX codent des protéines

ayant des localisations et fonctions variées (figure 3 ; pour revue, voir Chiurazzi et al, 2008 ;

Vaillend et al, 2008 ; Verpelli et Sala, 2012). Cette grande variabilité montre la difficulté que

représentent 1’identification et la compréhension des mécanismes impliqués dans la DI. Ainsi,

ces protéines sont retrouvées a tous les niveaux cellulaires, allant de la membrane plasmique

au noyau en passant par les organites cytoplasmiques (figure 3A). Elles interviennent dans de
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nombreuses étapes importantes du fonctionnement cellulaire (figure 3B).
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Figure 3. Localisations (A) et fonctions des protéines (B) codées par des génes impliqués dans les DILX. Les
pourcentages représentent la proportion des protéines localisées dans un compartiment cellulaire donné (A) ou
la proportion de cellules ayant une fonction donnée (B), d’apres Chiurazzi et al, 2008.

En effet, ces protéines peuvent assurer des fonctions architecturales (composant
membranaire, cytosquelette), étre impliquées dans la régulation de I’expression génique, mais
aussi dans I’adhésion cellulaire ou encore dans la synthése protéique (pour revue, voir
Chiurazzi et al, 2008). Beaucoup de protéines sont également retrouvées dans des voies de
signalisation impliquées dans les étapes clefs de la communication synaptique, par exemple la
libération des vésicules présynaptiques ou encore 1’organisation des complexes protéiques de
la membrane postsynaptique (pour revue, voir Vaillend et al/, 2008 ; Verpelli et Sala, 2012).
Enfin, au cours des derni¢res années, plusieurs études utilisant des mod¢eles animaux de DI
ont montré que la formation de nouveaux neurones dans I’hippocampe adulte pouvait
¢galement étre altérée a différentes étapes (pour revue, voir Pons-Espinal ef al, 2013). Le

chapitre suivant exposera donc les données actuelles concernant la neurogenese adulte.
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3. La Neurogenese Adulte
3.1 Historique

Durant de nombreuses années, il avait ét¢ admis qu’il ne pouvait plus y avoir formation
de nouveaux neurones dans le cerveau adulte d’un organisme. Au cours des années 60,
I’utilisation de la thymidine tritiée (révélée par autoradiographie, figure 4A) a permis a
Altman d’étre le premier & mettre en ¢évidence la formation de nouveaux neurones dans le
cerveau de rats adultes préalablement 1ésés (Altman, 1962), puis par la suite dans le cerveau
de rats et de chats adultes sains (Altman et Das, 1965 ; Altman, 1963). A la suite de ces
travaux, d’autres auteurs tels que Kaplan, ont confirmé I’existence de la formation de
nouveaux neurones dans le cerveau adulte de rongeurs. Cependant, méme s’il est vrai que
certains auteurs ont montré que les nouvelles cellules observées montraient des
caractéristiques neuronales telles que la présence de dendrites et la capacité a former des
synapses, la formation de nouveaux neurones dans le cerveau adulte ne fut pas acceptée par la
communauté scientifique de 1’époque, car il était impossible avec les techniques
d’investigation utilisées de démontrer avec certitude qu’il s’agissait de nouveaux neurones et
non de cellules astrocytaires. C’est dans les années 90 que 1’utilisation de la 5-Bromo-2-
deoxyUridine (BrdU), un analogue de la thymidine s’intégrant aux cellules en division, a
permis le couplage du marquage des nouvelles cellules (révélées par immunohistochimie /
immunofluorescence, figure 4B) a des marqueurs neuronaux, et ainsi de les identifier

formellement comme des neurones (pour revue, voir Gross, 2000 ; Taupin, 2007).

Figure 4. Cellules néo-formées marquées dans le gyrus denté. (A) Marquage autoradiographique a la thymidine
tritiée, d’aprés Altman et Das, 1965. (B) Marquage immunofluorescent a la BrdU (vert) et au NeuN (rouge)
d’aprés Mandrofial et al, 2010.
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Depuis ces études pionnicres, la formation de nouveaux neurones dans le cerveau adulte
a été mise en évidence chez de nombreuses especes mammiferes (pour revue, voir Dupret et

Abrous, 2010), dont I’homme (Eriksson ef al, 1998 ; Spalding et al, 2013).

3.2 Généralités

La formation de nouveaux neurones dans le cerveau adulte ou neurogenese adulte a été

observée a I’état basal, dans deux régions principales du cerveau adulte de rongeur (figure 5):

- la zone sous ventriculaire (ZSV) des ventricules latéraux
- la zone sous granulaire (ZSG) du gyrus denté (GD) de I"hippocampe

Concernant la ZSV, les nouvelles cellules issues de cette zone se différencient en
neurones au cours de leur migration jusqu’au bulbe olfactif (figure 5A, pour revue, voir
Abrous et al, 2005). Au niveau de I’hippocampe, les cellules issues de la ZSG migrent sur une

courte distance au sein méme de la couche granulaire pour se différencier en neurones (figure

5B).
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Figure 5. (A) Neurogenese adulte dans la ZSV et (B) ZSG chez le rongeur, d’aprés Vescovi et al, 2006.
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En dehors de ces deux structures, quelques études montrent que la formation de
nouveaux neurones chez I’adulte peut avoir lieu dans d’autres régions cérébrales telles que le
cortex, le striatum, I’amygdale, le cortex piriforme, le tubercule olfactif, I’hypothalamus, la
substance noire ou encore le tronc cérébral (figure 6). Ces études sont, a I’heure actuelle,

encore controversées (pour revue, voir Gould, 2007).
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Figure 6. Régions neurogéniques confirmées (rouge) et controversées (rose), d’apres Gould, 2007.

Au cours de cette thése, nous nous sommes principalement intéressés a la neurogenéese

adulte hippocampique.

3.3 Formation hippocampique et para-hippocampique : description anatomique

La formation hippocampique est composée du subiculum, de I’hippocampe proprement
dit (composé des régions CA1l, CA2 et CA3) et du gyrus denté. Accolée au subiculum, la
formation para-hippocampique se compose de 5 régions: presubiculum, parasubiculum,
cortex entorhinal, cortex périrhinal et cortex postrhinal. La formation hippocampique et la
formation para-hippocampique communiquent par 1’intermédiaire de différentes projections

(figure 7).

Le gyrus denté est composé d’une couche périphérique appelée couche moléculaire,
d’une couche centrale de cellules granulaires et d’une couche interne polymorphique appelée
hile (figure 5B ; pour revue, voir Van strien ef al, 2009). Les cellules granulaires du GD
envoient des prolongements cytoplasmiques, appelés fibres moussues vers les neurones
pyramidaux de CA3. Ces neurones de CA3 projettent sur les cellules pyramidales de CA1 via

les collatérales de Schaffer, celles-ci envoyant a leur tour des projections sur le subiculum. Le
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subiculum émet ensuite des projections sur la formation para-hippocampique. La plupart des

projections entre ces structures sont réciproques.
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Figure 7. Schéma simplifi¢ des connexions entre la formation hippocampique (HF) et la formation para
hippocampique (PHR). Gyrus denté (GD), Champs ammoniens 1 et 3 (CAl, CA3), Subiculum (Sub), Cortex
postrhinal (POR), Cortex périrhinal (PER), Présubiculum (PrS), Parasubiculum (PaS), Cortex entorhinal (EC),
Cortex entorhinal latéral (LEA), Cortex entorhinal médian (MEA), d’aprés Van Strien ef al, 2009.

3.4 Déroulement de la neurogenése adulte hippocampique

Pour observer la formation de nouveaux neurones a I’état basal dans I’hippocampe

adulte, deux conditions indissociables doivent étre réunies :

- laprésence de cellules souches, dites cellules de type 1,

- au sein d’un environnement particulier appelé niche neurogénique. Cette niche
neurogénique correspond a un environnement composé de différents types cellulaires
(microglie, astrocytes, oligodendrocytes), sécrétant dans le milieu extracellulaire des
facteurs de croissance et des nutriments. Ce sont ces différents éléments qui
permettront la différenciation des cellules de type 1 ainsi que leur maturation en

neurones ou en cellules gliales (Zhao et al, 2008).

Les cellules de type 1 sont considérées dans la littérature comme étant des cellules
souches se divisant en cellules progénitrices, capables de s’auto-renouveler et de se
différencier en neurones ou en cellules gliales (figure 8 ; pour revue, voir Duan et al, 2008 ;
Zhao et al, 2008). Différentes études in vitro et in vivo mettent en évidence leurs capacités de

prolifération et de différenciation. /n vivo, des expériences de greffe de cellules de type 1 de la
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ZSG adulte dans la ZSV adulte aboutissent a la formation de neurones du bulbe olfactif, ce
qui montre a la fois le caractere multipotent des cellules de type 1 mais également

I’importance et la spécificité de la niche neurogénique (pour revue, voir Gage, 2000 ; Zhao et
al, 2008 ; Bonaguidi et al, 2012).

Astrocyte Astroglia Immature Mature
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Q%h F am »o—»,o—%—»ﬁ—»\gy
B Astrocytal differentiation Neuronal differentiation _ ’ /

< >

Figure 8. A partir de la cellule de type 1, différenciation d’une cellule souche de la ZSG en neurone mature ou en
cellule gliale, d’aprés Bonaguidi ef al, 2012.

Seule la formation des nouveaux neurones sera développée dans ce manuscrit. Avant de
devenir des neurones post-mitotiques (ayant perdu leur capacité de divisions), les cellules de
type 1 transitent par différents stades mitotiques affectant leur morphologie ainsi que leur
physiologie (profil d’expression protéique, propriétés électrophysiologiques). Ainsi, il est

possible de distinguer les cellules de type 1, type 2a, type 2b et type 3 (figure 8).
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| | |
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Figure 9. Différents profils d’expression protéique des cellules de la ZSG au cours des 42 jours suivant le début
de la division des cellules précurseurs, d’aprés Zhao ef al, 2008 ; Kempermann et al, 2004.

Au niveau du GD, les cellules de type 1 sont localisées dans la ZSG et possédent une
longue extension cytoplasmique et un noyau triangulaire (figure 8). Elles expriment la Glial
Fibrillary Acidic Protein (GFAP), la protéine Nestin ainsi que le facteur de transcription Sox2

(indispensable pour la capacité¢ d’auto-renouvellement cellulaire ; Suh et al, 2008). Ces
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cellules de type 1 montrent une faible capacité de prolifération cellulaire et présentent

certaines des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de cellules gliales.

Les cellules de type 1 vont ensuite, par division asymétrique, donner les cellules de type
2 (figure 8). Ces cellules de type 2 ne présentent plus d’extension cytoplasmique, leur noyau
est irrégulier et elles sont capables de migration tangentielle (Kempermann et al, 2004). La
migration de ces nouvelles cellules au sein méme de la couche granulaire a lieu
simultanément a la maturation. La majorité¢ des neurones s’intégre dans le premier tiers de la
couche granulaire du gyrus denté. Une quantité moins importante s’intégre dans le deuxieme
tiers et beaucoup plus rarement dans le troisieme tiers (Zhao ef al, 2006). Comme les cellules
de type 1, les cellules de type 2 expriment Sox2, elles expriment également une protéine
d’adhésion, la PSA-NCAM, mais cessent d’exprimer la GFAP. Elles sont divisées en deux
sous-groupes, celles qui continuent a exprimer la nestin, appelées cellules de type 2a et celles
qui n’expriment plus la nestin et expriment la doublecortine associée au chromosome X
(DCX), appelées cellules de type 2b (figure 9 ; Kempermann et al, 2004). Les cellules de type
2b seraient issues des cellules 2a. Contrairement a celles de type 1, les cellules de type 2a et

2b posseédent un fort taux de prolifération.

Les cellules de type 2b vont ensuite donner des cellules de type 3, également appelées
neuroblastes (figure 8). Leur noyau est arrondi, se rapprochant ainsi de la forme des noyaux
des cellules granulaires (Kempermann et al, 2004). Elles expriment la DCX ainsi que la PSA-
NCAM. Le stade cellule de type 3 est une étape charniére entre la période mitotique et post-
mitotique. En effet, apres ce stade les cellules commencent & exprimer la calrétinine et sont

considérées comme étant des neurones immatures.

A 1’age de 2 semaines environ, les neurones immatures continuent a exprimer la DCX,
mais commencent également a exprimer en quantit¢ moins importante la protéine NeuN,
utilisée pour identifier les neurones matures (figure 9). Un peu avant cet age, les cellules
néoformées présentent une activit¢ GABAergique excitatrice (figure 10A). En effet, ces
nouvelles cellules ont une concentration intracellulaire élevée en ions chlorures, ce qui a pour
conséquence d’inverser I’action du neuromédiateur GABA. Entre 2 et 4 semaines, ’activité
GABAergique des nouvelles cellules devient inhibitrice et c’est également a cette période que
débute la formation de I’arborisation dendritique (figure 10A ; pour revue, voir Zhao et al,
2008). Les nouveaux neurones granulaires commencent alors a projeter leurs axones sur les

neurones pyramidaux de la couche CA3. C’est également a cette période que ces nouvelles
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cellules commencent a exprimer des génes immédiats précoces tels que c-Fos et Zif268
(Snyder et al, 2009a ; Veyrac et al, 2013). A environ 2 semaines, des épines dendritiques
commencent a apparaitre sur les nouveaux neurones. Enfin, le passage de neurone immature a
neurone mature est marqué par I’expression de la calbindine au lieu de la calrétinine tout en

continuant a exprimer la protéine NeuN (figure 9).
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Figure 10. (A) Maturation et migration des cellules néo-formées partant de la ZSG au sein de la couche
granulaire, d’aprés Zhao et al, 2008. (B) Nombre de cellules BrdU positives exprimant certains marqueurs au

cours des 4 premiéres semaines de la neurogenése adulte hippocampique, d’aprés Kempermann et al, 2004.
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Les premiers neurones matures sont observés environ 4 semaines apres les premieres
divisions des cellules de type 1 (Duan et al, 2008 ; Zhao et al, 2008). Il a été reporté que
I’arborisation dendritique de ces nouveaux neurones continue a se développer jusqu’a 2 mois
aprés la phase proliférative, les rendant ainsi non distinguables des autres neurones
granulaires matures (Zhao et al, 2008). C’est également au bout de 4 semaines que les
projections des neurones vers le CA3 deviennent stables (Gu et al, 2012). Les neurones
néoformés matures regoivent des afférences GABAergiques et glutamatergiques similaires a

celles recues par les neurones matures initialement présents.

Enfin, il est trés important de noter qu’au cours de la neurogenése adulte
hippocampique, une grande partie des cellules néoformées disparait par un mécanisme de
mort cellulaire programmée, deés leurs premiers jours de vie (figure 10B ; figure 11A;
Kempermann et al, 2004). Cette mortalité cellulaire trés importante (environ 70% des
nouvelles cellules) se stabilise a environ 4 semaines. Comme nous le verrons ultérieurement,
la survie de ces cellules néoformées est dépendante de plusieurs facteurs (stress, conditions
environnementales, apprentissage, vieillissement ...). Ainsi, sur I’ensemble des cellules
nouvellement générées, seules 25 a 30 % d’entre elles survivent 4 semaines apres la fin de la
phase mitotique dite proliférative et s’intégrent aux réseaux neuronaux (pour revue, voir Zhao
et al, 2008). Un des éléments permettant de mettre en évidence 1’intégration fonctionnelle de
ces nouveaux neurones est 1’analyse de I’activation neuronale. Cette activation peut étre
observée par des méthodes ¢lectrophysiologiques, mais également par des techniques
immuno-histochimiques via I’observation du produit de genes immédiats précoces tels que
c-Fos, Arc ou encore Zif268. Les genes immédiats sont utilisés car ils sont exprimés

rapidement et de fagon transitoire en réponse a 1’activité neuronale.

La neurogenese adulte hippocampique chez la souris et le rat partage de nombreuses
similitudes. Cependant Snyder et a/ (2009a) ont montré que la quantité de nouveaux neurones
générés et la chronologie de leur maturation variaient entre ces deux especes. Ainsi, le
nombre de nouvelles cellules générées quotidiennement est plus important chez le rat (environ
9000 nouvelles cellules) que chez la souris (environ 3000 nouvelles cellules ; figure 11A).
Cependant, lorsque ce nombre de nouvelles cellules est exprimé par rapport au volume de la
couche granulaire, la densité obtenue est similaire 1 semaine apres injections de BrdU chez

les deux especes, mais ne 1’est plus apreés 4 semaines (figure 11B). Ceci montre que le taux de
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nouvelles cellules générées est équivalent chez les deux espéces, mais qu’il y a moins de

cellules qui survivent chez la souris que chez le rat.
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Figure 11. Comparaisons de la neurogenese adulte hippocampique entre souris et rats. (A) Comparaison du
nombre total de cellules marquées positivement a la BrdU en fonction des semaines post-injections de BrdU. (B)
Comparaison de densités de cellules BrdU/mm® a 1 et 4 semaines post-injections de BrdU. (C) et (D)
Comparaison du pourcentage de cellules BrdU'/DCX" et BrdU/NeuN" en fonction des jours post injection de
BrdU, d’apres Snyder et al, 2009a.

Cette étude montre également que la chronologie d’expression des marqueurs utilisés
pour suivre la maturation neuronale varie en fonction de I’espece. En effet le pourcentage de
neurones exprimant la DCX diminue plus rapidement chez le rat par rapport a la souris (figure
11C), et I’expression de NeuN augmente plus rapidement chez le rat par rapport a la souris
(figure 11D). Cette étude montre ainsi que la maturation neuronale chez le rat est plus rapide

que chez la souris.

3.5 Facteurs influencant la neurogenéese adulte hippocampique

La neurogenése adulte hippocampique est une forme de plasticité cérébrale qui est
influencée par de nombreux facteurs externes. Ces facteurs peuvent agir positivement et/ou
négativement sur les différentes étapes de la neurogeneése adulte hippocampique :
prolifération, migration, différenciation, survie. Parmi les facteurs positifs, il y a I’exercice

physique, I’enrichissement environnemental ou encore la potentialisation a long terme. Parmi
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les facteurs négatifs, il y a notamment le vieillissement, le stress, la privation de sommeil. La
littérature montre que certains facteurs peuvent étre positifs ou négatifs en fonction des
conditions expérimentales. C’est le cas du stress, de I’apprentissage et des facteurs de
croissance (figure 12 ; pour revue, voir Lafenetre et al, 2011). Seuls, certains de ces facteurs

seront développés dans la suite de ce manuscrit.

Potentialisation \

Enrichissement 3 long terme
environnemental Facteurs de

croissance

Neurogeneége Adulte

Hippocampique
Vieillissement

Stress

Exerci
xercice Apprentissage

physique et mémoire /

Figure 12. Relations entre stimuli externes et neurogenése adulte hippocampique. Vert : action positive, rouge :

action négative, orange : action positive ou négative, d’aprés Lafenetre ef al, 2011.

L’enrichissement environnemental correspond a des conditions d’élevage permettant

I’augmentation des stimulations sensorielles, motrices, cognitives, sociales, olfactives et
auditives des animaux (figure 13). Les effets bénéfiques de I’enrichissement environnemental
ont été décrits pour la premiére fois par Donald Hebb en 1947, lorsqu’il comparat, de facon
anecdotique, des rats élevés a son domicile de mani¢re domestique aux rats élevés en
laboratoire, et constatit que les rats domestiques montraient de meilleures performances
cognitives que ceux de laboratoire. Depuis ces observations pionnicres, les effets bénéfiques
de I’enrichissement ont été largement démontrés, tant au niveau cérébral que cognitif. Ainsi, il
a été montré que 1’enrichissement était capable de stimuler différentes structures cérébrales
(figure 13) et, entre autres, de provoquer un épaississement du cortex cérébral, d’augmenter
I’arborisation et la longueur des dendrites, le nombre d’épines dendritiques, la taille des
synapses sur certains neurones ou encore de modifier I’expression de certains génes (pour

revue, voir Van Praag et al, 2000 ; Nithianantharajah et Hannan, 2006 ; Sale et al, 2014).
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Dans le cadre de la neurogenese adulte hippocampique, [’enrichissement
environnemental augmente la survie neuronale mais pas la prolifération cellulaire chez la
souris de souche C57BL/6 (Kempermann et al, 1997). En revanche, I’enrichissement
augmente a la fois la prolifération cellulaire et la survie neuronale chez les souris d’une autre
souche, les 129Sv] (Kempermann et al, 1998). Une autre étude montre €galement que
I’enrichissement est capable d’augmenter la survie cellulaire chez des souris transgéniques
exprimant la GFP sous le contrdle de la nestin (Kronenberg et al, 2003). Cette méme étude
montre que l'enrichissement affecte également la différenciation cellulaire en augmentant le
nombre de cellules exprimant Prox1 qui est un marqueur neuronal (Kronenberg et al, 2003).
Une ¢étude a montré qu’un enrichissement d’une seule semaine sur des cellules agées de 1 a 2
semaines était capable d’augmenter leur survie cellulaire (Tashiro et al, 2007). Cette méme
¢tude a montré que I’effet bénéfique de I’enrichissement sur la survie dépendait de 1’age des
cellules néoformées. En effet, 1’action serait plus forte si les neurones sont relativement
immatures (agés de 1 a 3 semaines) au moment de 1’enrichissement. Sur les neurones agés de

plus de 3 semaines, I’enrichissement n’a aucun effet (Tashiro ez a/, 2007).

Cognitive

Visual Somatosensory

‘

Figure 13. Illustration d’un enrichissement environnemental et des régions cérébrales pouvant étre stimulées
suite aux interactions avec les objets de cet enrichissement, d’aprés Nithianantharajah et Hannan, 2006.

Chez les rongeurs, ’exercice physique volontaire en roue d’activité a des effets

bénéfiques sur la neurogenese adulte hippocampique. En effet, des souris ayant accés a une
roue d’activité montrent une augmentation de la prolifération cellulaire, de la survie neuronale
et une accélération de la maturation neuronale, via une augmentation du nombre d’épines

dendritiques (Van Praag et al, 1999 ; Zhao et al, 2006 ; Snyder et al, 2009b). De méme, des
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souris ayant acces pendant 8 a 12 heures par jour a une roue d’activité, montrent des
modifications de la maturation et de la différenciation neuronale, en exprimant plus de
neurones matures et moins de cellules astrocytaires (Wong-Goodrich et al, 2010).
L’augmentation de la survie des nouveaux neurones générés dans le gyrus denté lors de
I’exercice met en jeu I’activation de la voie anti-apoptotique PI3K-Akt (Bruel-Jungerman et
al, 2009). Enfin, il a ét¢ montré par 1I’équipe de Fabel en 2009, qu’une combinaison
d’exercice physique et d’enrichissement (10 jours de roue d’activité suivie de 35 jours
d’enrichissement) augmentait de fagon plus importante la survie cellulaire et la formation de
nouveaux neurones (augmentation de nombre de cellules BrdU/NeuN") par rapport aux deux

conditions individuellement (pour revue, voir Lafenetre et al, 2011).

Le vieillissement a pour effet de diminuer certaines étapes de la neurogenese adulte
hippocampique. D’une fagon générale, les animaux agés présentent une quantité de cellules
souches, une prolifération cellulaire ainsi qu’une survie neuronale moins importante que les
animaux plus jeunes (Driscoll ef a/, 2006 ; pour revue, voir Lee et al, 2012). Dans une étude
détaillée, Ben Abdallah ef a/ (2010) montrent que la diminution de la prolifération débute tres
tot chez la souris. En effet, il a été observé une diminution exponentielle de la prolifération
cellulaire (d’environ 30-40% chaque mois) entre I’dge de 1 mois et 4 mois. Puis cette
diminution se poursuit de fagon moins drastique jusqu’a 9 mois. La survie cellulaire subit
¢galement une diminution avec le vieillissement et plus de cellules se différencient en
astrocytes qu’en neurones chez les souris agées par rapport aux plus jeunes (pour revue, voir
Lee et al, 2012). 1l a également été montré que la diminution de la neurogenése observée au
cours du vieillissement était en partie due a des facteurs présents dans le sang (Villeda et al,
2011).

Les résultats des études sur le stress montrent des effets trés variés sur les différentes

¢tapes de la neurogenéese adulte hippocampique en fonction des espéces (rat, souris) ainsi que
des types de stress appliqués (pour revue, voir Schoenfeld et Gould, 2012). En effet, un stress
ponctuel tel que la défaite sociale n’a aucun effet sur la prolifération cellulaire alors qu’il
diminue la survie neuronale chez le rat (Thomas et a/, 2007). En revanche, chez le rat comme
chez la souris, une série de plusieurs défaites sociales entraine une diminution de la
prolifération cellulaire (Yap et al, 2006, Czéh et al, 2007). Une étude comparative montre que
la contention ponctuelle augmente la prolifération cellulaire chez la souris mais la diminue

chez le rat (Bain et al, 2004). Cependant, d’autres études montrent qu’une contention
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ponctuelle (2 ou 6 heures par jour) n’a aucun effet sur la prolifération cellulaire chez le rat
bien qu’une contention répétée pendant 3 semaines (6 heures par jour) entraine une
diminution de la prolifération cellulaire (Pham ez a/, 2003). Il a également été montré que le
stress pouvait augmenter la survie cellulaire de fagon transitoire chez la souris. En effet, un
stress de contention de 2h/jour, répété durant 12 jours, provoque une augmentation de la
survie cellulaire des cellules agées de 14 jours, ce qui n’est pas retrouvé pour des cellules

agées de 21 jours (Snyder et al, 2009b).

De nombreuses études montrent qu’il y a un lien entre 1’apprentissage hippocampo-
dépendant et la neurogenése adulte hippocampique (pour revue, voir Epp et al, 2013).
Certaines ¢tudes montrent que des tiches comportementales telles que la piscine de Morris
(Snyder et al, 2009b ; Sandoval et al, 2011), ou encore ’exploration spatiale (Ramirez-
Amaya et al, 2006) stimulent le recrutement des nouveaux neurones. Dans un premier
exemple, il a été montré, apres 1’apprentissage du clignement palpébral, une augmentation de
la survie de nouveaux neurones 4gés d’une semaine chez le rat qui persiste jusqu’a 2 mois
apres la fin de I’apprentissage (Gould et al, 1999 ; Leuner ef al, 2004). 1l semblerait que cet
effet positif de 1’apprentissage sur la survie neuronale soit dépendant de I’implication de
I’hippocampe dans la tache, en effet dans la version hippocampo-indépendante de la tache,
I’acquisition du réflexe palpébral ne modifie pas la survie neuronale. La vitesse d’acquisition
d’une tache de conditionnement du clignement palpébral influerait également sur la survie
neuronale. En effet, une acquisition lente est liée a une augmentation de la survie de neurones
agés d’une semaine alors qu’une acquisition plus rapide ne modifie pas cette survie (Waddell
et al, 2011). De méme, dans la version hippocampo-indépendante de la piscine de Morris
aucune modification de la survie cellulaire n’est observée suite a un apprentissage, alors que
I’apprentissage dans la version hippocampo-dépendante, peut entrainer une augmentation de
la survie des nouveaux neurones agés de 1 et 2 semaines (Gould et al, 1999 ; Hairston et al,
2005 ; Epp et al, 2007 ; Trouche et al, 2009 ; Veyrac et al, 2013), qui est encore plus
importante lorsque la tiche est maitrisée c’est-a-dire lorsque les animaux trouvent la
plateforme trés rapidement (Sisti et al/, 2007). En revanche, d’autres études montrent que
I’apprentissage hippocampo-dépendant peut entrainer, soit une diminution de la neurogencse
adulte hippocampique, soit une absence d’effets (pour revue, voir Leuner ef al, 2006 ; Epp et
al, 2013). Enfin, Xu et al (2011) ont montré qu’une version spatiale de mémoire de travail
entraine une diminution de la survie neuronale par rapport a une version plus facile de la tiche

dans la piscine de Morris chez la souris. De méme, chez le rat, il a été montré qu’un protocole
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de mémoire de travail dans la piscine de Morris provoquait une diminution de la prolifération

cellulaire (Aztiria et al, 2007) ainsi que de la survie cellulaire (Mohapel et al, 2006).

Sur cette question de I’influence de 1’apprentissage en piscine de Morris sur la survie
des nouveaux neurones, Dupret et al (2008) ont émis I’hypothése selon laquelle
I’apprentissage agirait de manicre distincte sur les différentes étapes de la neurogenése adulte
et que cette action dépendrait des performances de 1’animal dans la tache et de 1’age des
neurones observés (Dupret et al, 2008). Selon cette hypothéese, 1’apprentissage serait optimisé

par la perte de neurones de certains ages.

3.6 Role de la neurogenese adulte dans les fonctions cognitives

L’hippocampe est une structure cérébrale fortement impliquée dans les processus
mnésiques, mais également dans des mécanismes de régulation de ’humeur ainsi que dans
différents processus cognitifs (pour revue, voir Treves et al, 2008). Certaines lésions
hippocampiques peuvent entrainer des déficits dans des taches d’apprentissage et de mémoire
spatiale telles que la tache en piscine de Morris. L hippocampe dorsal serait plus impliqué
dans D’apprentissage et la mémoire spatiale alors que I’hippocampe ventral serait plus
impliqué dans des fonctions de mémoire émotionnelle (pour revue, voir Moser et Moser,

1998 ; Fanselow et Dong, 2010).

La neurogenese adulte hippocampique se déroulant au sein du GD de I"hippocampe, la
question de son implication dans des processus mnésiques a donc fait I’objet de nombreuses
¢tudes, principalement chez les rongeurs (rat et souris), en utilisant des taches
comportementales nécessitant les fonctions hippocampiques (pour revue, voir Leuner et al,
2006 ; Epp et al, 2013). Ces études sont principalement basées sur des approches corrélatives
qui vont consister a analyser les effets des variations de la neurogenéese adulte hippocampique
sur la mémoire. Différentes méthodes, d’efficacités variables, permettent de réduire, voire
bloquer la neurogenése adulte hippocampique : I’utilisation d’agents pharmacologiques
(MAM, TMZ, S5-fluorouracile), I’irradiation, I’inactivation de genes impliqués dans la
neurogenese par injection de vecteurs rétroviraux ou encore 1’utilisation d’animaux
transgéniques. Les résultats de certaines de ces études sont regroupés dans le tableau 1 a
I’exception de celles analysant le role de la neurogenése adulte dans 1’apprentissage et la
mémoire spatiale dans la piscine de Morris et dans la séparation de patterns qui seront

développés dans la suite de ce manuscrit. De facon générale, dans des taches
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comportementales telles que le conditionnement de la peur ou encore la reconnaissance
d’objets, les études bloquant la neurogenése adulte hippocampique montrent soit des déficits

comportementaux, soit une absence d’effets sur le comportement (tableau 1).

Pour étudier I’implication des neurones adultes néoformés dans la mémoire spatiale, la
tache comportementale d’apprentissage et de mémoire spatiale en piscine de Morris est

souvent utilisée.

Ainsi, de nombreuses études corrélatives montrent que les modifications de la
neurogenese adulte hippocampique peuvent avoir des effets sur les performances mnésiques
des animaux. Par exemple, des études montrent, chez la souris et le rat, qu’une augmentation
de la survie neuronale, provoquée par un séjour en environnement enrichi ou par 1’exercice
physique volontaire en roue d’activité, améliore les performances dans la piscine de Morris

(Kempermann et al, 1997 ; Van Praag et al, 1999 ; Nilsson et al, 1999 ; Iso et al, 2007).

A T’opposé, le blocage ou la diminution de la neurogenése hippocampique adulte par
irradiation ou chez des modeles de souris transgéniques peut entrainer des déficits
d’apprentissage et/ou de rétention a long terme dans le test de la piscine de Morris (pour revue,
voir Dupret et al, 2010). Par exemple, en utilisant le témozolomide (TMZ), Garthe et al
(2009) ont montré que la diminution de la neurogenése hippocampique adulte a pour
conséquence d’altérer la précision de la navigation spatiale dans la piscine de Morris chez la
souris. Cependant, une autre étude montre que ces déficits de performances d’apprentissage
sont observés chez de jeunes souris agées de 1 a 2 mois, mais pas chez des souris agées de 2 a
3 mois ou de plus de 11 mois (Martinez-Canabal et al, 2012). Snyder et al (2005) ont quant a
eux montré que le blocage de la neurogenese de neurones agés de 4 a 28 jours par irradiation
n’influencait pas I’apprentissage mais par contre entrainait des déficits de mémoire spatiale, 2
et 4 semaines aprés un apprentissage semi massé dans la piscine de Morris. D’autre part, en
utilisant une technique d’inactivation sélective de nouveaux neurones de différents adges par
manipulation optogénétique post-apprentissage en piscine de Morris (protocole distribu¢), Gu
et al (2012) ont montré que ’inactivation de neurones agés de 4 semaines, mais pas ceux ageés
de 2 ou 8 semaines, entraine une perte du souvenir préalablement acquis. De méme en
utilisant une souris transgénique permettant de tuer sélectivement les nouveaux neurones
apres un apprentissage spatial, Arruda-Carvalho ef a/ (2011) ont montré une perte du souvenir

préalablement acquis en piscine de Morris dans un protocole distribué.
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Outre les expériences de diminution ou d’ablation de la neurogenese, il a également été
montré que des modifications de la chronologie de la neurogenése adulte pouvaient affecter la
cognition. Ainsi, des souris transgéniques dont ’expression conditionnelle du géne pro
différenciation PC3 (Tis21/BTG?2), modifie la chronologie développementale des nouvelles
cellules néoformées montrent également des déficits d’apprentissage et de mémoire spatiale
dans la piscine de Morris (Farioli-Vecchioli et al, 2008, 2009). Dans ces études, I’accélération
de la différenciation des cellules progénitrices induite par I’expression de PC3 a provoqué une
réduction de I’arborisation dendritique et des épines dendritiques des nouvelles cellules,

probablement a I’origine des déficits observés.

Paradoxalement, d’autres études utilisant le blocage de la neurogenése hippocampique
adulte par le MAM ou par irradiation n’ont pas montré d’effet sur les performances
d’apprentissage et de mémoire en piscine de Morris. Par exemple, le blocage par le MAM des
nouveaux neurones (4gés de 0 a 14 jours) avant D’apprentissage n’a aucun effet sur les
performances des rats dans un protocole distribué de piscine de Morris (Shors et al, 2002). De
méme le blocage par irradiation des nouveaux neurones avant apprentissage dans un protocole
distribué de piscine de Morris n’a pas montré d’effet sur les performances de souris (Raber et
al, 2004). Snyder et al, 2005 montrent également que le blocage de la neurogenése par
irradiation juste avant (4 jours avant I’aprentissage) ou apres (1 jour apreés I’apprentissage)
I’apprentissage n’a aucun effet sur les performances de rats dans un protocole de piscine de
Morris semi-massé. Enfin, dans une autre étude ou un modele transgénique de rat exprimant
la thymidine kinase a partir d’un promoteur de GFAP a ét¢é utilis¢, une diminution de 98% des
nouveaux neurones apres traitement au ganciclovir est obtenue. Le traitement chronique de
ces rats par cette drogue n’entraine aucun déficit dans un protocole distribué de piscine de

Morris (Groves et al, 2013).
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Shors et al, 2001

Shors et al, 2002

Brue-jungermann
et al, 2005
Mustafa et al,
2008

Raber et al, 2004

Madsen et al,
2003

Saxe et al, 2006

Farioli-Vecchioli et
al, 2008

Imayoshi et al,
2008
Hernadez-Rabaza
et al, 2009
Jaholkowski et al,
2009

Yang et al, 2012

Iwata et al. 2008

Groves et al, 2013

Zhang et al, 2008

Warner-Schmidt et
al, 2008
Wojtowicz et al,
2008

Tableau 1. Effets du blocage de la neurogenese adulte hippocampique sur la cognition, d’aprés Marin-Burgin et

Schinder, 2012.
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Récemment, il est apparu quelques données intéressantes montrant que la neurogenése
hippocampique adulte était fortement impliquée dans la fonction de séparation de patterns
(pour revue, voir Sahay et al, 2011a). La séparation de patterns consiste, lors de I’encodage
d’une information, a distinguer des patrons d’informations présentant un degré de similitude
important, de sorte qu’ils puissent étre restitués indépendamment les uns des autres sans
interférence. Chez la souris, cette fonction peut étre ¢évaluée par différents tests
comportementaux, notamment en utilisant un test de non-appariement retardé effectué¢ en
labyrinthe radial (Clelland et a/, 2009), mais aussi a 1’aide de protocole de conditionnement
de peur ou encore de reconnaissance d’objets (Sahay et al, 2011b). Il a tout d’abord été
montré que I"’hippocampe est la structure particulierement sollicitée dans cette fonction. Par
exemple, il ét¢ montré que des souris portant une délétion pour la sous-unit¢ GluN2A du
récepteur NMDA dans I’hippocampe présentent des déficits de la fonction de séparation de
patterns évaluée dans un protocole de reconnaissance d’objets (Kannangara et al, 2014). De
plus, certaines études d’inactivation sélective des récepteurs NMDA dans le gyrus denté ont
mis en évidence le rdle de gyrus denté dans la séparation de patterns. En effet, chez une souris
n’exprimant plus le géne codant la sous unité NR1 du récepteur NMDA spécifiquement dans
les cellules du gyrus denté, des déficits sont observés dans la fonction de séparation de
patterns évaluée dans un dispositif de peur contextuelle (McHugh et al, 2007). Enfin, des
¢tudes complémentaires d’imagerie et d’électrophysiologie montrent que c'est plus
précisément le gyrus denté et le champ CA3 de I’hippocampe qui seraient impliqués dans la
fonction de séparation de patterns, méme si certaines divergences subsistent dans la littérature
quant au réle de CA3 qui semble plus particulicrement impliqué dans la fonction de

complétion de patterns (pour revue, voir Yassa et Stark, 2011 ; Neunuebel et Knierim, 2014).

Comme mentionné précédemment, il a ét¢ montré que la neurogenese adulte
hippocampique était impliquée dans la fonction de séparation de patterns (pour revue, voir
Sahay et al, 2011a). En effet, des déficits dans des dispositifs de discrimination permettant
I’évaluation de la séparation de patterns tels que le labyrinthe a huit bras ou encore le « mouse
touchscreen » ont été¢ observés chez les souris dont la prolifération cellulaire et la survie des
nouveaux neurones générés chez 1’adulte ont été bloquées (Clelland et a/, 2009). Cette étude
montre que le blocage par irradiation des nouveaux neurones altére la fonction de séparation

de patterns lorsque les stimuli sont présentés avec une relativement faible séparation spatiale
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mais pas lorsque la séparation spatiale est plus grande (discimination plus aisée). Une autre
¢tude de Nakashiba et al (2012) montre que seuls les jeunes neurones (aprés quelques jours
d’intégration dans les réseaux neuronaux) interviennent dans les fonctions de séparation de
patterns. En effet la suppression par irradiation de ces jeunes neurones (3 a 4 semaines)
provoque des déficits de discrimination dans la fonction de séparation de patterns évaluée
dans le labyrinthe radial a huit bras. En revanche, sur un mod¢le transgénique de rat, il a été
montré que la diminution de la prolifération cellulaire ne générait aucun déficit en séparation
de patterns évalué dans un labyrinthe radial a huit bras (Groves et al, 2013). Cependant,
I’augmentation de la survie neuronale via 1’exercice physique volontaire en roue d’activité
permet également d’améliorer la séparation spatiale de patterns chez des souris agées de 3
mois, mais pas chez des souris de 22 mois (Créer ef al, 2010). De méme, I’augmentation de la
survie neuronale chez un modele de souris transgénique, provoquée par la diminution de
I’apoptose des nouvelles cellules, entraine une amélioration des performances en séparation

de patterns dans un dispositif de discrimination de contexte (Sahay et al, 2011b).

L’ensemble de ces résultats, malgré quelques divergences, montre que la neurogenese
adulte hippocampique est impliquée dans certaines fonctions cognitives. Les nouveaux
neurones générés dans le gyrus denté joueraient en particulier un réle dans I’acquisition et la
consolidation d’informations mnésiques impliquant les fonctions hippocampiques. A 1’appui
de cette hypothése, c'est durant des apprentissages basées sur des informations spatiales
comme dans la tache de la piscine de Morris, ainsi que lors du rappel, que les jeunes neurones
vont exprimer des marqueurs d’activation neuronale, signe de leur recrutement dans les
réseaux neuronaux participant a I’acquisition au cours de I’apprentissage et a la rétention de
I’information (Kee et al, 2007 ; Veyrac et al, 2013). Actuellement, & ma connaissance il
n’existe aucune donnée dans la littérature concernant un éventuel role de la neurogenese

adulte hippocampique dans la reconsolidation post apprentissage.

3.7 Notion de période critique

L’ensemble de ces études liant la neurogenese adulte hippocampique et la mémoire ont
permis de faire émerger la notion de période critique qui correspond a une période au cours de
laquelle les nouveaux neurones sont plus sensibles aux stimuli externes et influencent les

performances cognitives des animaux pendant les tdches comportementales hippocampo-
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dépendantes (pour revue, voir Aasebo ef al, 2011). Durant cette période critique, les neurones
présentent des caractéristiques physiologiques particuliéres comme une hyperexcitabilité, leur
permettant d’étre plus facilement activés par I’apprentissage (Tashiro et al, 2007 ; Ge et al,
2007 ; Bruel-Jungerman et al, 2006 ; Zhao et al, 2006). 11 a ét¢ montré que les nouveaux
neurones pouvaient étre intégrés de fagon durable aux réseaux impliqués dans la mémoire
spatiale (Trouche et al, 2009). Kee et al (2007) ont montré, en analysant I’expression de c-Fos
et Arc, que les neurones agés de moins de 4 semaines €taient plus susceptibles d’étre intégrés
aux réseaux neuronaux impliqués dans I’apprentissage spatial que les neurones plus agés. Au
laboratoire il a également été montré que 1’expression par les nouveaux neurones du produit
de Zif268 entre 2 et 3 semaines était indispensable a la maturation et au recrutement des
jeunes nouveaux neurones lors d’un apprentissage spatial (Veyrac et al, 2013). La
détermination de la période critique se base sur différentes études aux protocoles variés, il est
donc difficile de la délimiter avec précision. Néanmoins le recoupement de ces études permet

de situer la période critique entre I’age de 1 et 3 semaines (figure 14).
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Figure 14. Période critique des nouveaux neurones pour leurs implications dans les processus mnésiques, d’aprés
Aasebo et al, 2011.
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4. Le Syndrome de Coffin-Lowry
4.1 Historique

Le Syndrome de Coffin-Lowry (SCL) a été décrit pour la premiére fois en 1966 par le
docteur Coffin, puis indépendamment en 1971 par le docteur Lowry, dans deux familles
différentes. C’est en étudiant trois familles supplémentaires en 1975 que le docteur Temtamy
montra que toutes les familles étudiées souffraient de la méme pathologie qu’il nomma

Syndrome de Coffin-Lowry en référence aux deux docteurs.

4.2 Prévalence

Le SCL est une maladie génétique rare, et le nombre d’enfants naissant dans le monde
avec ce syndrome est estimé a environ 1/50000-1/100000 cas (Document Orphanet, 2007 ;
Pereira et al, 2010).

4.3 Signes cliniques
Les signes cliniques du SCL sont multiples, variés et répertoriés dans le tableau 2.

Signes physiques Signes cognitifs Signes neurologiques
Malformations squelettiques : Déficit intellectuel: Déficits psychomoteurs :
Cyphose vertébrale / scoliose Plus sévére chez les gargons Retard d’acquisition de la
Faciés caractéristique (figure que chez les filles (QI entre 15 | marche

15): et 60 chez les gargons) Microcéphalie

Large front Comportement psychotique | Déficits auditifs
Hypertélorisme orbital Dépression neurosensoriels d’intensité
Protrusion des lévres Comportement amical, variable

Bosses frontales paisible et souriant Crises convulsives

Oreilles larges Retard du développement

. , . cérébral
Narines antéversées L, Ly
. Volume cérébral total réduit
Hypodontie (IRM)
Pos.mon anormale des‘ dents Dilatations des ventricules
Doigts mous, larges a la base et latéraux

étroits aux extrémités (figure
15)

Malformations cardiaques
Hypotonie

Hyperlaxie articulaire
Cataracte

Cataplexie

Myélopathie

Pectus caritum/excavatum
(déformation du buste

Hernie

Tableau 2- Signes cliniques du SCL d’aprés Hanauer et Young, 2002 ; Hunter et al, 2002 ; Kesler et al, 2007 ;
Pereira et al, 2010.
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De fagcon générale, les signes cliniques sont moins séveres chez les filles,
vraisemblablement grace a la compensation permise par le second chromosome X. Certains
signes cliniques du SCL peuvent étre détectés dés la naissance et se développent au cours des
premicres années de vie, c’est le cas de certaines malformations faciales observées chez tous

les gargons (figure 15).

Figure 15. Gauche : Facies caractéristique de 4 gargons atteints du SCL a différents ages. Droite : doigts d’un
enfant atteint du SCL, d’aprés Hanauer et Young, 2002.

L’ensemble des signes cliniques répertoriés n’est pas systématiquement observé chez
tous les patients (Hanauer et Young, 2002 ; Hunter et al, 2002 ; Pereira et al, 2010). Les
malformations physiques telles que le pectus excavatum ou encore la scoliose sont observées
chez 80% des gargons. Les patients atteints du SCL montrent également un retard de
croissance qui se met en place dés les premieres années (Pereira et al, 2010). D’autres
malformations plus rares comme des malformations du coeur peuvent également étre
observées (15% des patients). Au niveau neurologique, des é¢tudes d’Imagerie par Résonance
Magnétique (IRM) portant sur quelques patients ont permis de mettre en évidence une
diminution générale du volume cérébral (Kesler et al, 2007) ainsi qu’une dilatation des
ventricules latéraux (Kondoh et al, 1998). Des cas de déficits auditifs neurosensoriels ont été
répertoriés chez 30% des patients ainsi que des crises convulsives (5% des patients) et des
crises avec chutes (20%). Au niveau cognitif, la DI sévére est diagnostiquée chez tous les
gargons atteints du SCL a I’exception de quelques cas de DI légere (Manouvrier-Hanu et al,

1999). Comme mentionné dans le tableau 2, le QI des patients SCL est évalué entre 15 et 60,



38

ce qui suggere des déficits cognitifs relativement importants. Cependant, excepté ces valeurs
de QI, nous ne disposons pas de données détaillées quant a la nature de ces déficits. Les
patients montrent d’une fagon générale un comportement paisible, bien qu’il ait été recensé
chez certaines femmes atteintes, quelques rares cas de schizophrénie, de dépression ou encore
de comportement psychotique et de repli sur soi. Dans les cas les plus séveérement atteints, les
enfants ne sont pas capables d’acquérir le langage. Enfin, des difficultés de navigation
spatiale ont été rapportées chez quelques enfants. Par exemple, un enfant atteint du SCL serait
capable d’effectuer seul le trajet le menant de sa maison a son école (et I'inverse), mais
pourrait avoir des difficultés a atteindre un de ces deux lieux si on le place quelque part sur le
trajet (Drs Hanauer et Touraine, communication personnelle). Excepté ces quelques cas,
I’analyse de la cognition chez les patients atteints du SCL est difficile, car le nombre de
patients répertoriés et étudiés reste faible. Cependant, il serait interessant de connaitre quelles

sont les différentes formes de mémoires affectées dans le SCL.

4.4 Causes

La majorité des cas de SCL sont sporadiques, seuls 20 a 30% des patients présentent des
antécédents familiaux. En 1996, des études génétiques, menées a I'IGBMC (Institut de
Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, CNRS UMR 7104, Inserm U964)
d’Illkirch, ont montré que ce sont des mutations du géne RPS6KA3 (ribosomal protein S6
kinase, 90kDa, polypeptide 3) aussi appelé rsk2, qui sont a I’origine du SCL (Trivier ef al,
1996). Ce gene code la protéine kinase RSK2. Actuellement, plus de 140 mutations distinctes
de ce géne ont été mises en évidence dans le SCL (Abidi et al, 1999 ; Jurkiewicz et al, 2010 ;
Pereira et al, 2010). Ces mutations sont de différents types (tableau 3) et aucune corrélation
entre un type de mutation et les signes cliniques observés chez les personnes atteintes du SCL
n’a pu étre clairement mise en évidence (Nakamura et a/, 2005). Quel que soit le type, toutes

ces mutations entrainent la synthése d’une protéine peu ou pas fonctionnelle.
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Faux-sens 30 %
Non-sens 15%
Erreur d’épissage 20 %
Délétion/Insertion (courte) 30 %
Délétion/Insertion (grande) 3 cas

Tableau 3. Types et fréquences des mutations retrouvées chez les personnes atteintes du SCL, d’aprés Hahn et al,
2012.

4.5 Diagnostic

Le diagnostic du SCL est principalement basé sur I’observation des signes cliniques.
Ceux-ci apparaissant progressivement, le diagnostic peut étre compliqué, notamment chez les
nouveau-nés. Il existe également des risques de confusions avec d’autres syndromes
présentant des signes cliniques similaires, tels que l’alpha thalassémie avec déficience
intellectuelle liée a I’X. Compte tenu de ces difficultés, un diagnostic moléculaire qui consiste
a mettre en évidence la présence de mutations du géne rsk2, par des méthodes de PCR ou
indirectement par western blot (via I’analyse de la protéine RSK?2), peut étre effectué. Dans le
cas des familles présentant un risque, un diagnostic prénatal est possible par biopsie du
trophoblaste ou amniocentése (Hanauer et Young, 2002 ; Touraine, 2002 ; Orphanet, 2007 ;
Pereira et al, 2010).

4.6 Traitements et espérance de vie

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif pour le SCL. Cependant, des
traitements symptomatiques ciblant certains signes cliniques sont mis en place afin
d’améliorer le quotidien des personnes atteintes. C’est par exemple le cas pour les
malformations de la colonne vertébrale qui sont corrigées par des méthodes chirurgicales.
Dans le cas de patients présentant des crises convulsives, des médicaments pour lutter contre

ces crises sont utilisés.

L’espérance de vie des personnes atteintes du SCL est variable, car elle dépend de la
sévérité des symptomes. D’une fagon générale, les femmes atteintes vivent plus longtemps
que les hommes (Partington, 1988). Selon les quelques cas répertoriés, des patients sont

décédés suite a des infections telles que la pneumonie ou la myocardite (infection du cceur).
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Plusieurs garcons atteints du SCL sont également morts suite a des complications dues a
I’anesthésie générale au cours des opérations nécessaires pour les corrections orthopédiques

ou dentaires (Hanauer et Young, 2002).

5. Les protéines RSKs
5.1 Famille des RSKs

Chez I’homme la famille des protéines kinases RSKs comprend 4 isoformes : RSK1,
RSK2, RSK3 et RSK4 (figure 16). Ces quatre protéines sont codées par des génes distincts
localisés sur les chromosomes 1 (RSK7), X (RSK2 et RSK4) et 6 (RSK3). Les 4 protéines RSK
partagent une tres forte homologie de séquence (73 a 80 % d’acides aminés identiques) et
divergent souvent au niveau de leurs extrémités C et N terminales. Elles possédent aussi des
homologies de structure avec une autre famille de protéines kinases : les « Mitogen and Stress
activated Kinases » (MSK). Les homologues des RSKs ont été mis en évidence chez certains
rongeurs (rat et souris), le xénope ou encore le poulet (pour revue, voir Romeo et al, 2012).
Les protéines RSKs sont composées d’environ 800 acides aminés et sont caractérisées par la
présence de deux domaines fonctionnels kinase distincts (Jones et al, 1998) : le domaine C-
terminal kinase (DCTK) et le domaine N-terminal kinase (DNTK) (figure 16). La présence de
ces deux domaines kinases au sein de la méme protéine est peu courante et confére aux
protéines RSK des caractéristiques de deux familles de protéines kinases distinctes, la famille
des « Ca”"/calmoduline-dependent protein kinase (CAMK) » pour le DCTK et la famille des
« protein kinase A, G et C » (AGC) pour le DNTK. En plus de ces 2 domaines, les protéines
possédent également une région linker reliant les deux domaines kinase, et un domaine D

permettant de lier certaines des protéines activatrices des RSK (figure 16).

4

Figure 16. Schéma simplifié représentant la structure générale des protéines RSKs. La région séparant le DCTK
et le DNTK représente la région du linker. Les cercles représentent les sites de phosphorylation conservés dans
les 4 protéines RSK. Les cercles noirs correspondent aux sites de phosphorylation indispensables a 1’activation
de la protéine (Dalby, 1998).
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5.2 Expression tissulaire

Des études se sont intéressées a 1’expression tissulaire des ARN messager (ARNm) des
RSKs chez I’humain et la souris. Au niveau périphérique, chez ’homme et la souris, les 4
RSKs sont exprimées dans tous les tissus (Zeniou et al, 2002 ; Kohn et al, 2003 ; bioGPS.org

(base de données)) avec une plus faible expression générale de RSK4 chez I’adulte.

Plus spécifiquement, chez I’embryon humain, on détecte un signal de ’ARNm de RSK2
a partir de 9 semaines de développement, mais plus a 13 semaines. L’ARNm de RSK2 est
principalement retrouvé dans les régions cérébrales en développement tel que le télencéphale,

le cervelet et ’hippocampe (Guimiot et al, 2004).

Dans le cerveau humain adulte, les ARNms de RSK1, 2 et 3 ont été détectés dans
plusieurs structures cérébrales (Zeniou et al, 2002). Cependant, ’ARNm de RSKI est plus
fortement exprimé dans la couche granulaire du cervelet. L’ARNm de RSK2 est également
fortement exprimé dans I'hippocampe, le cervelet mais aussi dans le pdle occipital et le lobe

frontal. Enfin, ’ARNm de RSK3 est, lui, fortement exprimé dans la medulla.

Chez la souris, I’expression des RSKs présente un caractére variable et transitoire entre
la période embryonnaire et 1’dge adulte. L’ARNm de RSKI1 est fortement exprimé au début
de I’embryogenése au niveau du neuro-épithélium et plus faiblement dans les autres régions.
Au stade E16.5, son expression diminue fortement dans le systéme nerveux en développement
(Zeniou et al, 2002). Dans le cerveau adulte, son expression est treés faible de fagon globale,
excepté dans la couche granulaire du cervelet. L’ARNm de RSK2 est, quant a lui, faiblement
exprimé chez I’embryon murin. Par contre, son expression est tres forte dans I’hippocampe, le
cervelet et le cortex cérébral du cerveau murin adulte, mais reste faible dans les autres
structures cérébrales (Zeniou et al, 2002). Concernant RSK3, son ARNm est fortement
exprimé dans les systémes nerveux, centraux et périphériques chez la souris au stade
embryonnaire. Dans le cerveau adulte il est fortement exprimé dans le noyau accumbens, le
noyau de I’amygdale latéral et également dans la couche granulaire du GD au niveau de
I’hippocampe. Enfin, chez la souris en développement, ’ARNm de RSK4 est fortement
exprimé dans les systémes nerveux centraux et périphériques et beaucoup plus faiblement
dans les autres tissus. A ma connaissance, 1’expression détaillée de RSK4 n’a pas été étudiée

chez la souris adulte.
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5.3 Signalisation cellulaire des RSKs

Les protéines RSK, sous leur forme inactive, sont majoritairement cytosoliques. Une
fois activées, elles sont non seulement retrouvées dans le cytosol, mais également dans le
noyau (Chen et al, 1993). Les protéines RSKs sont situées a ’extrémité « effectrice » de la
voie de signalisation cellulaire des Mitogen Activated Protein kinases (MAPK). De par cet
emplacement, elles font partie d’un groupe de protéines kinases appelées les MAPKAPK pour
MAPK-activated protein kinase qui regroupe des protéines kinases activées par les MAPK.
Les MAPKSs sont les principales composantes de voies de signalisation impliquées dans de
grandes fonctions cellulaires telles que la survie, la prolifération, la migration, ou la
croissance cellulaire. Elles forment une famille de protéines kinases vaste et trés conservée
qui vont étre activées par des facteurs de croissance, des chimiokines, le stress et d’autres
stimuli (pour revue, Cargnello et Roux, 2011). La signalisation cellulaire de la voie des
MAPK débute par I’activation cellulaire qui va entrainer I’activation d’'une MAPK kinase
kinase (MAPKKK). Cette MAPKKK va phosphoryler a son tour une MAPK Kinase
(MAPKK) qui elle-méme va phosphoryler une MAP kinase. Pour terminer la transduction du
signal, la MAPK va activer les MAPKAPKSs qui activeront leurs cibles, générant ainsi une
réponse cellulaire au stimulus (figure 17). L’activation des MAPKAPK peut nécessiter
I’intervention de protéines extérieures a la voie des MAP kinases. Il existe plusieurs voies
(aussi appelées modules) de MAPK qui vont se différencier par leurs stimuli activateurs, les
protéines qui les composent, ainsi que par leurs cibles. De par leur structure conservée, il est

possible de retrouver des modules de MAPK qui partagent les mémes cibles (figure 17).
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Figure 17. Schéma représentant I’ordre d’activation des MAP kinases, d’aprés Cargnello et Roux, 2011.

5.4 Activation

Les études menées sur les protéines RSKs ont permis d’établir un modéle de leur
activation. De maniére constitutive les RSKs sont inactives sauf RSK4 chez la souris qui
présente in vitro une activité basale équivalente a 50 % de son activation totale, due a des
phosphorylations constitutives (Diimmler et al, 2005). Les RSKs sont activées suite a la
phosphorylation de certains de leurs résidus sérine et thréonine. Ces sites de phosphorylations
sont trés conservés, il en existe 6 dont 4 sont indispensables a 1’activation des protéines
(figures 16 et 18). L’activation des RSK (RSKI1, 2 et 3) nécessite a la fois la MAPK
sérine/thréonine ERK1/2  (Extracellular signal-Regulated Kinases) ainsi que la
sérine/thréonine kinase 3-Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1 (PDK1) (Jensen,
1999) constitutivement active et présente dans le cytosol (figure 18). L’activation débute par
la fixation de ERK1/2 sur le domaine D. ERK1/2 va ensuite phosphoryler la thréonine 573 qui
va entrainer 1’activation du DCTK. ERK phosphoryle par la suite la thréonine 359 et la
sérine 363 au niveau de la région linker. En parall¢le, le domaine C-terminal va phosphoryler

la sérine 380 permettant de créer un site de liaison pour PDKI1. PDK1 va alors activer le
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domaine N-terminal kinase par phosphorylation de la sérine 221 (figure 18). Enfin, le
domaine N-terminal kinase va phosphoryler les différentes cibles de la protéine qui peuvent

étre cytosoliques ou nucléaires.
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Figure 18. Schéma simplifi¢é d’activation des protéines RSKs. Les fléches pleines correspondent aux
phosphorylations activatrices. Les fléches en pointillé correspondent au déplacement des protéines. Les chiffres
allant de 1 a 5 représentent la chronologie de I’activation, d’aprés Romeo et al, 2012.

5.5 Fonctions cellulaires des RSK2

Les fonctions des RSKs se traduisent par I’action de leurs cibles. De par leurs fortes
homologies de séquences, il est possible que les différents membres de la famille RSK aient
des cibles communes. A ma connaissance, il est difficile de déterminer avec certitude s’il
existe des cibles spécifiques a un seul des homologues de la famille RSK. Cependant, parmi

les différentes protéines RSKs, certaines possédent des caractéristiques particuliéres laissant
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supposer 1’existence de cibles plus spécifiques. C’est le cas de RSK3, qui est la seule des
RSKs a posséder un signal de localisation nucléaire (Zhao et al, 1995). Pour la suite de ce

manuscrit, je vais me focaliser uniquement sur les fonctions de la protéine RSK2.

La protéine RSK2, a travers ses différentes cibles est impliquée dans plusieurs
fonctions :

L’apoptose : Il est montré dans la littérature que RSK2 est impliquée dans les
mécanismes de survie cellulaire via ses cibles anti-apoptotiques. En effet, elle phosphoryle la
protéine BCL2-Associated Death promoter (BAD) (Tan et al, 1999), qui, lorsqu’elle est
phosphorylée, a une action anti-apoptotique. Cependant, selon Clark et al (2007), la
phosphorylation de BAD ne serait pas principalement liée a RSK2, mais a MSK1. Parmi les
cibles pro-apoptotiques on compte aussi la protéine DAPK dont la phosphorylation par RSK2
supprime son action pro-apoptotique (Anjum et al/, 2005). RSK2 phosphoryle également le
facteur de transcription p53 qui est indispensable au maintien de 1’intégrité cellulaire, car il va
pouvoir, dans des conditions de stress, déclencher la réparation de I’ADN ou ’apoptose (Cho
et al, 2005). Fisher et al (2009), ont montré que, malgré ses cibles pro-apoptotiques, RSK2
n’a aucune influence sur la survie des motoneurones. En revanche, elle a un rdle de régulation
de la croissance axonale des motoneurones. En effet, les motoneurones n’exprimant pas

RSK2 ont des axones plus développés que ceux qui I’expriment.

RSK2 serait également impliquée dans le fonctionnement du cycle cellulaire. En effet

des traitements avec des inhibiteurs de RSK2 sont capables d’arréter la prolifération cellulaire
de cellules humaines tumorales en culture (Tan et al, 1999). RSK2 inhibe ’activité¢ de la
protéine GSK3p qui compte, parmi ses fonctions, la phosphorylation de facteurs de
transcription (Sutherland et al, 1993) pouvant étre impliqués dans des fonctions cellulaires
telles que la migration ou encore la prolifération cellulaire. L’action de la protéine RSK2 dans
la prolifération cellulaire a également été suspectée de par sa fonction activatrice de la
protéine p53. En effet la protéine p53 est fortement impliquée dans la prolifération anarchique
des cellules tumorales (Cho et al, 2005). Des études ont également montré que I’absence de
RSK2 entraine une augmentation de la neurogenese embryonnaire corticale. En effet, a partir
des cellules prélevées au stade embryonnaire et n'exprimant plus la protéine RSK2, il a été
observé, in vitro, une augmentation de la prolifération des cellules précurseurs qui
normalement se différencient en neurones corticaux (Dugani et al, 2010). La protéine est

¢galement impliquée dans la progression de la phase G1 du cycle cellulaire, via le contrdle de
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CDK2 (Fujita et al, 2003). Différentes études effectuées sur RSK2 montrent qu’elle agit

comme un régulateur essentiel de la tumorigenése (pour revue, voir Romeo et al, 2012).

La différenciation cellulaire : RSK2 active I’ Activating Transcripion Factor-4 (ATF4)

qui est une protéine impliquée dans la différenciation et la fonction des ostéoblastes. Les
ostéoblastes sont des cellules responsables de la synthése du collagéne de type 1, qui est un
composant essentiel de 1’os (Yang et al, 2004). Cette fonction de RSK2 est probablement li¢e
aux problémes osseux observés chez les patients atteints du SCL. Il a aussi été¢ montré chez la
souris au stade embryonnaire que RSK2 était impliquée dans la neurogenese. En effet, en
I’absence de RSK2 il y une augmentation de la quantit¢ de cellules précurseurs radiales
(Dugani et al, 2010). Cette étude suggere que la protéine RSK2 serait impliquée dans la
différenciation des précurseurs en neurones corticaux. Cependant, a notre connaissance
aucune ¢étude n’a analysé le role de la protéine RSK2 dans la neurogenése hippocampique

adulte.

RSK2 possede aussi des cibles dont les fonctions sont variées telles que la protéine
Histone H3 qui est une protéine du nucléosome (complexe protéique autour duquel s’enroule
I’ADN afin de réguler la transcription). En 1999, Sassone-Corsi et son équipe ont montré que
RSK2 phosphorylait H3. Si Soloaga et a/ (2003) ont suggéré qu’il s’agissait de MSK 1 et 2
qui phosphorylait cette protéine, Cho et al (2005) ont confirmé que RSK2 phosphorylait
I’histone H3 par I’intermédiaire d’un complexe formé entre RSK2 et la protéine p53. Des
observations similaires ont été faites pour le facteur de transcription CREB impliqué dans la
survie cellulaire et dans les mécanismes de plasticité et de mémoire. La phosphorylation de
CREB a d’abord ét¢ montrée comme étant réalisée par RSK2 (De Cesare et al, 1998), mais
ensuite par MSK1 et MSK?2 (Wiggin et al, 2002). Ces observations controversées sont dues a
la complexité de la voie de signalisation a laquelle appartient RSK2. Elles rendent difficile la
détermination de certaines cibles de la protéine et par conséquent la détermination avec
précision de certaines de ses fonctions. RSK2 est également impliquée dans la régulation du

gene immédiat précoce c-fos (figure 19 ; Chen et al, 1993).



47

Au niveau neuronal, plusieurs conséquences de 1’absence de RSK2 ont été décrites. En
effet, les souris Rsk2-KO montrent un déficit de la transmission synaptique et de 1’excitabilité
dans le gyrus denté et I’analyse en microscopie électronique montre que les souris Rsk2-KO
présentent des anomalies des épines dendritiques (Morice et al, 2013). In vitro, il a été montré
que RSK2 jouait un rdle important dans la croissance neuritique des neurones corticaux

embryonnaire (Ammar et al, 2013).
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Figure 19. Exemple général de cibles cytosoliques et nucléaires de la protéine RSK2, d’apres Hauge et Frodin,
2006.

6. Modéles murins du SCL

Dans le but d’étudier le role physiopathologique de la protéine RSK2, deux mode¢les de
souris Rsk2-KO de construction différente ont été générés (Dufresne et al, 2001 ; Yang et al,
2004).

La premicre souris Rsk2-KO de Dufresne et al (2001) présente des caractéristiques
phénotypiques particulieres, elle est plus 1égere (10 %) et de plus petite taille (14 %) que les

souris WT. Il a été montré que la différence de poids est due a une quantité moins importante
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de tissus adipeux blancs qui s’installe a partir de 10 semaines apres la naissance (El-haschimi
et al, 2003). Au niveau tissulaire, I’étude de Dufresne ef al (2001) s’est principalement
intéressée aux muscles, et n’a montré aucune augmentation des autres isoformes de RSKs,
dans I’hypothése d’une éventuelle compensation. Au niveau comportemental, cette souris
présente un déficit de coordination dans une tache de rotarod. Cette souris présente également
des déficits d’apprentissage spatial dans la tache de piscine de Morris évaluant 1’apprentissage
spatial. Dans cette étude malheureusement peu détaillée d’un point de vue comportemental, il
est montré que les souris Rsk2-KO ont mis 7 fois plus de temps pour atteindre la plateforme

que les souris WT (Dufresne et al, 2001).

La deuxieme souris générée est celle qui a été utilisée au cours de cette these. Elle
présente aussi une diminution de poids et de taille due a une diminution de la masse osseuse
(Yang et al, 2004). En 2007, a l’aide d’une batterie de tests comportementaux, une
caractérisation comportementale détaillée de cette souris Rsk2-KO, effectuée au CNPS
d’Orsay et a I’institut d’anatomie de Zurich, a permis de valider cette souris comme mod¢le
d’étude de la DI du SCL (Poirier et al, 2007). Selon cette étude, les souris Rsk2-KO ne
montrent aucun déficit de force musculaire et de coordination motrice dans les taches de la
grille inversée et du réflexe de traction. Elles présentent une activité locomotrice normale
dans la tdche de locomotion / exploration dans I’open field. Cependant, dans un test
d’émergence ou ’animal, placé dans un openfield, peut accéder a une petite boite famili¢re
pour se cacher, il est apparu que les souris Rsk2-KO sont plus actives et passent moins de
temps que les souris WT dans la petite boite. Quand, aprés 30 minutes, un nouvel objet est
placé dans ce contexte, les souris Rsk2-KO mettent moins de temps a s’approcher de cet objet
que les souris WT. Ceci suggere que les souris Rsk2-KO montrent, dans ce contexte, de légers
signes de desinhibition dans I’activité exploratoire. Ce type de comportement a été retrouvé

lors de la 1 phase d’acquisition dans la tache de reconnaissance d’objets ot les souris Rsk2-
KO explorent significativement plus les objets que les souris WT. Ces temps d’exploration

redeviennent comparables a ceux des souris WT lors de la 2°™ phase d’acquisition.

Au cours de cette méme ¢étude, un ensemble de taches d’apprentissage et de mémoire a
été effectué. Ainsi, les souris Rsk2-KO ne montrent aucun déficit par rapport aux souris WT
dans le test d’aversion gustative conditionnée évaluant une mémoire associative a long terme
(association sucrose / chlorure de lithium). Dans la tAche de reconnaissance d’objets, lors des

tests de mémoire de reconnaissance des objets et de I’emplacement spatial des objets, les
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souris Rsk2-KO, comme les souris WT, explorent significativement plus le nouvel objet ou
I’objet déplacé 24 heures apres 1’acquisition. D’ailleurs, une autre étude effectuée plus
récemment au laboratoire a confirmé que la présence de RSK2 n’est pas nécessaire pour la
consolidation de la mémoire de reconnaissance spatiale (testée 48 heures apres I’acquisition).
Par contre, si une phase de ré-exposition au contexte (quelques minutes) est effectuée 24
heures apres 1’acquisition, les souris Rsk2-KO, contrairement aux souris WT, présentent alors
un déficit de mémoire de I’emplacement spatial des objets, suggérant une implication de

RSK2 dans la reconsolidation (Davis et al, 2010).

Au cours de I’étude publiée en 2007, plusieurs taches impliquant I’apprentissage et la
mémoire spatiale ont été effectuées. Ainsi, dans une tache spatiale en labyrinthe radial ou tous
les bras du labyrinthe sont appatés, les souris Rsk2-KO montrent un léger déficit de mémoire
de travail. En effet, le nombre moyen d’erreurs de mémoire de travail effectué¢ par les
souris Rsk2-KO est significativement plus important que celui des souris WT bien qu’il
diminue au cours de l’apprentissage (figure 20A). Cependant, une analyse plus détaillée
montre qu’au sein d’un méme essai, les souris Rsk2-KO font autant d’erreurs de mémoire de
travail que les souris WT lorsqu’elles recherchent les 7 premicres récompenses. La différence
globale n’est, en fait, diile qu’a la recherche du 8™ et dernier bras appaté, ce qui signifie que
leur probabilité d’erreurs augmente en fonction de la quantit¢ d’information spatiale a
retenir (figure 20B). Evaluées dans un test d’alternance spontanée dans un labyrinthe en croix,
les performances des souris Rsk2-KO different significativement de la chance et sont
similaires a celles des souris WT en ce qui concerne 1’alternance (ordre d’enchainement des
bras visités). Cependant, lors de ce test, les souris Rsk2-KO visitent significativement plus de
bras que les souris WT, révélant une légeére hyperactivité. Dans d’autres taches impliquant
une composante spatiale, les souris Rsk2-KO présentent des difficultés. Ainsi, dans une
¢tude récente, Darcq et al (2011) ont montré, dans une tiche de conditionnement de place,
que les souris Rsk2-KO ne présentent aucun évitement du lieu prélalablement rendu aversif
(par association avec du chlorure de lithium) contrairement aux souris WT. Au laboratoire, il
a également été montré que les souris Rsk2-KO présentaient des déficits de mémoire dans une
tache de conditionnement de peur contextuelle (protocole de trace ou un délai de 15 secondes
est inséré entre le son et le choc électrique). Cette étude a également montré que les

souris Rsk2-KO ne présentent aucun déficit de consolidation dans une tiche de

conditionnement de peur au contexte, mais présentent un déficit de reconsolidation dans cette
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méme tache (Morice et al, 2013). Enfin, c’est dans la tache de la piscine de Morris que les
déficits les plus importants ont été observés. Plusieurs protocoles de piscine de Morris ont été
effectués, et quel que soit le protocole utilisé, les souris Rsk2-KO parviennent a acquérir
I’emplacement de la plateforme, mais montrent un retard d’apprentissage par rapport aux
souris WT (figure 20B). C’est dans le protocole de 11 jours de forme semi-massé (2 blocs de
4 essais par jour) que le retard d’apprentissage le plus important pour les souris Rsk2-KO a été
observé, bien qu’au bout de 11 jours, les performances des souris Rsk2-KO rejoignent celles
des souris WT (figure 20C). Concernant les tests de mémoire spatiale, elles ne montrent
aucun déficit de mémorisation de I’emplacement de la plateforme lors de la phase de rétention
de la tdche 24 heures aprés la fin de I’apprentissage par rapport au WT (figure 20D). En
revanche, elles montrent un déficit de mémoire pour ce méme emplacement 9 jours apres la
fin de I’apprentissage par rapport aux souris WT (figure 20E). Dans cette méme étude, en
utilisant deux autres protocoles : 6 essais par jour pendant 5 jours et 2 essais par jour pendant
14 jours, les auteurs ont également montré un retard d’apprentissage chez les souris Rsk2-KO.
Cependant, lorsqu’elles ont été testées dans un protocole de piscine de Motrris en « reversal »
c’est-a-dire quand la plateforme est déplacée au cours de I’apprentissage, les souris Rsk2-KO
montrent une flexibilité quasiment équivalente a celles des souris WT (Poirier et al, 2007).
L’ensemble de ces données a permis de mettre en évidence certains déficits cognitifs
et en particulier dans des tdches impliquant une composante spatiale et plagant une forte

demande sur le traitement hippocampique de I’information.
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Figure 20. (A) et (B) Nombre d'erreurs de mémoire de travail dans le labyrinthe radial a 8 bras. (C) Dans la tache
de la piscine de Morris, distance parcourue pour atteindre la plateforme en fonction des jours d’apprentissage.
Les souris Rsk2-KO montrent un retard d’apprentissage spatial par rapport au WT. (D) et (E) Test de rétention
respectivement 24 heures et 9 jours aprés le dernier jour d’apprentissage dans la piscine de Morris. A 24 heures
il n’y a pas de déficit de mémoire de I’emplacement de la plateforme chez les souris Rsk2-KO par rapport aux
WT alors qu’aprés 9 jours les souris Rsk2-KO montrent des déficits par rapport au WT, d’aprés Poirier et al,

2007.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Comme nous I’avons mentionné précédemment, plusieurs études se sont focalisées sur
la relation qu’il peut y avoir entre des altérations de la neurogenése adulte hippocampique et
la DI (Pons-Espinal et al, 2013). Ces études sont principalement menées chez des souris

modeéles de DI :

- Mod¢le du syndrome de 1I’X fragile : ce modele souris FMRI-KO n’exprimant plus la
protéine FMRP présente des déficits d’apprentissage dans des taches hippocampo-
dépendantes telles que le conditionnement de trace et la tdiche d’apprentissage et de mémoire
spatiale en piscine de Morris (Zhao et al, 2005). L’étude de ce modele a permis de mettre en
¢vidence diverses altérations de la neurogenése hippocampique adulte. En effet, ces souris
montrent, au niveau de I’hippocampe, une augmentation ou une diminution de la prolifération
des cellules progénitrices, une diminution de la survie cellulaire ainsi qu’une augmentation de
la différenciation des nouvelles cellules en cellules gliales (Luo et al, 2010 ; Lazarov et al,

2012).

- Modéle du syndrome de RETT : Cette souris KO pour la protéine MECP2 présente
des déficits dans des taches spatiales et émotionnelles (Abel et al, 2008). Elle présente une
diminution de la complexité¢ de I’arborisation dendritique des neurones hippocampiques
(Kishi et Macklis, 2004). Contrairement au mod¢le du syndrome de 1’X fragile, aucun déficit
de prolifération, de survie ou de différenciation cellulaire dans le gyrus denté n’a été observé.
Cependant, dans la méme étude il a été observé chez ces souris une diminution du nombre

d’épines dendritiques des nouveaux neurones du gyrus denté (Smrt et al/, 2007).

Dans le cadre de cette thése, nous disposons d’un mod¢ele montrant des déficits évidents
d’apprentissage et de mémoire spatiale dans la piscine de Morris qui sont clairement liés a
I’hippocampe. En se basant sur la littérature existante chez les autres modeles de DI et sur le
role de la neurogenése hippocampique adulte dans la mémoire, ces déficits cognitifs observés
chez les souris Rsk2-KO pourraient €tre en partie dus a une altération de la neurogencse
hippocampique adulte. C’est pourquoi, dans un premier temps, nous avons analysé 1’état basal
de la neurogenese hippocampique adulte. Nous avons étudié¢ la prolifération des nouvelles
cellules, leur survie ainsi que leur maturation neuronale. Enfin, nous avons déterminé 1’impact

de I’apprentissage spatial sur la survie et la maturation des neurones néoformés.
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D’autre part, compte tenu des déficits liés a I’hippocampe chez notre souris modele,
nous avons également cherché a mettre en évidence des déficits dans une autre fonction
cognitive faisant intervenir 1’hippocampe et plus précisément la neurogenese adulte, il s’agit
de la séparation de patterns. Comme mentionné dans [’introduction, un protocole
expérimental basé sur une tache de non-appariement retardé dans un labyrinthe radial a
permis de mettre en évidence pour la premicre fois une implication de la neurogenése adulte
hippocampique dans la fonction de séparation de patterns (Clelland et al, 2009). De plus, ce
protocole comprend une composante spatiale et s’effectue dans des conditions potentiellement
moins stressantes que sont celles de la piscine de Morris, c’est pourquoi il nous a paru
intéressant de 1’utiliser pour étudier la fonction de séparation de patterns chez les souris Rsk2-

KO.

L’enrichissement environnemental est un paradigme souvent utilisé pour améliorer les
performances cognitives d’une fagon générale. En effet, il a ét¢ largement montré que
I’enrichissement environnemental avait des effets bénéfiques sur la morphologie et la
physiologie cérébrale, incluant la neurogenese adulte, ainsi que sur la cognition (pour revue,

voir Nithianantharajah et Hannan, 2006 ; Pang et Hannan, 2013).

Les effets de I’enrichissement environnemental ont également été mis en évidence chez
des modeles de DI. En effet, il a été montré que 1’enrichissement pouvait restaurer les déficits
cognitifs chez les modeles du syndrome de I’X fragile et du syndrome de Rett. Par exemple,
un enrichissement permanent de 60 jours restaure un déficit d’exploration dans 1’open field
ainsi qu’un déficit d’exploration d’objets dans la tdche de reconnaissance d’objets chez un
modele de I’X fragile (Restivo er al, 2005). Concernant le syndrome de Rett, un
enrichissement permanent de 50 jours entraine une restauration des déficits d’apprentissage

spatiaux dans la piscine de Morris chez la souris modele (Lonetti ef a/, 2010).

Ainsi, a I’aide d’un paradigme d’enrichissement environnemental de courte durée
(3h/jour pendant 24 jours), nous avons cherché a restaurer les déficits d’apprentissage et de
mémoire spatiale chez les souris Rsk2-KO dans la tache d’apprentissage et de mémoire
spatiale en piscine de Morris. Nous avons également étudié les effets de I’enrichissement chez
les souris Rsk2-KO dans la tiche de non-appariement retardé en labyrinthe radial qui nous a
permis d’étudier la fonction de séparation de patterns. Enfin, nous avons également étudié les
effets de cet enrichissement sur la neurogenése adulte hippocampique, sans, avant et apres

apprentissage.
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MATERIELS ET METHODES

7. Animaux

Les différentes expériences ont été menées sur des souris sauvages males (Wild Type,
WT) C57BL/6 et des souris déficientes pour le géne Rsk2 (souris Rsk2-KO) générées par la
méthode de recombinaison homologue (Yang et al, 2004). Dans cette construction, un vecteur
possédant une cassette de résistance a la néomycine et ayant, a ses extrémités 5’ et 3°, une
séquence loxP (suivie de 3 codons stop) s’intégrant dans 1’exon 2 du géne Rsk2 (figure 21), a
été linéarisé et injecté par électroporation dans des cellules souches embryonnaires de souris
129Sv]. Les cellules souches ayant intégré le vecteur ont ensuite été injectées dans des
blastocytes de souris C57BL/6J. La résistance a la néomycine a ensuite été éliminée en
effectuant des croisements avec des souris transgéniques CMV-Cre. Les souris issues d’une

vingtaine de croisements sont des souris RSK2 null n’exprimant plus la protéine RSK2.
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Figure 21. Vecteur permettant la génération des souris Rsk2-KO, d’aprés Yang et al, 2004.

Les souris utilisées pour les premicres expériences ont été fournies par 'IGBMC
(Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, CNRS UMR 7104, Inserm U
964) d’lllkirch. Depuis 2012, elles sont générées au sein de 1’'unité de reproduction de
I’animalerie transgénique de 'IBAIC (numéro d’agrément : B 91 471 104). Les expériences
ont été réalisées en accord avec la directive européenne du 24 novembre 1996 (86/609/EEC)
sur ’expérimentation animale et les régles en vigueur en France (87/848) EU Directive
2010/63/EU. Les expériences ont été faites selon les procédures validées par le Comité
Régional d’Ethique. Au début des expérimentations, 1’dge des souris varie entre 3 et 5 mois.

Un total de 209 souris a été utilisé pour I’ensemble des expériences de cette these.



57

8. Contitions d’élevage
8.1 Conditions standards

Les souris « standards » étaient placées (ages variables) par fratrie de 2 a 5, WT et
Rsk2-KO confondus, dans des cages standards (32 cm x 20,4 cm x 14 cm de hauteur) avec de

la nourriture et de I’eau ad libitum (figure 22A).

8.2 Conditions enrichies

Nous avons utilis¢ le paradigme de I’enrichissement comportemental pour ses
nombreux effets positifs sur le systtme nerveux (pour revue, voir Nithianantharajah et
Hannan, 2006). Nous avons opté pour un enrichissement partiel quotidien de 3 heures par jour
durant 24 jours. Les souris « enrichies » étaient placées par groupe de 7 a 13 dans une large
cage d’enrichissement (MARLAU®, 80 cm x 60 cm x 51 cm de haut) possédant deux niveaux
(figure 22B, C, D). Au niveau inférieur, il y a deux compartiments ou sont disposés de
maniére aléatoire des objets divers de formes et de couleurs variées (briques lego®, jouets en
bois, jouets en plastique, bocaux vides...) ainsi que 3 roues d’activité et 2 abris rectangulaires
(figure 22B, D). Au niveau supérieur, il y a un labyrinthe, de forme carrée (35 cm de coté x
10cm de hauteur) noir, en métal (figure 22C). Le labyrinthe est changé 3 fois par semaine

(choisi parmi un jeu de 12 labyrinthes différents).

Figure 22. Conditions d’élevage. (A) Conditions standards. (B) Vue latérale de la cage d’enrichissement. (C)
Labyrinthe au niveau supérieur de la cage d’enrichissement. (D) Partie inférieure de la cage d’enrichissement.
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9. Etudes comportementales

Deux a 3 jours avant les taches comportementales, les souris sont manipulées environ
10 minutes par jour par I’expérimentateur. Toutes les tdches comportementales ont été
effectuées avec un bruit de fond (bruit blanc : 64 décibels) dans le but de couvrir d’éventuels
bruits extérieurs perturbateurs. Pour chaque tache, une caméra reliée a un systeme de
videotracking est placée au-dessus des dispositifs afin d’enregistrer toutes les séquences
comportementales. Au début de chaque jour de test, les souris sont individualisées dans des
cages puis replacées dans leurs cages communes a la fin de la journée. Les taches se déroulent
entre 8h30 et 19h00 et sont effectuées sans connaissance du génotype des souris lors de leur
passage. Toutes les tdches comportementales ont été¢ effectuées avec des souris WT et Rsk2-
KO, soit maintenues en conditions standard, soit placées sur une courte période en conditions

enrichies.

10. Tache d’apprentissage et de mémoire spatiale en piscine de Morris

Au cours de ce test, les souris placées dans la piscine de Morris doivent apprendre a
localiser et mémoriser 1’emplacement d’une plateforme dissimulée sous le niveau de I’eau
rendue opaque, en utilisant des indices visuels de I’environnement. Les souris percoivent la
plateforme comme un renforcement positif, car elle leur permet d’échapper a 1’eau. Nous
avons choisi de suivre le protocole utilisé par Poirier et al (2007), afin de reproduire les
conditions dans lesquelles ont été obtenus les déficits d’apprentissage et de mémoire spatiale
les plus importants observés chez les souris Rsk2-KO (figure 20A). Nous avons choisi de
réduire la durée initiale de 1’apprentissage (11 jours), car nous nous sommes intéressés

précisément a la période ou est observé le retard d’apprentissage qui s’étend de 1 a 8 jours.

Le dispositif est constitué¢ d’un bac circulaire de 150 cm de diamétre et de 39 cm de
hauteur, adapté pour une utilisation aussi bien chez la souris que chez le rat. Cette piscine est
remplie d’eau (température : 22-23 °C) jusqu’a environ 15 cm du bord supérieur. L’eau est
rendue opaque grace a I’utilisation d’un colorant blanc non toxique. La salle dans laquelle se
trouve la piscine contient des indices disposés sur les murs qui ne seront pas déplacés durant
la tiche comportementale. Une caméra reliée a un systéme d’acquisition permet de visualiser
I’ensemble de la piscine. La piscine est virtuellement séparée en 4 quadrants (figure 23) et
dans chaque quadrant est défini un point de départ au niveau de la paroi de la piscine. Une
plateforme (10 cm de diametre) est placée au milieu d’un des quadrants, a environ 1 cm sous

la surface de I’eau. Le quadrant ou se situe la plateforme est appelé « quadrant cible » et reste
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le méme pour chaque souris pendant toute la durée de la tache. Le protocole de piscine de

Morris se compose de 3 parties : [’habituation, 1’acquisition et la rétention.

Zone Périphérique

Plate-forme

Quadrant cible

Quadrant opposé

Disque

Points de départ possibles

Figure 23. Piscine de Morris séparée virtuellement en 4 quadrants équivalents.

Habituation : Elle dure 1 journée et comprend 9 essais. La plateforme est placée au
milieu de la piscine. Au cours de I’essai 1, la souris est déposée dessus et doit y rester pendant
60 secondes avant de réaliser I’essai suivant. Pour les essais 2, 3, 4 et 5, la souris est placée a
différents points de départ, puis est guidée par I’expérimentateur jusqu’a la plateforme sur
laquelle elle devra a nouveau rester 60 secondes. A la fin du dernier essai, la souris est séchée

et replacée dans sa cage. Quatre heures plus tard, les essais 2, 3, 4 et 5 sont réitérés.

Acquisition : Elle débute le lendemain de la phase d’habituation, elle dure 7 jours
composés de 8 essais (2 blocs de 4 essais) par jour. Durant I’acquisition, un quadrant cible est
attribué¢ a chaque souris. Au cours de ’essai 1, la souris, placée a un point de départ choisi
aléatoirement, doit nager jusqu’a la plateforme. Si elle trouve la plateforme, elle peut rester
dessus 60 secondes. La durée maximale de I’essai est de 90 secondes. Si, a I’issue de ce temps,
la souris n’a pas trouvé la plateforme, 1I’expérimentateur la guide vers son emplacement et la
souris doit rester dessus 60 secondes avant d’étre replacée a un autre point de départ pour
réaliser 1’essai suivant. A la fin de ’essai 4, la souris est séchée et replacée dans sa cage.
Quatre heures plus tard, 4 autres essais sont effectués de la méme fagon que les 4 premiers.
L’ordre des points de départ est aléatoire et change entre chaque essai (tous peuvent étre

choisis sauf celui du quadrant cible, figure 23).
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Rétention : elle se déroule le lendemain de 1’acquisition, elle ne comprend qu’un seul
essai, pendant lequel la plateforme est retirée de la piscine. La souris est placée a un des

points de départ et doit chercher la plateforme pendant 90 secondes.

Pour chaque souris, les parametres suivants ont été enregistrés lors de chaque essai : la
latence d’atteinte de la plateforme, la vitesse de nage, la distance parcourue, le temps de nage
effectué¢ dans les différents quadrants et disques (12 cm de diamétre), la thigmotaxie (temps
de nage effectu¢ dans un corridor circulaire virtuel de 20 cm de large, en périphérie de la
piscine (figure 23)), le nombre de passages de la souris sur I’emplacement de la plateforme au

cours de la rétention, a I’aide du logiciel de vidéo tracking ANY-Maze Stoelting®.

11. Tache de non-appariement retardé (Séparation de patterns)

Le protocole de séparation de patterns que nous avons utilisé est dérivé de Clelland ef al.
(2009). Au cours de ce test, les souris doivent apprendre a faire la distinction entre deux
configurations spatiales trés semblables dans un labyrinthe radial. Ces configurations proches

sont matérialisées par 1’écart que 1’on fait varier entre 2 bras du labyrinthe.

Le labyrinthe radial (Ugo Basile, Italie) est composé d’une plateforme centrale
(diameétre : 16 cm) entourée de 8 bras (35 cm de long, 5,5 cm de large) aux extrémités
desquels sont fixées des coupelles (diametre : 1,5 cm) permettant d’y déposer une récompense
faisant office de renforcement positif (figure 24). Des portes a I’entrée de chaque bras peuvent

étre individuellement actionnées a partir d’une interface manuelle. Les bras sont ouverts sur

I’extérieur et permettent a la souris d’avoir une vision compléte de la salle d’expérimentation

et des indices visuels disposés aux murs.

Figure 24. Labyrinthe radial a 8 bras utilisé pour la tdche de séparation de patterns.
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Le protocole est composé¢ d’une restriction hydrique, d’une habituation et d’un

apprentissage.

Restriction hydrique : Ce type de restriction a été préféré a la restriction alimentaire, car
I’expérience de 1’équipe montre que le maintien du poids des souris entre 85% et 90% de leur
poids initial est plus facile avec la restriction hydrique qu’avec la restriction alimentaire. De
plus, la restriction alimentaire necéssite un isolement temporaire des souris (afin de leur
donner une ration précise) ce qui peut étre source de stress et influencer négativement la
neurogenese adulte. La restriction s’est déroulée de la fagon suivante : 4 jours avant le début
de I’expérience, chaque souris est pesée et les biberons d’eau sont retirés des cages. A partir
de ce jour, les souris n’auront acces a 1I’eau de boisson qu’une fois par jour pendant 10 a 15
minutes. Tout au long de cette expérimentation, 1’évolution du poids des souris est suivie par

pesée quotidienne et leur état général est controlé.

Habituation : Les souris sont renforcées par une goutte de solution de lait concentré
diluée (40 pL). Le matin, les souris sont déposées pendant 5 minutes, par fratrie, sur le
labyrinthe radial ou tous les bras sont ouverts. Durant ces 5 minutes, les bras sont tous
renforcés et maintenus dans cet état au fur et a mesure du passage des souris dans les bras.
Pendant cette habituation 1’expérimentateur doit s’assurer que chaque souris a exploré les 8
bras du dispositif. L’aprés-midi les souris sont déposées de maniere individuelle, les unes
apres les autres pendant 5 minutes chacune. Le labyrinthe est bri¢vement nettoyé¢ a 1’alcool

absolu apres chaque souris.

Apprentissage : Il dure 10 jours et est composé de 4 essais par jour, séparés d’une
trentaine de minutes. Pour chaque essai, la souris part de I’extrémité d’un bras (le bras de

départ). Chaque essai comprend 2 phases séparées d’une trentaine de secondes :

Une phase imposée : 2 bras sur 8 sont ouverts. Un de ces bras est le bras de départ et
I’autre un bras renforcé (figure 25). La souris, déposée a I’extrémité du bras de départ, doit
aller chercher la récompense a l’extrémité de 1’autre bras. Une fois cette récompense
récupérée, la souris est enlevée du labyrinthe, puis le labyrinthe est nettoy¢ a 1’alcool avant la
deuxiéme phase. Si au bout de 3 minutes la souris ne va pas dans le bras renforcé, elle est

retirée du labyrinthe.

Test de choix : Les deux bras ouverts lors de la phase imposée restent ouverts, et un

troisiéme est ouvert. Seul ce nouveau bras ouvert sera renforcé. Ce bras renforcé est soit
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proche de I’ancien bras renforcé et espacé par un seul bras (séparation 2), soit éloigné et
espacé de I’ancien par 3 bras (séparation 4, figure 25). Qu’elle que soit la distance entre les 2
bras, le bras nouvellement renforcé est aléatoirement choisi a la droite ou a la gauche du bras
précédemment appaté. Au cours de ce test de choix, la souris est a nouveau placée dans le
bras de départ et doit aller récupérer la récompense dans le nouveau bras ouvert. Si la souris
va directement chercher la récompense dans le nouveau bras, I’essai est considéré comme
réussi et la souris est ramenée dans sa cage. Une erreur est comptabilisée si la souris va
directement dans 1’ancien bras renforcé ou si au bout de 3 minutes elle ne va pas dans le bras

nouvellement renforcé.

Au cours des 2 premiers jours de I’expérience, la souris a la possibilité de rectifier son
erreur en allant récupérer la récompense dans le nouveau bras. A partir du 3° jour
d’expérience, les souris n’ont plus la possibilité de s’auto-corriger. En cas d’erreur, elles sont
directement retirées du labyrinthe. Chaque jour, les souris ont été soumises a 2 essais en
séparation 2 et 2 essais en séparation 4 alternés de maniere aléatoire. De méme, le bras de

départ de 1’animal est changé a chaque essai.

Pour chaque souris, des enregistrements vidéo de tous les essais ont été effectués.

Séparation 2

S

Test de choix

20-30 sec

Départ | 2 I |

Phase imposée

Séparation 4
Rec

20-30
Départ |2 I l sec l " l

Rec
Phase imposée Test de choix

Rec = Récompense

Figure 25. Séparation de patterns dans un labyrinthe radial a § bras.
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12. Etudes de la neurogenése hippocampique
12.1 Injections de BrdU

Nous avons utilisé la méthode d’intégration de la 5-Bromo-2-deoxyUridine (BrdU), un
analogue de la thymidine, qui va s’intégrer a I’ADN durant la phase S du cycle cellulaire des
cellules en division. La BrdU (Sigma B9285-1G) est diluée dans une solution de NaCl
(10mg/ml) et NaOH (0,07N). Une fois intégrée a I’ADN, la BrdU pourra étre détectée via des
techniques d’immunohistochimie qui permettront de mettre en ¢évidence les cellules
néoformées au moment de l’injection. Plusieurs étapes de la neurogenése adulte ont été

¢tudiées a I’aide de différents protocoles d’injection.

Pour suivre la prolifération cellulaire, les souris WT et Rsk2-KO standards ont recu une
seule injection intra-péritonéale (IP) a une concentration de BrdU de 150 mg/kg selon le
protocole de Mandyam et a/ (2007). Les souris ont ensuite été sacrifiées 2 heures apres

I’injection.

Pour étudier I’évolution de la survie cellulaire au cours des 6 semaines post prolifération,
une cinétique a 1’état basal de la survie cellulaire a été effectuée. Les souris WT et Rsk2-KO
standards ont, pour cela, regu 2 injections IP de BrdU par jour séparées de 2 heures durant 3
jours, a la concentration de 50 mg/kg. Elles ont ensuite été sacrifiées a 14, 28 et 42 jours apres

les injections.

Pour étudier la survie cellulaire chez des souris standards ou enrichies, ayant été
soumises a une tiche comportementale, plusieurs protocoles ont été utilisés (figure 26). Pour
tous ces protocoles, les souris ont recu 2 injections IP de BrdU par jour, séparées de 2 heures

durant 3 jours, a la concentration de 50 mg/kg.

Dans un premier groupe, les souris ont été injectées aux jours 13, 14 et 15 apres le début
du protocole afin de marquer une population neuronale qui se trouve dans la période critique
au début de I’apprentissage et qui sera alors agée de 10-12 jours. Ces souris ont ét¢ perfusées
au jour 25, ce qui a permis d’évaluer la survie cellulaire avant les tiches comportementales

(figure 26.1).

Pour étudier I’influence d’un apprentissage sur la survie cellulaire, nous avons utilisé
des souris standards ou enrichies, injectées également aux jours 13, 14 et 15 puis soumises a

une tache comportementale (apprentissage et mémoire spatiale en piscine de Morris ou
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séparation de pattern en labyrinthe radial). Ces souris ont été perfusées a la fin de ces taches

(J33 ou J37 selon la tache, figure 26.2 et 26.5).

Un groupe contrdle sans taiche comportementale a été injecté aux jours 13, 14 et 15 puis

perfusées a J33 (figure 26.3).

Pour contrdler I’effet de la nage sur la survie cellulaire, nous avons réalisé¢ un groupe
« nageurs » (figure 26.4). Ces souris standards ou enrichies ont, elles aussi, été injectées avec
la BrdU aux jours 13, 14 et 15 puis soumises pendant 7 jours a une épreuve de nage dans la
piscine de Morris. Pour ce groupe, aucune plateforme ne permet aux souris d’échapper a 1’eau.
Chaque souris « nageur » réalise 2 blocs de 4 essais par jour. Avant I’expérimentation,
I’expérimentateur attribue a chaque animal des temps de nage qui correspondent aux temps de
nage d’un animal de génotype et conditions d’élevage similaires, ayant été soumis au

protocole d’apprentissage en piscine de Morris décrit ci-dessus.

Pour terminer, afin d’étudier la survie et 1’activation cellulaire d’une population de
nouveaux neurones plus agés que ceux des protocoles ci-dessus, nous avons injecté des souris
standards et enrichies aux 1%, 2°™ et 3™ jours du protocole avant de les soumettre a la tiche
d’apprentissage et de mémoire spatiale en piscine de Morris. Elles ont été perfusées a la fin de

la tache comportementale a J33 (figure 26.6).
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Figure 26. Protocoles utilisés pour étudier la survie cellulaire chez des souris WT et Rsk2-KO. (1) Survie avant
tdche comportementale. (2) Survie apres la tache en piscine de Morris. (3) Survie sans tdche comportementale.
(4) Survie aprés nage. (5) Survie apres la tiche de séparation de patterns. (6) Survie d’une population de
neurones plus agés apres la tache en piscine de Morris.
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12.2 Perfusion intracardiaque

Les souris sont profondément anesthésiées avec du pentobarbital, puis perfusées en intra
cardiaque d’abord avec du tampon phosphate salin (PBS) puis avec du tampon fixateur, le
paraformaldéhyde (PFA) dilué a 4 % dans du tampon phosphate a 0,IM. Le cerveau est
ensuite prélevé et subi une post-fixation dans du PFA 4% pendant 24 heures. Les cerveaux
sont ensuite cryoprotégés par 3 bains successifs, d’environ 12 heures, de sucrose a
concentrations croissantes 10, 20 et 30%. Ils sont ensuite congelés dans du 2-methylbutane
refroidi avec de la carboglace a une température comprise entre -20 et -30°C puis conservés a

-20°C avant d’étre coupés.

Le cerveau des souris a été coupé suivant le plan coronal a une épaisseur de 40um au
cryostat a -20°C. Les coupes d’hippocampes sont conservées a -20°C dans une solution

cryoprotectante en attendant leur utilisation pour des marquages immunohistochimiques.

12.3 Immunohistochimie

La révélation des cellules ayant intégré la BrdU est effectuée par immunohistochimie
sur des coupes flottantes. Aprés des bains de PBS x1, les coupes sont plongées dans une
solution de méthanol (10%) et de H,O, (10%) afin d’inactiver la peroxydase endogene. Apres
plusieurs bains de PBS et PBS Triton X-100 (0,25%), les coupes sont mises dans un bain
d’HCI (2N) a 37°C pendant 30 min, afin de dénaturer ’ADN. Le pH des coupes est ensuite
ramen¢ a une valeur plus neutre avec un bain d’acide borique (0,1M, pH8.5) de 15 min. Apres
blocage des sites antigéniques avec du sérum de chevre (5%), les coupes sont incubées avec
I’anticorps (anti BrdU de rat, 1/400, AbCys) pendant une nuit, a température ambiante. Apres
plusieurs ringages, les coupes sont incubées dans I’anticorps secondaire (anti rat biotinylé de
chévre, 1/400, KPL), pendant 1h30 & température ambiante. Aprés une amplification grace au
VECTASTAIN® ABC kit (Avidin/Biotin Complex, Vector Laboratories) pendant 1h30 on
effectue la révélation. Elle s’effectue par la technique de la DAB (Di-Amino-Benzidine)
pendant environ 6 minutes, qui va permettre aux noyaux ayant intégré de la BrdU d’apparaitre
en noir. Apres la révélation, les coupes sont montées sur lames. Une fois seches, les lames
sont contre-colorées avec une solution de Nuclear Fast Red (Vector) qui permet de mettre en
¢évidence la couche granulaire du gyrus denté¢ de I’hippocampe. Les lames sont ensuite

déshydratées avec des bains successifs d’alcool de concentrations croissantes (70%, 90%,
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100%) suivis de 2 bains de Xyléne. Enfin, les lames sont montées sous lamelle avec le milieu

de montage (Eukitt).

Des immunofluorescences ont aussi été effectuées sur coupes flottantes afin de mettre

en évidence des marqueurs de maturation neuronale (DCX, NeuN) en plus de la BrdU. Le

principe est le méme que celui ci-dessus a la différence que 1’on n’inactive pas la peroxydase

endogéne et que les anticorps secondaires sont couplés a un fluorochrome. Les différents

anticorps utilisés et leurs dilutions optimales sont listés dans le tableau 4. Les coupes sont

montées sur lames puis sous lamelles dans un milieu pour fluorescence (Vectashield + DAPI,

Vector Laboratories).

Anticorps primaires

Anticorps secondaires

X Nom/cible ;
Nom/cible Eslfece Dilution Fournisseur Es;zece Dilution Fournisseur
hote (secondaire) hote
BrdU Rat 1/400 AbCys
Antirat = cpavre | 1/400 KPL
biotinylé
Streptavidine Molecular
568 1/1000 probes
DCX Cobaye 1/1000 Millipore
Anticobaye | cpaire | 17400 KPL
biotinylé
Alexa Fluor® Molecular
Anti guinea pig | Chévre |  1/400 oreet
probes
488
NeuN Souris 1/600 Eurobio
Alexa Fluor® . Molecular
Anti mouse 488 Chevre 1250 probes
Alexa Fluor® . Molecular
Anti mouse 647 Chevre 1/200 probes
c-Fos Lapin 1/1000 Santa cruz
Antirabbit | epaire | 17400 Vector
biotinylé
Alexa Fluor® . Molecular
Anti rabbit 488 | Chevre | 1/500 Probes

Tableau 4. Liste des anticorps, dilutions et références

utilisés pour les immunomarquages.
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12.4 Comptage cellulaire

Le comptage des cellules ayant intégré de la BrdU (cellules BrdU") s’effectue par la
microscopie optique (microscope Olympus BX60) et 1’utilisation du logiciel d’acquisition et
d’analyses d’images Exploranova MERCATOR. Ce comptage est effectué sur un échantillon
d’une coupe sur six (espacées de 240 um, ce qui correspond a 1’épaisseur de coupe de 40 um
multiplié par 6) sur la totalité de I’hippocampe dorsal (Franklin et Paxinos, 1997). A 1’aide du
logiciel, on trace le contour du gyrus denté et de la zone granulaire du gyrus denté a 1’objectif
X10 afin de mesurer automatiquement les surfaces. Les volumes du gyrus denté et de la
couche granulaire sont estimés en multipliant la somme des surfaces délimitées par 240
(I'espace entre les coupes). Les cellules BrdU" présentes dans la couche granulaire du gyrus
denté sont comptabilisées de manicre exhaustive a I’objectif X40. On obtient une densité de
cellules BrdU" en divisant le nombre total de cellules BrdU" par le volume de la couche

granulaire du gyrus denté (BrdU"/mm’).

Le comptage des cellules marquées en fluorescence s’effectue a 1’aide d’un microscope
confocal (Zeiss LSM700) et du logiciel d’acquisition ZEN. Pour la maturation neuronale,
nous avons comptabilisé¢ sur 25 cellules BrdU" au minimum par souris, le nombre d’entre
elles qui co-exprimaient les marqueurs de maturation DCX ou NeuN. Les résultats sont

exprimés en pourcentage (DCX'/BrdU" ou NeuN'/BrdU").

13. Analyses statistiques

Les tests statistiques sont effectués avec le logiciel STATVIEW (version 5.0). Pour
analyser les données comportementales, des ANOVA factorielles et des ANOVA a mesures
répétées ont été effectuées. Des tests t de Student ont également permis de traiter les données
acquises au cours de la phase de rétention de la piscine de Morris. Ils ont été utilisés pour
comparer les performances des souris a la chance. Des tests t de Student ont également été
utilisés pour comparer les moyennes des 6 derniers essais des souris au cours de la tache de
séparation de patterns. Pour 1’analyse des données de comptage cellulaire, les valeurs
obtenues ont été comparées a 1’aide d’ANOVA factorielles. Pour toutes ces analyses, le seuil

de significativité a été fixé a 0,05.
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RESULTATS

14. Conséquences morphologiques de I’absence de RSK2

Avant chaque série d’injections de BrdU, toutes les souris ont été systématiquement
pesées. La comparaison des poids a montré que les souris Rsk2-KO sont significativement
plus légeres que leurs contrdles WT (figure 27, ANOVA factorielle, WT n=41, Rsk2-KO
n=48, F(137=10,409, P=0,0018). Ces données montrent que la protéine RSK2 a une action sur

le poids corporel.

Poids (g) *

29,000 ! - F WT standards
28,500 .[ D KO standards

28,000 J

27,500
27,000

—

26,500
26,000
25,500

25,000

Figure 27. Poids moyens en grammes des souris WT( n=41) et Rsk2-KO (n=48). Les barres représentent les
erreurs standards a la moyenne.

Au niveau cérébral, en mesurant les volumes de certaines structures cérébrales, nous
n’avons observé aucune différence entre les souris WT et Rsk2-KO standards, que ce soit au
niveau de I’hippocampe dorsal (figure 28A, ANOVA factorielle, F(; 35=2,034, ns) ou de celui
du gyrus denté¢ (figure 28B, WT=0,267 + 0,013mm’ et Rsk2-K0O=0,299 + 0,010mm’
(F138=2,286, ns). Suite a la période passée en conditions enrichies (24 jours), nous avons
observé une augmentation significative du volume de I’hippocampe et du gyrus denté (figure
28A et B, ANOVA factorielle, volume hippocampique dorsal, F;3z= 8,025, P=0,0073 ;
volume du gyrus denté, F(;38=5,829, P=0,0207). Cependant, 1’analyse approfondie de ces
résultats a montré que le volume hippocampique augmente de fagon significative seulement
chez les souris Rsk2-KO enrichies par rapport aux souris Rsk2-KO standards (ANOVA
factorielle, volume hippocampique dorsal, Rsk2-KO enrichies vs Rsk2-KO standards,
Fa,18= 4,433, P=0,0496). Chez les souris WT, ’augmentation ne franchit pas le seuil de

significativité malgré une forte tendance (WT enrichies vs WT standards, Fi 0= 4,295,
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P=0,0514). Enfin, concernant le volume du gyrus denté, il augmente significativement
uniquement chez les souris WT (figure 28B, ANOVA factorielle, volume gyrus denté¢, WT
enrichies vs WT standards, F20= 5,682, P=0,0272 ; Rsk2-KO enrichies vs Rsk2-KO
standards, F(120=0,899, ns).

-} WT standards
-} KO standards
A B - WT enrichies
Volume (mm?3) * Volume (mm?) * 4l KO enrichies
1,8 | 0,35 ,—|
1,6 0,3
1: I 0,25 I
1 0,2
0,8 0,15
06 01
0,4
0,2 0,05
0 0
Hippocampe dorsal Gyrus denté

Figure 28. Volume en mm’ de I'hippocampe dorsal (A) et du gyrus denté dorsal (B) (WT standards (n=12),
Rsk2-KO standards (n=10), WT enrichies (n=11) et Rsk2-KO enrichies (n=10)). Les barres représentent les
erreurs standards a la moyenne.

Ces résultats montrent que I’absence de la protéine RSK2 n’a pas d’effet sur le volume
hippocampique dorsal. Ils montrent également que la période passée en conditions
enrichies est capable d’augmenter le volume de certaines structures cérébrales

impliquées dans des processus mnésiques.

15. Role de RSK2 dans la prolifération cellulaire hippocampique

Afin de comparer la prolifération cellulaire entre les souris WT et Rsk2-KO, nous avons
analysé la densité de cellules BrdU/mm’ dans la couche granulaire du gyrus denté de

I’hippocampe dorsal, 2 heures apres une injection de 150 mg/kg de BrdU (figure 29).
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Figure 29. Moyennes des densités volumiques de cellules BrdU'/mm’ dans la couche granulaire du gyrus denté
de I’hippocampe dorsal, 2 heures apres une injection de BrdU (WT n=4 et Rsk2-KO n=5). Les barres
représentent les erreurs standards a la moyenne.

L’analyse statistique de la densité de cellules BrdU'/mm’ n’a révélé aucune différence
significative entre les souris WT et Rsk2-KO standards (figure 27, ANOVA factorielle,
F(1’7)=0,058, I’IS).

Ces résultats montrent que, dans ces conditions expérimentales, la protéine RSK2 n’a

aucun effet sur la prolifération cellulaire.

16. Role de RSK?2 dans I’évolution de la survie des neurones néoformés

Afin de suivre 1’évolution de la survie des neurones néoformés au cours du temps, nous
avons comptabilisé la densité de cellules BrdU"/mm’® chez des souris standards, 2, 4 et 6
semaines apres plusieurs injections de BrdU (figure 30A). Nous avons également analysé

I’expression de marqueurs de maturation neuronale chez ces mémes souris (figure 28B).
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Figure 30. (A) Densités moyennes de cellules BrdU'/mm? observées dans la couche granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe dorsal, 2, 4 et 6 semaines apres injections de BrdU chez des souris WT (n=5 par délai) et Rsk2-KO
(n=5 par délai). (B) Pourcentage de cellules BrdU /DCX" a 2 et 4 semaines et BrdU'/NeuN" a 4 et 6 semaines
apres injections de BrdU chez les souris WT (n=5 par délai) et Rsk2-KO (n=5 par délai). Les barres représentent
les erreurs standards a la moyenne et les astérisques (*) indiquent des différences significatives (P<0,05,
ANOVA factorielle). (C) et (D) Photographies en microscopie confocale de cellules triplement marquées,
respectivement DAPIT'/BrdU"/DCX" et DAPI'/BrdU'/NeuN".
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Entre 2 et 6 semaines, la densité de cellules BrdU/mm’ diminue significativement
d’environ 51% pour les souris WT (figure 30A, ANOVA factorielle, effet temps, F(» 12=6,050
P=0,0152) et d’environ 45% pour les souris Rsk2-KO (figure 30A, ANOVA factorielle, effet
temps, F2,12=13,158, P=0,0009). Cette diminution est similaire pour les 2 génotypes (figure
30A, ANOVA factorielle, effet génotype, F124=2,301, ns ; interaction temps x génotype,
F24=0,021, ns). L’analyse plus détaillée de ces résultats montre que la densité de cellules
BrdU"/mm’ diminue fortement entre 2 et 4 semaines pour les souris WT (figure 30A,
ANOVA factorielle, effet temps, F(18=5,126, ns) et les souris Rsk2-KO (figure 30A, ANOVA
factorielle, effet temps, F(; 8=23,281, P=0,0013), mais se stabilise entre 4 et 6 semaines pour
les 2 génotypes (figure 30A, ANOVA factorielle, WT, effet temps, F( 8=1,933, ns ; Rsk2-KO,
effet temps, F(1 3=0,844, ns).

L’analyse de la maturation neuronale montre qu’a 2 et 4 semaines, le pourcentage de
cellules BrdU"/DCX" est quasi similaire entre les souris WT et Rsk2-KO. On observe une
diminution significative de la quantité de cellules BrdU'/DCX" au cours de ces 2 semaines
d’environ 67% pour les 2 génotypes (Figure 30B, ANOVA factorielle, effet temps,
Fa,16=132,205, P<0,0001 ; effet génotype, F(1,16=0,008, ns ; interaction temps x génotype,
Fa,16=7,2, ns).

Concernant les cellules BrdU'/NeuN", leurs pourcentages ne différent pas entre les 2
génotypes et ils augmentent significativement entre 4 et 6 semaines chez les souris WT et
Rsk2-KO de facon équivalente (Figure 30B, ANOVA factorielle, effet temps, F1,16=31,068,
P<0,0001 ; effet génotype, F(1,16=2,796, ns ; interaction temps x génotype, F(1,16=0,311, ns).

Ces résultats montrent une diminution identique de la survie neuronale entre 2 et
4 semaines qui se stabilise apres 4 semaines pour les souris WT et Rsk2-KO. Ils
montrent également que ’absence de RSK2 n’a pas d’effet sur I’évolution de la survie et

la maturation des neurones néoformés au cours du temps.

17. Effet de ’enrichissement sur la survie des neurones néoformés

Afin de déterminer 1’effet de ’enrichissement sur la survie des neurones néoformés,
nous avons analysé la densité¢ de cellules BrdU"/mm’ chez des souris WT et Rsk2-KO soit
maintenues en conditions standards, soit placées 3h par jour pendant 24 jours en conditions

enrichies (cf matériel et méthodes, figure 26.1). La BrdU a été injectée aux jours 13-15 de



75

I’enrichissement et les animaux ont été perfusés 10-12 jours apres les injections, les neurones
examinés ont donc 10-12 jours. Ces groupes permettent d’évaluer 1’effet de I’enrichissement
sur la neurogenese hippocampique basale et de connaitre 1’état de la neurogenése avant les

taches comportementales.

A 41} WT standards
Cellules BrdU~/ 'D’ KO standards
mm? * 4l WT enrichies
I '-' KO enrichies

4500
4000
3500
3000

2500

2000 1
1500
1000

500

0

B Pourcentage
100
S0
80
70
60
50
40
30
20
10
0

==
-

BrdU*/Dcx” BrdU*/NeuN*

Figure 31. (A) Densité moyenne de cellules BrdU"/mm’ observées dans la couche granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe dorsal de souris WT et Rsk2-KO standards et enrichies, 10-12 jours apres injections de BrdU (WT
standards (n=5), Rsk2-KO standards (n=5), WT enrichies (n=5) et Rsk2-KO enrichies (n=4)). Les barres
représentent les erreurs standards a la moyenne. L’astérisque (*) indique une différence significative (P <0,05,
ANOVA factorielle). (B) Pourcentage de cellules BrdU /DCX" et BrdU'/NeuN" dans la couche granulaire du
gyrus denté de I"hippocampe dorsal de souris WT et Rsk2-KO standards et enrichies, 10-12 jours aprés injections
de BrdU (BrdU/ DCX': WT standards (n=4), Rsk2-KO standards (n=4), WT enrichies (n=5) et Rsk2-KO
enrichies (n=4) ; BrdU"/ NeuN": WT standards (n=3), Rsk2-KO standards (n=4), WT enrichies (n=5) et Rsk2-
KO enrichies (n=3)).
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Comme le montre la figure 31A, les densités de cellules BrdU'/mm’ sont similaires
entre les 2 génotypes, mais différent significativement en fonction des conditions d’élevage
(figure 31, ANOVA factorielle, effet conditions, F(;15=14,150, P=0,0019 ; effet génotype,
F,15=0,154, ns ; interaction conditions x génotype, F(1,15=1,048, ns). En effet, les souris WT
enrichies possédent 1,5 fois plus de cellules BrdU"/mm’ que les souris WT standards (figure
31A, ANOVA factorielle, F(5=10,098, P=0,0130). Cette augmentation est également
retrouvée chez les souris Rsk2-KO enrichies, qui possedent 1,46 fois plus de cellules
BrdU"/mm’ que les souris Rsk2-KO standards, cependant, dans ce cas, cette augmentation

n’atteint pas le seuil de significativité (figure 31A, ANOVA factorielle, F(; 7=4,621, ns).

Figure 32. Cellules BrdU" dans le gyrus denté de souris WT standards (A), Rsk2-KO standards (B), WT
enrichies (C), Rsk2-KO enrichies (D).

Concernant la maturation neuronale, comme le montre la figure 32B, le pourcentage de
cellules neuronales immatures et matures ne différent pas entre les différents groupes
(ANOVA factorielle, BrdU/DCX", effet génotype, F(1,13=0,025, ns ; effet conditions,
Fa,13=0,275, ns ; BrdU/NeuN", effet génotype, F(111)=0,2388, ns ; effet conditions,
F1,11y=0,568, ns).

Ces résultats confirment que I’absence de RSK2 n’a pas d’effet sur la survie
cellulaire. Ils montrent également que I’enrichissement partiel est capable d’augmenter
la survie neuronale chez les souris WT et que I’absence de RSK2 n’a pas d’effet majeur

sur cette augmentation. De plus, dans ces conditions, ’enrichissement n’influence pas la
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maturation des nouveaux neurones, mesurée par I’expression des marqueurs DCX et

NeuN.

18. Apprentissage spatial, survie neuronale et enrichissement environnemental
18.1 Effet de I’enrichissement sur I’apprentissage spatial

Afin d’analyser les effets de 1’apprentissage spatial sur la survie neuronale (cf matériel
et méthodes, figure 26.2), nous avons soumis les souris WT et Rsk2-KO standards et enrichies
a une tache d’apprentissage et de mémoire spatiale en piscine de Morris durant 7 jours (8

essais par jour).

Pour analyser les performances des souris, dans un premier temps, nous avons comparé
les moyennes de temps d’atteintes de la plateforme de chaque groupe sur la totalité des essais

pour les 7 jours (figure 33).
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Figure 33. Temps d’atteinte de la plateforme pour chaque groupe en fonction des jours d’apprentissage pour les
souris WT standards (n=22), Rsk2-KO standards (n=18), WT enrichies (n=19) et Rsk2-KO enrichies (n=19).
Pour chaque groupe, un carré représente la moyenne des 8 essais quotidiens. Les barres représentent les erreurs
standards a la moyenne.
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Pour tous les groupes, le temps mis pour atteindre la plateforme diminue
significativement au cours de I’apprentissage quels que soient le génotype et les conditions
d’¢levage (figure 33, ANOVA a mesures répétées, effet temps, Fs444=52,350, P<0,0001 ;
effet génotype, F(174=24,648, P<0,0001 ; effet conditions, F74=12,804, P=0,0006 ;
interaction génotype x conditions, F(174=0,434, ns ; interaction temps x génotype,
F(6,444=3,022, P=0,0066 ; interaction temps x conditions, F444)=1,460, ns ; interaction temps

X génotype, F(6,444)=0,6562, ns).

Nous avons comparé la moyenne des vitesses de nage des différents groupes afin
d’écarter un éventuel biais. De fagon générale, les vitesses de nage ne différent pas entre les
groupes, quels que soient les genotypes ou les conditions d’élevage. Les vitesses de nage
augmentent pour tous les groupes au cours de I’apprentissage, cependant, cette augmentation
n’est pas similaire pour tous les groupes (ANOVA a mesures répétées, effet génotype,
Fa,74=0,077, ns ; effet conditions, F(i74=1,409, ns ; vitesse, F(444=33,181, P<0,0001 ;
interaction vitesse x génotype, F(444=3,307, P=0,0034 ; interaction vitesse x conditions,
F(6,444=6,225, P<0,0001). En effet, la vitesse de nage des souris WT standards augmente en
fonction des jours, plus rapidement que celle des souris Rsk2-KO standards (ANOVA a
mesures répétées, effet génotype, F(33=0,360, ns ; interaction vitesse x génotype,
F6,228=5,121, P<0,0001). En revanche, aucune différence d’évolution de la vitesse n’est
observée entre les souris WT et Rsk2-KO enrichies (ANOVA a mesures répétées, effet

génotype, F(133=0,072, ns ; interaction vitesse x génotype, F36216=0,522, ns).

La comparaison des différents groupes montre que les souris WT standards atteignent la
plateforme significativement plus rapidement que les souris Rsk2-KO standards au cours de
I’apprentissage (figure 33, ANOVA a mesures répétées, effet génotype F(i35=21,330,
P<0,0001, interaction temps x génotype, F(s228=1,457, ns). Cependant, au 7° et dernier jour,
les performances des souris Rsk2-KO standards se rapprochent de celles des souris WT
standards dont elles ne different plus significativement (figure 33, ANOVA factorielle,
F1,38=2,900, ns).

Concernant les effets de I’enrichissement, les performances des souris WT enrichies
sont légérement meilleures, mais ne diffeérent pas significativement de celles des souris WT
standards (figure 33, ANOVA a mesures répétées, effet conditions, F(39=3,411, ns ;
interaction temps x conditions, Fs324=0,379, ns). En revanche, les souris Rsk2-KO enrichies

atteignent significativement plus rapidement la plateforme que les souris Rsk2-KO standards
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(figure 33, ANOVA a mesures répétées, effet conditions, F(35=13,156, P=0,0009 ;
interaction temps x conditions, F210=1,812, ns). Enfin, bien que les temps d’atteinte de la
plateforme des souris WT standards et Rsk2-KO enrichies ne différent pas significativement,
les cinétiques des courbes d’apprentissage ne sont pas similaires (figure 33, ANOVA a
mesures répétées, effet groupe : Fj 39)=1,014, ns, interaction temps x génotype, Fs324)=2,435,
P=0,0265). En effet, chez les souris WT standards, du 1¥ au 5° jour d’apprentissage, les temps
d’atteinte de la plateforme diminuent puis restent stables entre le 5° et le 7° jour. Chez les
souris Rsk2-KO enrichies, les temps d’atteinte de la plateforme diminuent rapidement durant
les deux premiers jours, puis se stabilisent entre le 2° et le 5% jour, pour a nouveau diminuer

jusqu’au dernier jour.

Ces résultats comportementaux confirment le retard d’apprentissage spatial des
souris Rsk2-KO dans cette tiche. Ils montrent également que I’enrichissement
environnemental partiel améliore légérement les performances des souris WT, mais
permet surtout une compensation du retard d’apprentissage spatial des souris

n’exprimant plus la protéine RSK2.

Afin de compléter nos analyses comportementales, nous avons analysé le temps passé

par les souris a nager dans la zone périphérique de la piscine (figure 32).
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Figure 34. Pourcentage de temps passé dans la zone périphérique de la piscine de Morris pour les souris WT
(n=22), Rsk2-KO (n=18) standards et WT (n=19), Rsk2-KO (n=19) enrichies. Pour chaque groupe, un carré
représente la moyenne des 8 essais quotidiens. Les barres représentent les erreurs standards a la moyenne.
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Pour tous les groupes, le pourcentage de temps passé en périphérie diminue au cours du
temps, mais cette diminution varie en fonction des groupes (figure 34, ANOVA a mesures
répétées, effet temps, F(g444= 36,543, P<0,0001 ; effet génotype, F(174=21,523, P<0,0001 ;
effet conditions, F(;74=9,566, P=0,0028 ; interaction temps x génotype, Fc444=2,465,
P=0,235 ; interaction temps x conditions, F444=1,531, ns ; interaction temps x génotype x
conditions, F s 444=0,882, ns).

Les souris WT standards passent significativement moins de temps a nager en
périphérie que les souris Rsk2-KO standards (figure 34, ANOVA a mesures répétées, effet
génotype, F(135=20,235, P<0,0001 ; interaction temps x génotype, F(s228=2,030, ns).

Concernant I’enrichissement, le temps passé en périphérie par les souris WT enrichies
ne différe pas de celui des souris WT standards (figure 34, ANOVA a mesures répétées, effet
conditions, F(139=1,733, ns, interaction temps x conditions, F324=0,545, ns). En revanche,
les souris Rsk2-KO enrichies nagent significativement moins longtemps en périphérie que les
souris Rsk2-KO standards (figure 34, ANOVA a mesures répétées, effet conditions,
Fa35=11,238, P=0,019 ; interaction temps x conditions, F210=1,643, ns).

Ces résultats montrent que les souris Rsk2-KO standards font plus de thigmotaxie
que les controles WT, ce qui pourrait révéler une plus grande sensibilité au stress.

L’enrichissement partiel a permis de compenser cet effet.

18.2 Effet de I’enrichissement sur la mémoire spatiale

Dans le but d’évaluer la mémoire spatiale des différents groupes, les souris ont été
soumises a un test de rétention sans plateforme 24 heures apres 1’apprentissage. Nous avons
analysé le pourcentage de temps passé a nager par les souris dans le quadrant cible ainsi que

dans les autres quadrants de la piscine au cours de ce test de rétention (figure 35).

Le temps pass¢ a nager dans les différents quadrants varie en fonction du génotype et des
conditions d’¢levage (figure 35, ANOVA factorielle, génotype, F(174=5,939, P=0,0172 ;
conditions, F(; 74=15,333, P=0,0002 ; interaction génotype x conditions, F(; 74=1,388, ns).
D’aprés nos analyses, les souris WT et Rsk2-KO standards ne nagent pas significativement
plus de 25% du temps dans le quadrant cible (figure 35, Test t de Student, WT, t=1,581, ns ;
Rsk2-KO, t=0,299, ns), et ce, méme au cours des premicres 30 secondes (Test t de Student,

WT, t=0,705, ns ; Rsk2-KO, t=0,248, ns). Entre les souris WT et Rsk2-KO standards, aucune
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différence significative n’a été observée (figure 35, ANOVA factorielle, F(; 35=0,829 ns). En
revanche, les groupes de souris WT et Rsk2-KO enrichies nagent significativement plus de
25% du temps de I’essai dans le quadrant cible (figure 35, Test t de Student, WT, t=6,088,
P<0,0001 ; Rsk2-KO, t=3,180, P=0,0052), et ceci, des les 30 premieres secondes du test de

rétention (Test t de Student, WT enrichies, t=5,883, P<0,0001 ; Rsk2-KO enrichies, t=2,798,
P=0,0119). De plus, elles nagent significativement plus de temps dans ce quadrant cible que
les souris WT et Rsk2-KO standards (figure 35, ANOVA factorielle, WT standards vs WT
enrichies, F(130=12,172, P=0,0012 ; Rsk2-KO standards vs Rsk2-KO enrichies, F(; 35=4,128,
P=0,0498).

Figure 35. Pourcentage du temps passé dans les différents quadrants pour chaque groupe durant les 90 secondes
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du test de rétention pour les souris WT (n=22), Rsk2-KO (n=18) standards et WT (n=19), Rsk2-KO (n=19)
enrichies. Les autres quadrants correspondent a la moyenne du temps passé dans les quadrants gauche, droit et
opposé par rapport a ’emplacement de la plateforme. Les barres représentent les erreurs standards a la moyenne.
Les astérisques (*) indiquent des différences significatives (P<0,05) par rapport a 25% (chance) dans le test t de
Student ainsi que les différences inter-groupes (ANOVA factorielle).

L’analyse de la latence d’arrivée a I’emplacement de la plateforme lors du test de
rétention révele une différence entre les souris en fonction des conditions d’¢levage (ANOVA
factorielle, effet génotype, F(174=0,027, ns ; effet conditions, F(74=5,443, P=0,0224 ;
génotype x conditions, F(; 74=0,858, ns). En effet il n’y a pas de différence entre les souris
WT et Rsk2-KO standards (ANOVA Factorielle, F(;35=0,415, ns). Cependant concernant

I’enrichissement, les souris WT enrichies arrivent plus rapidement a I’emplacement de la
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plateforme que les souris WT standards (ANOVA Factorielle, F(i39=5,408, P=0,0253). En
revanche, les souris Rsk2-KO enrichies arrivent aussi rapidement a la plateforme que les

souris Rsk2-KO standards (ANOVA Factorielle, F(1 35=0,979, ns).

Afin d’analyser la précision de recherche de la plateforme par les différents groupes,
nous avons analysé le temps passé a nager dans le disque cible par rapport au temps passé
dans les autres disques. Notre analyse montre que, sur la totalit¢ du temps passé dans les
disques, les souris WT standards passent significativement plus de 25% de leur temps dans le
disque cible par rapport aux autres disques alors que ce n’est pas le cas des souris Rsk2-KO
qui y passent moins de 25% du temps (Test t de Student, WT, t=2,344, P=0,0290 ; Rsk2-KO,
t=1,227, ns). Les souris WT enrichies et Rsk2-KO enrichies passent également plus de 25 %
de leur temps dans ce disque cible (Test t de Student, WT enrichies, t=7,070, P<0,0001 ;
Rsk2-KO enrichies, t=3,657, P=0,0018). La comparaison du temps passé dans le disque cible
pour les souris standards montre qu’il n’y a pas de différence significative entre les souris WT

et Rsk2-KO standards (ANOVA Factorielle, F(; 35=0,385, ns).

Les souris WT enrichies passent significativement plus de temps que les souris WT
standards dans le disque cible ce qui n’est pas le cas des souris Rsk2-KO enrichies par rapport
aux souris Rsk2-KO standards (ANOVA Factorielle, WT enrichies vs WT standards,
Fa,39=14,535, P=0,0005 ; KO enrichies vs KO standards, F(; 35=2,387, ns).

L’analyse générale de passages sur I’emplacement de la plateforme (nombre de
« crossings ») effectués par les différents groupes révele des différences (Tableau 5, ANOVA
factorielle, effet génotype, F(174=3,065, ns ; effet conditions, F(74=6,422, P=0,0134 ;
interaction génotype x conditions, F(; 74=5,473, P=0,0220).

WT standards Rsk2-KO WT Enrichies Rsk2-KO Enrichies
Standards

Nombre de crossings 1,4540,382 n=22 | 1,667+0,280 n=18 3,211+0,450 n=19 1,737+£0,274 n=19

Tableau 5. Nombre moyen de crossings effectués par les souris WT et Rsk2-KO standards et enrichies, lors de la
phase de rétention de la piscine de Morris.

Aucune différence du nombre moyen de crossings n’est observée entre les souris WT et
Rsk2-KO standards (tableau 5, ANOVA factorielle, F(138=0,185, ns). En revanche, les souris
WT enrichies effectuent significativement plus de crossings que les souris WT standards

(tableau 5, ANOVA factorielle, effet conditions, F(139=8,974, P=0,0047). Enfin, la
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comparaison du nombre de crossings entre les souris Rsk2-KO enrichies et Rsk2-KO
standards n’a révélé aucune différence significative (tableau 5, ANOVA factorielle,

F(1’35)=0,032, HS).

Ces résultats montrent que les souris standards, dans le cadre de ce protocole
d’apprentissage, sont incapables de former une forte mémoire spatiale a long terme quel
que soit leur génotype. Cependant, les souris WT montrent quand méme des signes
d’une mémoire spatiale méme si elle semble faible. L’enrichissement environnemental
partiel améliore les performances mnésiques chez les deux génotypes, mais améliore la

précision de cette mémorisation uniquement chez les souris WT.

19. Effet de ’enrichissement, de I’apprentissage spatial et de la nage sur la survie
neuronale

Dans le but de quantifier les effets de ’enrichissement sur la survie neuronale sans
apprentissage, nous avons analysé la quantit¢ de cellules BrdU"/mm’ (18-20 jours aprés
injection de BrdU) chez des souris standards et enrichies qui n’ont effectué aucune tache
comportementale entre le 25° et 33° jour (figure 36A) (c¢f matériel et méthodes, figure 26.3).
Afin de déterminer les effets de 1’apprentissage en piscine de Morris sur la survie neuronale,
nous avons également analysé la densité de cellules BrdU/mm’ du méme age dans
I’hippocampe des souris WT et Rsk2-KO standards et enrichies suite a la tache
comportementale en piscine de Morris (figure 36A) (¢f matériel et méthodes, figure 26.2),
ainsi qu’apres une épreuve de nage dans la piscine de Morris (figure 36A) (cf matériel et
méthodes, figure 26.4). Nous avons également analysé la maturation neuronale des cellules de

ces 3 groupes (figure 36B et C).

19.1 Effet de ’enrichissement sur la survie neuronale

De fagon générale, la densité de cellules BrdU'/mm’ varie significativement entre les
différents groupes en fonction des conditions d’élevage, mais pas en fonction des génotypes
(figure 36A, ANOVA factorielle, effet conditions, F(1,18=10,956, P=0,0039 ; effet génotype,
Fa,18=2,803, ns ; interaction génotype x conditions, F(;13=0,39, ns). Ainsi, les souris WT
enrichies expriment 1,3 fois plus de cellules BrdU"/mm’ que les souris WT standards (figure
36A, ANOVA factorielle, F(19=6,886, P=0,0276) et les souris Rsk2-KO enrichies 1,4 fois

plus de cellules BrdU"/mm’ que les souris Rsk2-KO standards, cependant cette derniére
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différence n’apparait pas statistiquement significative (figure 36A, ANOVA factorielle,
F(1’9)=4,377, I’IS).

19.2 Effet de I’apprentissage et de I’enrichissement sur la survie neuronale

L’analyse générale des résultats de densité de cellules BrdU'/mm’ montre des
différences significatives entre les groupes (figure 36A, ANOVA factorielle, effet génotype,
F1,12=2,409, ns ; effet conditions, F(112=7,965, P=0,0154 ; génotype x conditions,
F(1,12=6,589, P=0,0247).

Les souris WT standards aprés apprentissage possédent significativement plus de
cellules BrdU"/mm’ que les souris Rsk2-KO standards (figure 36A, ANOVA factorielle, effet
génotype, F(18=7,534, P=0,0254).

Concernant I’enrichissement, les souris WT enrichies expriment significativement plus
de cellules BrdU"/mm’ que les souris WT standards (figure 36A, ANOVA factorielle, effet
conditions, F(;8=5,863, P=0,0418). De méme, les souris Rsk2-KO enrichies possedent
significativement plus de cellules BrdU"/mm’ que les souris Rsk2-KO standards (figure 36A,
ANOVA factorielle, F(19=15,545, P=0,0034).

19.3 Effet de I’enrichissement et de la nage seule sur la survie neuronale

La densit¢ de cellules BrdU/mm’ des contrdles nageurs varie en fonction des
conditions d’élevage (figure 36A, ANOVA factorielle, effet conditions, F(i 16=45,205,
P<0,0001 ; effet génotype, F(1,16=0,004, ns ; interaction conditions x génotype, F(1,16=5,175,
P=0,0370). Les souris WT et Rsk2-KO standards ne différent pas significativement quant a
I’expression de cellules BrdU"/mm’ (figure 36A, ANOVA factorielle, F(=2,504, ns).
Concernant 1’enrichissement, les souris WT enrichies expriment environ 2 fois plus de
cellules BrdU/mm’ que les souris WT standards (figure 36A, ANOVA factorielle,
F1,6=40,498, P=0,0001). Méme observation chez les souris Rsk2-KO enrichies qui expriment
environ 1,4 fois plus de cellules BrdU"/mm’ que les souris Rsk2-KO standards (figure 36A,
ANOVA factorielle, F(; 8=13,205, P=0,0066).
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Figure 36. (A) Densité moyenne de cellules BrdU"/mm’ observées dans la couche granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe dorsal 18-20 jours post injection chez des souris, sans apprentissage (WT standards (n=6), Rsk2-
KO standards (n=6), WT enrichies (n=5), Rsk2-KO enrichies (n=5)), aprés apprentissage spatial (WT standards
(n=6), Rsk2-KO standards (n=5) et WT enrichies (n=7), Rsk2-KO enrichies (n=6) enrichies) et post nage (B)
(WT standards (n=5), Rsk2-KO standards (n=5) et WT enrichies (n=5), Rsk2-KO enrichies (n=5)). Les barres
représentent les erreurs standards a la moyenne. Les astérisques (*) indiquent des différences significatives
(P<0,05, ANOVA factorielle). Pourcentage de cellules BrdU/DCX" et BrdU'/NeuN" dans la couche granulaire
du gyrus denté de I’hippocampe dorsal de souris WT et Rsk2-KO standards et enrichies sans apprentissage, post
apprentissage spatial et post-nage.
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19.4 Effet de la nage, de D’apprentissage et de l'absence d'apprentissage sur la survie
neuronale

La comparaison de la densité de cellules BrdU/mm? des souris sans apprentissage par
rapport aux souris apres apprentissage ne révele aucune différence. En revanche lorsque 1’on
compare la densité de cellules BrdU/mm?’ des souris sans apprentissage avec celle des souris
apres la nage, il y a une différence significative entre les souris WT standards. En effet, les
souris WT standards sans apprentissage ont une densit¢ de cellules BrdU’/mm’
significativement plus ¢élevée que les souris WT standard ayant effectué la nage (figure 36A,

ANOVA factorielle, F(19=13,855, P=0,0048).

La comparaison des densités de cellules BrdU"/mm’ des contrdles nageurs et souris
apres apprentissage a permis de mettre en évidence une différence significative chez les souris
WT standards. En effet, les souris WT standards controles nageurs possedent
significativement moins de cellules BrdU/mm’ que les souris WT standards aprés
I’apprentissage (figure 36A, ANOVA factorielle, F(;8=11,695, P=0,0091). En revanche,
aucune différence n’a été observée entre les deux groupes de souris Rsk2-KO standards
(figure 36A, ANOVA factorielle, F(; s= 0,847, ns). Cette comparaison pour les groupes
enrichis WT et Rsk2-KO ne montre aucune différence significative (figure 36A, ANOVA
factorielle, WT enrichies, F(1 3y=1,123, ns ; Rsk2-KO enrichies, F(;,9=0,200, ns).

19.5 Effet de ’enrichissement sur la maturation neuronale

Le pourcentage de cellules BrdU/DCX" varie significativement en fonction des
conditions d’élevage (Figure 36B, ANOVA factorielle, effet conditions, F(11)=18,817,
P=0,0012, effet génotype, F(1,11y=0,256, ns ; interaction génotype x conditions, F(; 11y=1,723,
ns), mais pas le pourcentage de cellules BrdU/NeuN" (Figure 36C, ANOVA factorielle, effet
conditions, F11y=1,095, ns, effet génotype, F(,1)=0,340, ns ; interaction génotype x

conditions (1,11)=0,115, ns).

Ainsi, I’analyse de la maturation neuronale montre que les souris WT enrichies
expriment environ 1,6 fois moins de cellules BrdU/DCX" que les souris WT standards
(figure 36B, ANOVA factorielle, F(;5=79,187, P=0,0003). Entre les souris Rsk2-KO
standards et enrichies, aucune différence n’a été observée concernant la maturation neuronale

(figure 36B, ANOVA factorielle, BrdU'/DCX", F(; 6=2,958, ns).
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19.6 Effet de I’apprentissage et de 1’enrichissement sur la maturation neuronale

Lorsque I’on analyse la maturation neuronale post apprentissage spatial, le pourcentage
de cellules BrdU/DCX" et BrdU'/NeuN' des souris WT standards ne différe pas
significativement de celui des Rsk2-KO standards (figure 36B, ANOVA factorielle,
BrdU'/DCX", Fu6=1,746, ns ; figure 36C, BrdU /NeuN", F(4=7,743). Les souris WT
enrichies ne montrent aucune différence significative par rapport aux souris WT standards
(figure 36B, ANOVA factorielle, BrdU'/DCX", F(1 6=1,728, ns ; figure 36C, BrdU'/NeuN",
F1,6=0,155, ns). En revanche, les souris Rsk2-KO enrichies possedent significativement
moins de cellules BrdU/DCX" que les souris Rsk2-KO standards (figure 36B, ANOVA
factorielle, F(16=9,173, P=0,0231), mais ne different pas sur le pourcentage de cellules

BrdU"/NeuN" (figure 36C, ANOVA factorielle, F; 6=2,619, ns).

19.7 Effet de I’enrichissement et de la nage seule sur la maturation neuronale

Aucune différence de maturation neuronale entre les groupes nageurs n’a été retrouvée
au cours de I’analyse générale (figure 36B, ANOVA factorielle, BrdU /DCX", effet génotype,
F1,12=0,502, ns ; effet conditions, F(;12=0,630, ns ; interaction génotype x conditions,
Fa,12=1,341, ns ; figure 36C, BrdU"/NeuN", effet génotype, F(1,12=0,661, ns, effet conditions,
Fa,12=1,407, ns ; interaction génotype x conditions, F(; 12=0,060, ns).

19.8 Effet de la nage, de I’apprentissage et de l'absence d'apprentissage sur la maturation
neuronale

La comparaison de la maturation neuronale des souris sans apprentissage par rapport
aux souris apres apprentissage ne révele aucune différence significative que ce soit au niveau
du pourcentage de cellule BrdU/DCX" ou BrdU /NeuN". De méme, lorsque 1’on compare la
maturation neuronale des souris sans apprentissage avec celle des souris aprés la nage, aucune

différence n'est observée.

La comparaison de la maturation neuronale des contrdles nageurs et des souris apres
apprentissage n’a révélé aucune différence que ce soit entre les souris WT et Rsk2-KO
standards ou entre les souris WT et Rsk2-KO enrichies. Ces observations ont été faites pour
les cellules BrdU/DCX" (figure 36B, ANOVA factorielle, BrdU/DCX', WT standards,
F1,7=0,024, ns ; Rsk2-KO standards, F(;7=0,141, ns ; WT enrichies, F 4=3,945, ns ; Rsk2-
KO enrichies, F(15=3,998, ns) et BrdU'/NeuN' (figure 36C, ANOVA factorielle,
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BrdU"/NeuN", WT standards, Fa1,7=2,348, ns ; Rsk2-KO standards, F(8=0,152, ns ; WT
enrichies, F(1 5=1,841, ns ; Rsk2-KO enrichies, F( 6=0,146, ns).

Nos résultats montrent dans un premier temps que I’apprentissage en piscine de
Morris entraine une diminution de la survie neuronale en I’absence de RSK2 et que
cette diminution peut étre compensée par I’enrichissement environnemental partiel. Ils
montrent également que la nage sans apprentissage dans cette méme piscine entraine
une diminution de la survie des neurones néoformés chez les souris WT.
L’enrichissement environnemental facilite ’augmentation de la survie neuronale et
compense les effets de la nage en maintenant le niveau de survie neuronale a une valeur
normale. Cet enrichissement favorise également la diminution du nombre de neurones
immatures notamment chez les souris WT, suggérant une maturation neuronale plus

rapide.

20. Persistance des effets de I’enrichissement sur la survie neuronale

Afin d’examiner la persistance des effets de 1’enrichissement partiel sur la survie
cellulaire (figure 37A) ainsi que sur la maturation neuronale (figure 37B), nous avons
comparé la densité de cellules BrdU/mm? entre les groupes de souris soumises a 24 jours
d’enrichissement et sacrifiées 24 heures apres (cf matériel et méthodes, figure 26.1) a un
groupe de souris sacrifiées 9 jours aprés, sans avoir €t€ soumises a un apprentissage (cf

matériel et méthodes, figure 26.3).

Chez les souris WT et Rsk2-KO standards, les densités de cellules néoformées agées de
10-12 jours sont évaluées a environ 2000-2300 cellules BrdU"/mm’. Chez les souris WT
standards, la survie de ces cellules ne varie pas 9 jours plus tard (figure 37A, ANOVA
Factorielle, WT standards, F(1,10=0,858, ns). En revanche, elle diminue légérement chez les
souris Rsk2-KO standards, bien que cette diminution ne soit pas significative (figure 37A,
ANOVA Factorielle, Rsk2-KO standards, F(1.9=4,889, ns). Chez les souris enrichies, quel que
soit le génotype, la survie des cellules néoformées diminue également au cours de ces 9 jours
post-enrichissement, mais sans atteindre le seuil de significativité (figure 37A, ANOVA

Factorielle, WT enrichies, F(; 8=3,184, ns ; Rsk2-KO enrichies, F(; 7=2,892, ns).
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Figure 37. (A) Densité moyenne de cellules BrdU"/mm® 4gées de 10-12 jours au dernier jour d'enrichissement
(avant la tdche comportementale) et de 18-20 jours, 9 jours aprés enrichissement (sans tdche comportementale),
observées dans la couche granulaire du gyrus denté de I’hippocampe dorsal de souris WT et Rsk2-KO standards
et enrichies n’ayant effectuées aucun apprentissage. La période d’enrichissement se termine 10-12 jours apres les
injections de BrdU. Les barres représentent les erreurs standards a la moyenne. (B) Pourcentage de cellules
BrdU'/DCX" et BrdU/NeuN" dans la couche granulaire du gyrus denté de 1’hippocampe dorsal de souris WT et
Rsk2-KO standards et enrichies, 10-12 jours apres injections de BrdU et de souris sans apprentissage. Les barres
représentent les erreurs standards a la moyenne. Les astérisques (*) indiquent des différences significatives
(P<0,05, ANOVA factorielle).

Concernant la maturation neuronale, au cours de ces 9 jours, le pourcentage de cellules
BrdU"/DCX" diminue significativement d’environ 20% chez les souris WT et Rsk2-KO
standards (figure 37B, ANOVA Factorielle, WT standards, F; 6=24,690, P=0,0025 ; Rsk2-
KO standards, F(;6=12,819, P=0,0116). Au niveau du pourcentage de cellules BrdU"/NeuN",

aucune différence n’a été observée chez les souris WT et Rsk2-KO standards (figure 37B,
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ANOVA Factorielle, WT standards, F(;6=0,136, ns ; Rsk2-KO standards, F(; 6=2,315, ns).

Cette diminution significative du pourcentage de cellules BrdU /DCX" est également
observée chez les souris WT et Rsk2-KO enrichies, cependant elle est plus sévere (environ
40%) (figure 37B, ANOVA Factorielle, WT enrichies, F(;7=79,750, P<0,0001 ; Rsk2-KO
enrichies, F(=43,992, P=0,0006). En revanche, aucune différence significative n’est
observée concernant le pourcentage de cellules BrdU/NeuN' (figure 37B, ANOVA
Factorielle, WT enrichies, F(1 6=1,993, ns ; Rsk2-KO enrichies, F(; 5=0,367, ns).

Comme nous DPavons vu précédemment (figure 29A), notre protocole
d’enrichissement environnemental partiel permet d’améliorer la survie des cellules
agées de 10-12 jours. Ici, avec ce protocole sans apprentissage, nos résultats montrent
que cette augmentation est maintenue lorsque les cellules ont atteint I’age de 18-20 jours,

méme si la période d’enrichissement est suivie d’une période de conditions standard.

21. Effet de I’apprentissage spatial sur la survie neuronale de neurones plus agés

En injectant des souris plus tot au cours du protocole, nous avons analysé cette fois-ci
une population de cellules BrdU" agées de 31-33 jours aprés enrichissement et apprentissage

spatial (c¢f matériel et méthodes, figure 26.6)

L’analyse générale des résultats de densité de cellules BrdU'/mm’ montre des
différences significatives entre les différents groupes en fonction des conditions d’élevage
(figure 38A, ANOVA factorielle, effet génotype, F(1,13=1,847, ns ; effet conditions,
F,13=18,455, P=0,0009 ; génotype x conditions, Fi 13=0,468, ns).

Le nombre de cellules BrdU"/mm’ des souris WT standards ne différe pas de celui des

souris Rsk2-KO standards (figure 38A, ANOVA factorielle, effet génotype, F(1.7=1,463, ns).

Concernant 1’enrichissement, les souris WT enrichies expriment significativement plus
de cellules BrdU"/mm’ que les souris WT standards (figure 38A, ANOVA factorielle, effet
conditions, F; 7=23,521, P=0,019). Les souris Rsk2-KO enrichies en revanche possedent plus
de cellules BrdU"/mm’ que les souris Rsk2-KO standards, mais cette différence n’atteint pas

le seuil de significativité (figure 38A, ANOVA factorielle, F(; 6=4,084, ns).
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Figure 38. (A) Densité moyenne de cellules BrdU"/mm’ observées dans la couche granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe dorsal 31-33 jours post injection chez des souris, post apprentissage spatial (WT standards (n=5),
Rsk2-KO standards (n=4) et WT enrichies (n=4), Rsk2-KO enrichies (n=4) enrichies). Les barres représentent les
erreurs standards & la moyenne. L’astérisque (*) indique une différence significative (P<0,05, ANOVA
factorielle). (B) Pourcentage de cellules BrdU/NeuN" dans la couche granulaire du gyrus denté de ’hippocampe
dorsal de souris WT et Rsk2-KO standards et enrichies post apprentissage spatial, 31-33 jours aprés les injections
de BrdU.

L’analyse de la maturation neuronale montre qu’il n’y a pas de différence d’expression
de cellules BrdU'/NeuN" entre les différents groupes quels que soient le génotype ou les
conditions d’élevage (figure 38B, ANOVA factorielle, effet génotype, F(;8=0,940, ns ; effet
conditions, F(; 3y=4,728, ns ; génotype x conditions, F(; §=0,784, ns).

Ces résultats montrent que la diminution de la survie neuronale précédemment
observée aprés apprentissage en l'absence de RSK2 (figure 38A), n’est plus observée

pour des neurones plus agés.
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22. Apprentissage dans la tache de séparation de patterns

Afin d’analyser les performances des animaux dans une autre tdche d’apprentissage
spatial mettant en particulier en jeux la fonction de séparation de patterns et d’analyser I’effet
de cet apprentissage sur la survie neuronale, nous avons soumis les souris WT et Rsk2-KO
standards et enrichies a une tdche de séparation de patterns en labyrinthe radial avant

d’étudier leur neurogenése.

Nous avons, dans un premier temps, analysé les performances des souris afin de mettre
en ¢évidence d’éventuels déficits dans I’une des configurations de la tiche de séparation de
patterns. Pour cela, nous avons analysé le pourcentage de réussite de chaque groupe au cours
de 10 jours d’apprentissage dans la configuration 2 (2 bras espacés d’un bras) et dans la
configuration 4 (2 bras espacés de 3 bras). Nous avons également analysé plus précisément la
fin de I’apprentissage en nous focalisant sur le pourcentage de réussite au cours des 6 derniers
essais (3 derniers jours). La restriction hydrique avant et pendant la tdche de séparation de
patterns a eu le méme effet chez les souris WT et Rsk2-KO. L’évolution de la diminution du
poids est similaire chez les deux génotypes (ANOVA a mesures répétées, F(i1352=1,036, ns).
En moyenne, durant toute la période de restriction, les souris n’ont pas perdu plus de 10% de

leur poids de départ.

L’analyse globale de 1’évolution du pourcentage d’essais corrects montre qu’il y a une
augmentation significative des performances pour tous les groupes en séparation 4 mais pas
en séparation 2 (figure 39A, ANOVA a mesures répétées, séparation 2, effet génotype
F1.48=0,509, ns, effet conditions F(;45=0,281, ns, effet génotype x conditions F(; 43=0,696,
ns, effet temps F3,144=0,1856, ns, effet temps x génotype F(3,144=0,875, ns, effet temps x
conditions F(3144=0,613, ns ; séparation 4, effet génotype F(i45=4,486, P=0,0394, effet
conditions F(148=3,234, ns, effet genotype x conditions F(43=0,374, ns, effet temps
F3,14479,872, P<0,0001, effet temps x génotype F3,144=0,495, ns, effet temps x conditions
F3,14472,226, ns).
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Figure 39. (A) Pourcentage d’essais corrects au cours des 10 jours d’apprentissage en séparation de patterns,
configurations 2 et 4. Les barres représentent les erreurs standards a la moyenne. Les astérisques (*) indiquent
des différences significatives (P<0,05, ANOVA factorielle). (B) Pourcentage d’essais corrects au cours des 6
derniers essais en séparation de patterns, configurations 2 et 4 (WT standards (n=14), Rsk2-KO standards (n=11)
et WT enrichies (n=13), Rsk2-KO enrichies (n=14)). Les barres représentent les erreurs standards a la moyenne.
Les astérisques (*) indiquent des différences significatives par rapport a 50% ainsi que la différence entre les

groupes (tests t de Student).

Au cours des 7 premiers jours, que ce soit en séparation 2 ou en séparation 4, les
performances des souris WT standards sont similaires a celles des souris Rsk2-KO standards.

En revanche, au cours des 3 derniers jours, 1’analyse statistique révele que les souris WT
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standards montrent significativement de meilleures performances que les souris Rsk2-KO
standards dans les deux configurations (figures 39A et 39B, ANOVA factorielle, séparation 2,
F1,148=3,971, P=0,0481 ; séparation 4, F(1 143=4,455, P=0,0365). D’ailleurs, en séparation 2,
les souris WT standards ont un pourcentage de réussite significativement supérieur a 50%
(figure 39B, Test t de Student, t=4,033, P=0,0001) ce qui n’est pas le cas des souris Rsk2-KO
standards qui ne montrent pas de différence significative par rapport a 50 % (figure 39B, Test
t de Student, t=0,736, ns). De méme, en séparation 4, les performances des 3 derniers jours
des souris WT standards sont également significativement supérieures a 50% (figure 39B,
Test t de Student, t=4,934, P<0,0001) alors que celles des souris Rsk2-KO ne différent pas
significativement de 50% de réussite (figure 39B, Test t de Student, t=1,236, ns).

Concernant 1’enrichissement, sur les 10 jours d’apprentissage, on observe plus aucune
différence entre les souris WT et Rsk2-KO enrichies dans les deux configurations (figure 39A,
ANOVA a mesures répétées, effet génotype, séparation 2, F(;25=0,008, ns ; séparation 4,
Fa25=1,021, ns). L’analyse des 3 derniers jours montre que les résultats obtenus sont
similaires pour la séparation 2 et la séparation 4. En effet, quel que soit le génotype, les souris
enrichies montrent un pourcentage de réussite significativement supérieur a 50 % (figure 39B,
Test t de Student, séparation 2, WT enrichies, t=2,580, P=0,0118 ; Rsk2-KO enrichies,
t=2,716, P=0,0080 ; séparation 4, WT enrichies, t=4,565, P<0,0001 et Rsk2-KO enrichies,
t=2,368, P=0,0202).

En séparation 2 comme en séparation 4, les souris WT enrichies ne montrent pas de
différence de réussite par rapport aux souris WT standards (figure 39B, ANOVA factorielle,
séparation 2, F(1160=0,686, ns ; séparation 4, F(i160=0,011, ns). Si, de méme, les
performances des souris Rsk2-KO enrichies n’apparaissent pas statistiquement
significativement différentes de celles des Rsk2-KO standards en séparation 2 et 4 (figure 39B,
ANOVA factorielle, séparation 2 : F(;145=1,456, ns ; séparation 4 : F(; 143=0,285, ns), dans
les deux configurations, les performances des souris Rsk2-KO enrichies ne sont plus
significativement différentes de celles des souris WT standards (figure 39B, ANOVA

factorielle, séparation 2, F(1 166=0,670, ns ; séparation 4, F(1 166)=2,741, ns).

Ces résultats permettent de mettre en évidence un déficit d’apprentissage des
souris Rsk2-KO dans les configurations 2 et 4 de notre protocole de séparation de
patterns. Ils suggeérent aussi que D’enrichissement partiel compense le déficit de

performances dans les deux configurations de la tache.



95

23. Survie neuronale apres séparation de patterns

Afin de déterminer I’influence de [’apprentissage dans la tiche de séparation de
patterns sur la survie neuronale, nous avons analysé la densité de cellules BrdU/mm?’ pour
tous les groupes (figure 40A). L’ analyse de la maturation neuronale de ces souris a également

été effectuée. Les cellules marquées sont agées de 24-26 jours (figure 40B).
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Figure 40. (A) Densité moyenne de cellules BrdU"/mm?® observées dans la couche granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe dorsal a 22-24 jours post injection chez des souris évaluées dans la tache de séparation de patterns
(WT standards (n=5), Rsk2-KO standards (n=5) et WT enrichies (n=5), Rsk2-KO enrichies (n=5)). Les barres
représentent les erreurs standards a la moyenne. Les astérisques (*) indiquent des différences significatives
(P<0,05, ANOVA factorielle). (B) Pourcentage de cellules BrdU'/DCX" et BrdU'/NeuN" dans la couche
granulaire du gyrus denté de I’hippocampe dorsal de souris WT et Rsk2-KO standards et enrichies aprés
apprentissage spatial en séparation de patterns, 22-24 jours post injections de BrdU. Les barres représentent les
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erreurs standards a la moyenne.

De maniére générale, nous avons observé des différences de densité entre les groupes en
fonction des conditions d’élevage mais pas en fonction des génotypes (figure 40A, ANOVA
factorielle, effet conditions, F(i16=14,209, P=0,0017 ; effet génotype, F(1,16=0,694, ns ;
interaction conditions x génotye, F(i 16=0,038, ns). Concernant I’enrichissement, les souris
WT et Rsk2-KO enrichies montrent respectivement une densité de cellules BrdU"/mm’ 1,6 et
1,4 fois plus importante que les souris WT et Rsk2-KO standards (figure 40A, ANOVA
factorielle, WT enrichies vs WT standards, F(;8=6,718, P=0,0320 ; KO enrichies vs KO
standards, F(; 3=7,695, P=0,0242). Les souris Rsk2-KO enrichies poss¢dent significativement
plus de cellules BrdU/mm? (1,7 fois) que les souris WT standards (figure 40A, ANOVA
factorielle, F(; §=22,437, P=0,0015).

L’analyse générale de 1’expression du pourcentage de cellules BrdU/DCX" et
BrdU'/NeuN" n’a révélé aucune différence significative entre les différents groupes (figure
40B, ANOVA factorielle, BrdU/DCX" : effet génotype, F(1,15=1,429, ns ; effet conditions,
F1.15=2,718, ns ; interaction génotype x conditions, F(; 150,472, ns ; BrdU /NeuN"" effet
génotype, F1,15=0,391, ns ; effet conditions, F(; 15=4,874, P=0,0433 ; interaction génotype x
conditions, F1,15=0,692, ns).

Ces résultats montrent que ’apprentissage en séparation de patterns n’exerce
aucune influence sur la survie neuronale en ’absence de RSK2. L’enrichissement partiel
précédant la séparation de patterns permet d’augmenter la survie neuronale chez les
souris WT et Rsk2-KO, mais également de restaurer les performances des souris Rsk2-
KO en séparation de patterns a un niveau comparable a celles des souris WT. Ces
données permettent de suggérer qu’une augmentation de la survie neuronale est associée
a une restauration des déficits en séparation de patterns. Aucun effet de cet

apprentissage ou de ’enrichissement n’est observé sur la maturation neuronale.
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DISCUSSION

Le SCL est une maladie génétique rare, causée par des mutations du geéne Rsk2 dont
I’un des signes cliniques majeurs est la DI. En 2007, la caractérisation phénotypique d’une
souris invalidée pour le géne Rsk2, a permis de mettre en évidence des déficits cognitifs en
accord avec la DI et de valider cette souris comme modéle d’étude du SCL. Ces souris
montrent en particulier des déficits d’apprentissage et de mémoire spatiale (Poirier et al,
2007). Des études récentes menées au laboratoire, ont montré que les souris Rsk2-KO
présentent également des déficits dans d’autres tiches hippocampo-dépendantes. En effet, les
souris Rsk2-KO présentent un déficit de reconsolidation post-rappel dans une tache de
mémoire de reconnaissance de localisation spatiale d’objets (Davis et al, 2010). Ces souris
Rsk2-KO présentent aussi des déficits de mémoire de peur, dans une tache de
conditionnement de trace qui met en jeux les fonctions hippocampiques. Enfin, méme si les
souris Rsk2-KO n’ont aucun déficit de consolidation dans la tiche de conditionnement de
peur contextuelle, elles présentent un déficit de reconsolidation dans cette taiche (Morice ef al,
2013). Au cours de cette these, nous avons poursuivi I’étude de ce modele murin n’exprimant
plus la protéine RSK2, afin de comprendre le rdle joué par cette protéine dans certains
mécanismes cognitifs. Compte tenu des déficits importants d’apprentissage et de mémoire
spatiale observés chez les souris Rsk2-KO, nous nous sommes en particulier intéressés a

I’hippocampe, connu pour sa forte implication dans ces processus.

Au cours de cette thése, nous nous sommes focalisés sur la neurogenése hippocampique
adulte, un mécanisme de plasticité cérébrale qui joue un rdle crucial dans les fonctions
cognitives et dont des altérations ont dé¢ja été¢ mentionnées chez plusieurs modeles de DI (pour
revue, voir Pons-Espinal et al, 2013). De plus, des études montrent le réle de RSK2 dans
diverses fonctions telles que la prolifération, le cycle cellulaire ou encore 1’apoptose (pour
revue, voir Romeo et al, 2012) et, plus récemment, dans la neurogen¢se embryonnaire
(Dugani et al, 2010 ; Ammar et al, 2013). Cependant, aucune étude, a ce jour, n’a étudié le

role potentiel de RSK2 dans la neurogenése hippocampique adulte.
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24. Le volume hippocampique des souris Rsk2-KO
24.1 L’absence de RSK2 n’altére pas le volume hippocampique

Lors des injections de BrdU, chaque souris a été pesée et comme dans ’é¢tude de
Poirier et al (2007), nous avons observé une diminution du poids corporel (d’environ 6 %) des
souris Rsk2-KO par rapport aux souris WT. Cette diminution, qui n’affecte en rien les
performances locomotrices des animaux, pourrait s’expliquer par une diminution de la masse
osseuse des souris Rsk2-KO mise en évidence par Yang et a/ (2004). D’autre part, en étudiant
I’autre modele de souris Rsk2-KO (générée par Dufresne et al (2001), El-Haschimi et al
(2003) ont montré que les souris mutantes naissent avec le méme poids corporel que les souris
WT, mais qu’une différence s’installe a partir de 1’age de 10 semaines ou le poids des souris
Rsk2-KO se stabilise alors que celui des souris WT continue a augmenter. Cette différence

serait due a une perte spécifique de tissu adipeux blanc chez les souris Rsk2-KO.

Méme si les souris Rsk2-KO présentent un poids plus faible, jusqu’a aujourd’hui
aucune étude n’a montré d’altération morphologique cérébrale (Yang et al, 2004 ; Perreira et
al, 2010). En revanche, chez ’homme, il a ét¢ montré par des études d’IRM que les patients
atteints du SCL montraient des diminutions du volume cérébral ainsi que de certaines
structures cérébrales (Kesler et al, 2007). Cette étude, menée sur 2 familles de 3 patients,
montre qu’avec le cervelet et le cortex, I’hippocampe fait partie des structures les plus
affectées par les mutations de la protéine RSK2. Cependant, les auteurs ont constaté que les
volumes des structures analysées ne variaient pas de la méme fagon. En effet, dans I’'une des
familles étudiées, le volume de I"hippocampe était plus faible, alors que dans I’autre famille,
il était plus important par rapport a I’hippocampe des individus contrdles. Cette étude qui
renforce la variabilité constatée des signes cliniques du SCL, semble montrer une implication
de la protéine RSK2 dans la morphologie de certaines structures cérébrales. Une autre étude
cérébrale par IRM montre que des mutations du géne RSK2 ont entrainé des dilatations du
ventricule latéral chez un patient atteint du CLS (Kondoh et a/, 1998). Chez la souris mode¢le,
nos analyses histologiques n’ont révélé aucun effet de I’absence de RSK2 sur les volumes de
I’hippocampe et du gyrus denté. Au laboratoire, d’autres analyses, menées par la technique
d’IRM, ont confirmé ce résultat en ne montrant aucune différence du volume cérébral total ou
de I’hippocampe chez les souris Rsk2-KO par rapport aux souris WT (C. Vaillend, C. Sébrié,

communication personnelle).
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24.2 L’enrichissement augmente le volume de I’hippocampe

Dans I’optique de compenser les déficits mnésiques observés chez notre souris modele,
nous avons utilisé un paradigme d’enrichissement environnemental journalier ne s’étendant
pas sur la totalité de la journée. Notre étude a permis de montrer que cet enrichissement de
courte durée augmentait le volume de I"hippocampe chez les souris indépendamment de leur
génotype. Cette observation est en accord avec les effets positifs de I’enrichissement sur
I’anatomie cérébrale (Nithianantharajah et Hannan, 2006). Ces résultats soulévent la question
des mécanismes qui induisent cette augmentation, mais également si ces mécanismes sont les
mémes pour les deux génotypes. Une hypothése pourrait étre que cette augmentation de
volume passe par une augmentation de I’arborisation dendritique des neurones dans les
différentes structures hippocampiques, comme c’est le cas chez d’autres modeles de DI
(Pons-Espinal et al, 2013). En se basant sur ces connaissances, il serait intéressant d’analyser
la morphologie des nouveaux neurones granulaires (arborisation dendritique, longueurs des
prolongements cytoplasmiques) chez les souris Rsk2-KO enrichies afin de déterminer si les
effets de I’enrichissement sur le volume hippocampique sont médiés par les mémes

mécanismes que chez les souris sauvages.

25. L’absence de RSK2 n’affecte pas la neurogenese adulte hippocampique basale

25.1 La Prolifération cellulaire

Selon nos résultats, 1’absence de RSK2 n’affecte pas la prolifération cellulaire au sein
du gyrus denté de I’hippocampe adulte. Compte tenu du fait que la protéine RSK2 compte
parmi ses cibles des acteurs du cycle cellulaire tels que 1’histone H3 (pour revue, voir Romeo
et al, 2010), ce résultat était inattendu. De plus, une étude récente montrant un réle de la
protéine RSK2 dans la neurogené¢se embryonnaire corticale chez la souris, présente RSK2
comme pouvant étre un régulateur négatif de la prolifération cellulaire a I’état embryonnaire
(Dugani et al, 2010). Une autre étude montre, toujours au stade embryonnaire, que la protéine
RSK2 aurait une forte influence sur le développement des neurones corticaux, car la culture in
vitro de neurones corticaux embryonnaires a 24, 48 et 72 heures montre, en l'absence de
RSK2, un retard des stades de maturation neuronale (Ammar et a/, 2013). Dans notre étude
chez la souris adulte, 1’absence d’effet de la protéine pourrait s’expliquer par certaines
différences physiologiques existantes entre le cerveau embryonnaire et adulte. En effet, les
mécanismes régulant la neurogenése a 1’état embryonnaire différent pour certains de ceux qui

régulent la neurogenese adulte hippocampique (pour revue, voir Kintner, 2002). Nos résultats
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sont renforcés par une autre analyse, effectuée au laboratoire, de la prolifération cellulaire
chez les souris Rsk2-KO via I’analyse de I’expression de KI-67 qui n’a également révélé
aucune différence entre les souris Rsk2-KO et WT. Il est donc possible que les mécanismes
impliquant la protéine RSK2 dans la prolifération cellulaire au stade embryonnaire
n’entrainent plus d’effet, ou soient compensés, chez I’adulte. L’impact de 1’absence de RSK2
varie peut-étre également en fonction des cellules ainsi que des structures cérébrales étudiées,

car I’expression de la protéine est variable au niveau cérébral.

Dans le cadre de pathologies telles que les cancers de la prostate et du sein, un role des
protéines RSKs dans la prolifération cellulaire a également ét¢ montré. En effet, une étude
portant sur des échantillons de tissu issus d’un cancer de la prostate montre une augmentation
de la quantité¢ des protéines RSKs dans les cellules cancéreuses (Clark et al, 2005). Les
protéines RSKs sont également surexprimées (50 % de surexpression) dans les cellules
cancéreuses du sein, suggérant leur implication dans la prolifération anarchique des cellules
(Smith et al, 2005). De plus, I'utilisation d’un inhibiteur spécifique des RSKs (SLO101)
bloque la prolifération de ces mémes cellules cancéreuses, ce qui montre qu’au moins un des
membres de la famille des RSKs est impliqué dans la prolifération cellulaire (Smith et al,
2005). L’utilisation de ce méme inhibiteur a permis de montrer in vitro que 1’absence de
RSK2 entrainait une diminution de la prolifération cellulaire, les cellules étant bloquées en
phase G1 (Cho et al, 2007). Méme si les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués
dans cette prolifération pathologique sont probablement différents de la prolifération
cellulaire constitutive qui a lieu au sein de I’hippocampe adulte, ces études apportent des
informations importantes quant au role des protéines RSKs dans le cycle cellulaire. Enfin, ces
études sur la prolifération des cellules corticales embryonnaires et celles sur la prolifération
des cellules cancéreuses ciblent des types cellulaires différents des neurones granulaires que
nous étudions, ce qui pourrait aussi expliquer I’absence de déficit de prolifération que nous

avons montré au sein du gyrus denté des souris adultes Rsk2-KO.

25.2 Survie et maturation neuronale

Concernant la survie neuronale, nous avons montré une diminution de la densité des
cellules marquées, qui se stabilise aprés 4 semaines. Ces résultats sont en accord avec la
littérature (pour revue, voir Zhao et al, 2008). De plus, nos résultats montrent que sur une
période de 6 semaines, les densités de cellules BrdU" des souris Rsk2-KO ne différent pas de

celles des souris WT et qu’il n’y a aucun effet de I’absence de RSK2 sur la maturation
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neuronale estimée par 1’expression de DCX et NeuN. Pourtant, des études ont mis en
¢évidence une implication de RSK2 dans la différenciation cellulaire. Par exemple, 1’étude de
Dugani et al (2010) montre que la protéine RSK2 favorise la différenciation des nouvelles
cellules en neurones dans le cortex embryonnaire. De méme, Yang et a/ (2004) montrent que
RSK2 est impliquée dans la différenciation des ostéoblastes via son action sur la protéine
ATF4. Dans notre étude, nous avons analysé I’expression de DCX et NeuN respectivement a
2/4 semaines et a 4/6 semaines, mais la durée expression de ces deux protéines est plus large
(quelques jours jusqu’a environ 4 semaines pour la DCX et a partir de 2 semaines pour le
NeuN ; Snyder et al, 2009a). Donc il est possible qu’il existe un retard de maturation que
notre protocole n’a pas mis en évidence a cause des périodes d’analyses choisies. Il serait
intéressant d’¢largir les périodes d’analyse de 1’expression de ces deux protéines afin de
confirmer nos résultats. Cette analyse pourrait étre complétée par I'utilisation de marqueurs
de la maturation neuronale autre que le DCX et le NeuN. En effet, d’autres marqueurs de
maturation neuronale tels que la NeuroD, de calbindin ou encore de la calrétinine ont une
chronologie d’expression différente de celle de la DCX et du NeuN et permettrait d’analyser

la maturation neuronale de fagon plus précise (von Bohlen Und Halbach, 2011).

Enfin, une autre hypothése pour expliquer ces différences pourrait étre le fait que notre
modele d’étude soit une souris transgénique n’exprimant plus le géne Rsk2. Nous pouvons
donc supposer que, dés le stade embryonnaire, certains mécanismes de compensations se sont
mis en place pour pallier ’absence de la protéine RSK2. Cette hypothese est confortée par
I’existence de protéines partageant des caractéristiques structurales avec la protéine RSK2
(pour revue, voir Cargnello et Roux, 2011). En effet, les 3 autres membres de la famille des
RSKs (RSK1, RSK3 et RSK4) présentent prés de 80 % d’homologie de séquence avec la
protéine RSK2. De plus, RSK3, comme RSK?2, est exprimée dans les neurones granulaires du
gyrus denté (Zeniou et al, 2002). Selon des études récentes, I’expression des formes non
phosphorylées de RSK1 et RSK3 chez les souris Rsk2-KO ne diffeére pas par rapport aux
souris WT (Schneider et al, 2011 ; Morice et al, 2013). Cependant, une augmentation de
I’expression des formes phosphorylées des protéines RSKs via I'utilisation d’un anticorps ne
permettant pas de distinguer les différentes protéines RSKs phosphorylées (P-RSK1, P-RSK2
et P-RSK?3) est constatée en 1’absence de RSK2. Ces résultats suggérent que dans 1’hypothese
ou il y aurait une compensation via les protéines RSKs, elle se ferait non pas par une
régulation de I’expression des protéines RSKs, mais par une régulation de leur

phosphorylation (Schneider et al, 2011).
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Les homologues structuraux tels que les protéines MSKs partagent également une
forte homologie de séquences avec la protéine RSK2 (pour revue, voir Cargnello et Roux,
2011). Cela signifie que certaines cibles de RSK2 peuvent également étre des cibles des
protéines MSKs. De plus, il a été observé, chez les souris MSK1/2 null (n’exprimant pas les
protéines MSK1 et 2), une diminution de la prolifération cellulaire ainsi que du nombre de
jeunes neurones (DCX") (Choi et al, 2012). Cette étude met en évidence 1’implication des
protéines MSK 1 et 2 dans la neurogenese adulte. Il serait donc intéressant de quantifier les
protéines de la famille des MSKs afin de mettre en évidence d’éventuelles variations de leur

taux d’expression chez les souris Rsk2-KO.

Nos expérimentations ne nous ont pas permis de mettre en évidence des altérations de
la neurogenese adulte hippocampique, a I’état basal, chez notre modele de DI. Selon la
littérature, plusieurs modeles de DI présentent des altérations variées, et parfois

contradictoires des différentes étapes de la neurogenese adulte hippocampique.

Par exemple, le modele du syndrome de I’X fragile (souris FMRI-KO) montre une
augmentation de la prolifération cellulaire ainsi qu’une altération de la différenciation
neuronale (Luo et al, 2010 ; Guo et al, 2011). Cependant, chez ce méme modele, il a été
¢galement observé une diminution de la prolifération cellulaire, de la survie neuronale, du
nombre de cellules de type2 et de la maturation neuronale (Lazarov et al, 2012).
L’augmentation ou, a I’inverse, la diminution de la prolifération observée par ces deux études
chez le méme modele sont probablement dues a 1’age des souris au cours de I’analyse. Dans
I’étude de Luo et al (2010), les souris sont agées d’environ 2 mois alors que dans 1’étude de
Lazarov et al, (2012) elles sont agées d’environ 9 a 12 mois, ce qui montre que les roles de
FMRP évoluent avec 1’age. Ainsi, chez les jeunes souris FMR-KO, la prolifération cellulaire

est importante puis elle diminue avec I’age.

Chez le modéle MECP2-KO du syndrome de Rett, un ralentissement de la maturation
des nouveaux neurones du gyus denté a été observé, mais aucune différence de prolifération
cellulaire et de survie neuronale n’a été observée (Smrt et al, 2007). En revanche, chez la
souris FOXGI-KO, également modele du syndrome de Rett, il a été montré qu’il y avait une
réduction de la prolifération cellulaire ainsi qu’une augmentation de 1’apoptose des nouveaux
neurones provoquant une diminution de la survie cellulaire (Tian et a/, 2012). Cependant, une
¢tude n’a révélé aucune différence de prolifération cellulaire entre les souris FOXGI-KO et

les souris WT (Shen et al, 2006).
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Chez la souris Ts65Dn, modéle du syndrome de Down, il n’a été observé aucune
différence de survie neuronale chez des souris agées de 10 a 12 mois (Llorens-Martin et al,
2010). En revanche chez ce méme modeéle, il a été montré une réduction de la prolifération
cellulaire et de la survie neuronale chez les souris jeunes (2-3 mois) (Clark et al, 2006 ;
Belichenko et Kleschevnikov, 2011) ainsi qu'une réduction de la prolifération cellulaire chez
les plus agées (13-15 mois) (Rueda et al, 2005). Chez un autre mod¢le du syndrome de Down,
la souris TslCje, des auteurs ont également montré qu’il y avait une réduction de la
prolifération ainsi que de la différenciation des nouvelles cellules en neurones et par contre,

une augmentation de la différenciation en astrocytes (Ishihara et al, 2010; Hewitt e a/, 2010).

Enfin, contrairement aux études précédemment décrites, et comme dans le cas de notre
étude, dans le cadre du syndrome d’Angelman (maladie neurogénétique caractérisée par un
déficit intellectuel sévere et des traits dysmorphiques), des auteurs ont montré que les souris
déficientes pour le géne responsable de la maladie ne présentent aucune différence de
prolifération et de survie cellulaires (Mardirossian et al, 2009). Cependant, ces souris

montrent une diminution du nombre de cellules BrdU /NeuN".

Toutes ces études montrent qu'il y a une relation certaine entre la neurogenése adulte
hippocampique et la déficience intellectuelle. Cependant tous les aspects de cette relation ne
sont pas connus au regard des résultats de la recherche actuelle. D'une facon globale, cette
difficulté provient du fait que les génes a 'origine des DI étudiées, vont générer des protéines
ayant un impact différent sur la neurogen¢se. Ensuite, les protocoles expérimentaux utilisés
pour étudier la neurogenése adulte vont jouer un réle majeur dans les variations des résultats
obtenus chez un méme modéele de DI. En effet, en fonction de leurs hypotheses, les auteurs ne
vont pas étudier certaines étapes de la neurogenese adulte de la méme fagon (nombre
d'injections, age des animaux...), ce qui a pour effet de complexifier l'interprétation du role de

la neurogenése d'un point de vue générale dans la DI.

26. RSK2 est impliquée dans I’apprentissage et la mémoire spatiale
26.1 Apprentissage et mémoire spatiale dans la piscine de Morris

Au cours de notre étude, nous avons confirmé que les souris modeles du SCL
présentaient des déficits d’apprentissage spatial (Poirier ef al, 2007). En nous basant sur les
résultats de Poirier et al (2007), nous avons cherché a nous focaliser sur le retard

d’apprentissage particulie¢rement important en début d’apprentissage, c’est pourquoi nous
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avons choisi d’utiliser un protocole d’apprentissage ne durant que 7 jours contre 11 jours
initialement. Par conséquent, nous nous sommes placés dans des conditions d’apprentissage
partiel, ce qui explique en partie les mauvaises performances, de méme que le faible nombre
de crossings au test de mémoire chez les souris Rsk2-KO et WT. Outre le fait que le protocole
utilisé a été réduit de plusieurs jours, les mauvaises performances en mémoire a long terme
observées chez les souris WT peuvent aussi €tre dues a la relativement grande taille de la
piscine utilisée pour des souris et qui renforce la difficulté des souris dans la tache. De plus,
dans notre piece expérimentale, les indices de 1’environnement restaient relativement peu
saillants afin de se placer dans des conditions similaires a celles des études précédentes
(Poirier et al, 2007). Comme pour le cas du SCL, d’autres modeles murins montrent des
déficits cognitifs dans la piscine de Morris ainsi que dans d’autres tiches comportementales
(Poirier et al, 2007). Par exemple, la souris Ts65Dn montre des déficits d’apprentissage
spatial dans la piscine de Morris (Martinez-Cué et al, 2002). Ces déficits sont observés chez
les souris males et femelles dans un protocole de piscine comprenant § essais par jour.
Comme les souris Rsk2-KO, les souris Ts65Dn montrent un retard d’apprentissage ainsi
qu’une thigmotaxie plus élevée que les souris WT. Concernant le syndrome de Rett, la souris
modele MECP2-KO, montre également un retard d’apprentissage spatial ainsi que des déficits
de mémoire spatiale dans la piscine de Morris (Morreti ef al, 2006). Dans d’autres cas, des
déficits peuvent étre mis en évidence en fonction des différentes versions de la tache
comportementale. C’est le cas du modéle FMRI-KO qui ne montre aucun déficit dans la
version classique de la piscine de Morris lorsque la plateforme reste a la méme position. En
revanche, dans la version « reversal » lorsque la plateforme est déplacée, les souris FMR1-KO
montrent des déficits (Bakker et al, 1994). Ces derniers résultats suggerent davantage des

déficits de flexibilité que des déficits d’apprentissage spatiaux.

26.2 Thigmotaxie des souris Rsk2-KO

La thigmotaxie, plus importante chez les souris Rsk2-KO par rapport aux souris WT,
peut expliquer en partie leur retard d’apprentissage. En effet, un animal passant la majorité du
temps de ’essai dans la périphérie de la piscine mettra plus de temps a trouver la plateforme
que les autres souris. La thigmotaxie est parfois mentionnée dans la littérature de la piscine de
Morris et de I’open field comme indicateur d’anxiété de I’animal. Dans I’étude de Poirier ef a/
(2007), les auteurs ont utilisé divers tests comportementaux afin de mettre en évidence des

réponses anxiogénes potentielles chez les souris Rsk2-KO. Les analyses n’ont révélé aucun



106

déficit chez les souris, que ce soit dans I’open field, le plus-maze ou le O-maze. Ces résultats
ne favorisent pas une implication de I’anxiété¢ dans I’explication de 1’augmentation de la
thigmotaxie que nous avons observée, bien que ce soient des tdches comportementales

différentes dont I’impact sur I’anxiété des souris est probablement trés variable.

La thigmotaxie peut également étre le reflet d’'une mauvaise stratégie de la part des
animaux (Lipp et Wolfer, 1998). Dans la piscine de Morris, les souris utilisent différentes
stratégies de navigation afin de diriger leur comportement vers I’emplacement de la
plateforme. Au cours des premiers essais, voire des premiers jours, les souris ne montrant pas
d’altérations de performance dans la tache font de la thigmotaxie de maniére naturelle.
Lorsque les animaux réalisent qu’il n’y a pas d’échappatoire en périphérie, ils adoptent une
autre stratégie qui consistera a nager plus au centre de la piscine, ce qui leur permettra
d’atteindre la plateforme (Wolfer et al, 1998). En nous basant sur cette interprétation, nous
pouvons supposer que les souris Rsk2-KO mettent plus de temps a adopter ce changement de

stratégie que les souris WT.

26.3 Séparation de patterns

La séparation de patterns consiste, lors de I’encodage d’une information, a distinguer
des patrons d’informations présentant un degré de similitude important, de sorte qu’ils
puissent étre restitués indépendamment les uns des autres sans interférence (pour revue, voir
Yassa et Stark, 2011). La séparation de pattern peut étre étudiée dans différentes taches
comportementales (Clelland et al, 2009 ; Creer et al, 2011 ; Sahay et al, 2011b). Ayant
observé des déficits des souris Rsk2-KO dans la tdche hippocampo-dépendante en piscine de
Morris, nous avions €émis I’hypothése selon laquelle les souris présenteraient également des
déficits dans une autre tdche hippocampo-dépendante. En utilisant une tache de non—
appariement retardé dans un labyrinthe radial, nous avons montré que les souris Rsk2-KO
présentent des déficits de séparation de patterns lorsque les 2 bras a discriminer sont proches
(séparation 2, configuration difficile) mais également lorsqu’ils sont éloignés (séparation 4,
configuration facile). Selon nos résultats, il semble que les souris Rsk2-KO sont incapables de
distinguer des événements ressemblants qu’ils soient spatialement proches ou éloignés.
D’apres la littérature, des déficits en séparation de patterns ont été également observés chez
d’autres modeles de DI. Par exemple, la souris modele du syndrome de I’X fragile, montre
des déficits en séparation 2 et en séparation 4 lorsqu’elle est évaluée dans un labyrinthe radial

(avec un protocole également basé sur 1’étude de Clelland et al 2009) (Guo et al, 2011). De
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méme, le modeéle souris CBP+/_, du syndrome de Rubinstein-Taybi montre un déficit en
séparation de patterns dans un dispositif combinant une piscine de Morris a un labyrinthe
radial, que la séparation des bras soit faible ou plus ¢levée (Lopez-Atalaya et al, 2011). Nos
résultats coincident avec la littérature mais il est important de noter que nous avons évalué
nos souris dans une tdche comportementale ayant une composante spatiale et faisant
intervenir la mémoire de travail. Comme les souris Rsk2-KO présentent de 1égers déficits en
mémoire de travail ainsi que des déficits d’apprentissage et de mémoire spatiale (Poirier et al,
2007), il serait nécessaire de déterminer si les résultats de cette étude sont dus a un déficit de
mémoire spatiale ou de mémoire de travail, ou tout simplement a 1’incapacité de ces souris
Rsk2-KO a effectuer la séparation de patterns. Dans ce but, il serait intéressant de les évaluer
dans une autre tdche de discrimination, pour laquelle, en absence de I’évaluation de la
séparation de patterns, les souris Rsk2-KO ne présentent pas de déficits particuliers. Nous
pourrions utiliser le conditionnement a la peur au contexte qui est une tdche permettant
d’évaluer la capacité de séparation de patterns en faisant varier différents contextes. Dans la
version standard de cette tache, aucun déficit n’a été observé chez les souris Rsk2-KO par

rapport aux souris WT (Morice ef al, 2013).

27. L’enrichissement restaure les performances cognitives des souris Rsk2-KO
27.1 L’enrichissement améliore les performances dans la piscine de Morris

Avec notre protocole d’apprentissage en piscine de Morris relativement difficile
(piscine de grandes dimensions, indices environnementaux peu saillants...), nous montrons
qu’un enrichissement quotidien a durée limitée est capable de restaurer les performances
d’apprentissage des souris Rsk2-KO et permet également, non seulement aux souris WT
d’exprimer de bonnes performances de rétention, mais aussi aux souris Rsk2-KO de former
une mémoire spatiale a long terme. Ce choix d’enrichissement quotidien limité dans le temps
a ¢été préféré au permanent afin de se placer dans les conditions proches des stimulations

cognitives non permanentes utilisées chez I’homme.

Concernant les souris WT, s’il est clair que I’enrichissement leur a permis de former
une mémoire a long-terme, cet enrichissement n’a pas eu d’effet significatif sur la courbe
d’apprentissage malgré une légeére tendance a 1’amélioration de leurs performances. Pourtant,
il a ét¢ montré dans la littérature que [’enrichissement environnemental était capable
d’augmenter significativement les performances d’apprentissage des souris WT en piscine de

Morris (Kempermann et al, 1997; Frick et Fernandez, 2003). De méme, chez le rat, il a été
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montré qu’un enrichissement court de 3 heures par jour pendant 14 jours améliore les
performances de mémoire a long terme dans la tiche de reconnaissance d’objet (Bruel-
Jungerman et al, 2005). Une hypothése pouvant expliquer le faible effet bénéfique de
I’enrichissement sur les performances des souris WT en apprentissage serait que les
performances sont déja relativement bonnes dans nos conditions d’apprentissage partiel et par
conséquent il serait difficile de les améliorer de fagon significative. Une autre hypothése qui
peut étre avancée serait la variabilité des effets bénéfiques de I’enrichissement en fonction des
protocoles utilisés. Par exemple, les effets bénéfiques de 1’enrichissement peuvent différer en
fonction de I’age des souris. Dans I’étude de Kempermann et a/ (1997), I’enrichissement
améliore les performances de souris WT agées de 21 jours au début de I’enrichissement alors
que dans I’étude de Frick et Fernandez (2003) les effets de I’enrichissement ne sont
observables que chez les souris WT agées (environ 27 mois). De méme, dans I’étude de
Harburger et al (2007), les auteurs montrent que 1’enrichissement environnemental permanent
améliore les performances des souris agées (supérieur a 21 mois) et non celle des souris plus
jeunes (agées de 3 mois). Enfin, la force des effets dépend aussi probablement de la durée
quotidienne de I’enrichissement. En effet, Bennet et a/ (2006) ont montré, chez des souris
agées, que seul un enrichissement permanent de 10 semaines était capable d’améliorer les
performances d’apprentissage en piscine de Morris en comparaison a un enrichissement

quotidien de 3 heures par jour durant 10 semaines.

Concernant les souris Rsk2-KO, I’enrichissement a significativement amélioré leurs
performances d’apprentissage. Cependant, ces performances n’atteignent pas celles des souris
WT enrichies. En effet, la courbe de temps d’atteinte de la plateforme diminue chez les
souris Rsk2-KO enrichies, mais avec une cinétique différente de celles des souris WT
enrichies. Nous pouvons émettre [’hypothése selon laquelle 1’enrichissement court est

suffisant pour observer une compensation du déficit d’apprentissage lié¢ a 1’absence de RSK?2.

Concernant la mémoire spatiale, 1’enrichissement améliore significativement les
performances des deux génotypes. Cependant ’analyse approfondie révele que les effets
bénéfiques de I’enrichissement sont plus importants chez les souris WT que chez les
souris Rsk2-KO. En effet, les souris WT enrichies montrent significativement 2 fois plus de
précision dans la recherche de la plateforme que toutes les autres souris, tous groupes

confondus.
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Les effets bénéfiques de 1’enrichissement environnemental ont également été observés
chez le modele murin du syndrome de Down, dont les performances d’apprentissage
s’améliorent dans la piscine de Morris aprés un enrichissement permanent de 7 semaines,
mais seulement chez les femelles et non chez les males (Martinez-Cué et al, 2002). Cependant,
une amélioration des performances en piscine de Morris chez les males est mise en évidence
suite a 7 semaines d’exercice physique volontaire en roue d’activité (Rueda et Tejeda, 2010).
Chez les modéles du syndrome de I’X fragile et du syndrome de Rett, 1’enrichissement a
permis de restaurer également les déficits cognitifs. En effet, chez la souris mod¢le du fragile
X, un enrichissement permanent de 60 jours entraine une restauration du déficit d’exploration
dans I’open field ainsi que du déficit d’exploration d’objets dans la tdche de reconnaissance
d’objets (Restivo ef al, 2005). Concernant le syndrome de Rett, un enrichissement permanent
de 50 jours entraine une restauration des performances d’apprentissage et de mémoire spatiale

dans la piscine de Morris (Lonetti ef al, 2010).

27.2 L’enrichissement améliore les performances de séparation de patterns

En ce qui concerne les effets de I’enrichissement sur la séparation de patterns, nous
avons observé une amélioration des performances des souris Rsk2-KO en séparation 2 et 4,
qui atteignent plus de 50 % des essais réussis en fin d’apprentissage. Cependant, ces
performances ne sont pas significativement différentes de celles des souris Rsk2-KO
standards. Ainsi, D’enrichissement court est capable d’améliorer les performances des
souris Rsk2-KO, cependant, il n’est pas suffisamment efficace pour améliorer les
performances au point de les dissocier de celles des standards. Il pourrait étre intéressant de
prolonger la phase d’apprentissage afin d’utiliser un critére de réussite plus important (par
exemple plus de 75 % d’essais corrects). Si les souris Rsk2-KO sont moins performantes dans
la tdche de séparation de patterns, elles mettront plus de temps a I’atteindre ou ne 1’atteindront

pas, et I’enrichissement pourrait étre associé a un plus fort effet bénéfique.

En conclusion nous avons montré avec ces résultats que la protéine RSK2 joue un role
important dans 1’apprentissage et la mémoire spatiale et qu’un enrichissement
environnemental de courte durée a la capacit¢ de compenser certaines des fonctions

cognitives affectées par 1’absence de la protéine.
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28. Influence de D’apprentissage sur la neurogenese adulte hippocampique des
souris Rsk2-KO

Au vu des résultats comportementaux obtenus, nous nous sommes intéressés aux
éventuels mécanismes d’une part responsables des déficits cognitifs observés et d’autre part
impliqués dans la restauration de ces déficits. Compte tenu du rdle important de la
neurogenese adulte hippocampique dans les processus mnésiques et des déficits
d’apprentissage et de mémoire spatiale chez les souris Rsk2-KO, nous avons cherché a savoir
si la restauration liée a I’enrichissement était associée a une facilitation des processus de

neurogenese adulte hippocampique.

Nous avons montré au cours de cette étude que I’apprentissage dans la tache de la
piscine de Morris diminuait la survie neuronale des neurones agés de 19 a 21 jours chez les
souris Rsk2-KO, par rapport aux souris WT. Cette diminution de la survie n’est pas observée
pour des neurones plus agés, de 31 a 33 jours. La population neuronale sur laquelle ont été
observés les effets de I’apprentissage avait entre 12 et 20 jours au moment de 'apprentissage.
Les effets observés ne sont donc pas surprenants, car a cette période les neurones
nouvellement formés sont dans leur période critique et particulierement sensibles (voir revue
Aasebo et al, 2011). En revanche 1’absence d’effet de I’apprentissage sur une population
neuronale plus agée peut s’expliquer par le fait que les neurones néoformés qui avaient entre
24 et 32 jours, devaient étre plus matures se trouvant en fin de période critique au cours de

I’apprentissage.

Dans la tache de séparation de patterns, a priori moins stressante que la piscine de
Morris, aucun déficit de survie neuronale n’a été observé chez les souris Rsk2-KO par rapport
aux souris WT. C’est pourquoi, I’'une des explications a la diminution de la survie induite par
I’apprentissage en piscine pourrait étre une plus grande susceptibilité au stress des souris
Rsk2-KO. En effet, le test en piscine de Morris est une des taches d’évaluation de
I’apprentissage et de la mémoire spatiale qui peut s’avérer stressante, car elle est basée sur
I’aversion des animaux pour I’eau (Vorhees et al, 2006). Selon certaines études un stress aigu
ou chronique influence négativement la neurogenese adulte hippocampique (pour revue, voir
Schoenfeld et Gould, 2012) et pourrait affecter plus particuliecrement les souris Rsk2-KO.
Cependant, contrairement a nos résultats, une étude d’Ehninger et Kempermann (2006)
montre qu’il n’y a aucune différence de survie des nouveaux neurones entre les souris qui

apprennent dans la piscine de Morris et leurs contrdles nageurs. Cependant, dans cette étude
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les nouvelles cellules observées sont trés jeunes (agées entre 4 et 6 jours) et par conséquent
pas encore dans la période critique. Comme dans cette étude, d’autres auteurs ont également
montré qu’il n’y avait pas de différence de survie neuronale entre des souris qui apprennent
dans la piscine de Morris et leurs contréles nageurs (Van Praag et al, 1999 ; Dupret et al,
2007). L'existence de différence entre les souris qui apprennent et les nageurs peut étre liée a
'age des neurones. En effet, aucune différence n'est observée chez des souris apres
apprentissage par rapport a leur controle nageur pour des neurones agés de 10 jours, en
revanche une plus faible survie neuronale est observée chez les souris nageurs pour les
neurones agés de 39 jours (Trouche ef al, 2009). Ces résultats contradictoires peuvent étre liés
aux différences interespeces (utilisation de rats dans 1’étude de Dupret) et/ou aux protocoles
utilisés au cours des études. En effet, ’age des populations cellulaires marquées différe d’une
¢tude a I’autre, donc le stress agirait sur des cellules a des stades de maturation différents ce
qui peut expliquer son action variable. L hypothése des effets stressants de la tache sur la
survie neuronale de D’apprentissage dans la piscine de Morris est donc étayée par la
diminution de la survie neuronale chez les souris WT aprés la nage en piscine sans plateforme
comparée au niveau de survie chez les souris WT post-apprentissage et par les résultats

obtenus en séparation de patterns.

Afin de vérifier si les souris Rsk2-KO sont plus stressées lors de 1’apprentissage dans la
piscine de Morris, il serait intéressant de corréler les performances lors de 1’apprentissage en
piscine de Morris a des analyses hormonales. L’analyse du taux de corticostérone (hormone
dont ’augmentation est positivement corrélée a [’augmentation de I’anxiété) chez les
souris Rsk2-KO au cours de I’apprentissage donnerait des informations quant au niveau de
stress de ces souris durant la tiche comportementale. Une étude préliminaire, actuellement en
cours au laboratoire, consiste a déterminer les concentrations circulantes en corticostérone
chez les souris Rsk2-KO par rapport aux souris WT a I’état basal et aprés 1 minute de nage

dans la piscine de Morris sans plateforme (figure 41).
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Figure 41. Concentration sanguine en corticostérone de souris WT et Rsk2-KO a I’état basal et aprés 1 minute de
nage dans la piscine de Morris.

Les données préliminaires suggerent qu’a 1’état basal, les concentrations en
corticostérone des souris Rsk2-KO seraient trés faibles par rapport a celles des souris WT.
Elles suggérent également que la nage provoquerait une augmentation importante de la
concentration en corticostérone des souris Rsk2-KO, ce qui n’est pas observé chez les souris
WT. Ces données préliminaires doivent cependant étre confirmées mais semblent suggérer

que la protéine RSK2 pourrait étre impliquée dans la capacité de résistance au stress.

Enfin, afin d’analyser plus finement les effets de I’apprentissage sur la survie neuronale
chez notre modele du SCL, il serait intéressant de suivre plusieurs populations neuronales a
I’aide d’analogues nucléotidiques comme le CldU ou IdU (Dupret ef al, 2007; Thomas et al,
2007). Cela permettrait par exemple d’analyser les effets de I’apprentissage dans la piscine de
Morris sur des neurones d’ages différents chez les mémes souris Rsk2-KO. Cependant,
I’utilisation de ces analogues génére encore quelques difficultés d’analyse de résultats. Il a
notamment ét¢ montré qu’il y avait de la reconnaissance non spécifique par les anticorps
visant ces analogues et aussi que leur utilisation a des concentrations équivalentes n’entrainait

pas un marquage cellulaire équivalent (Leuner et al, 2009).
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29. L’enrichissement augmente la neurogenése adulte hippocampique chez les souris
Rsk2-KO

Nous avons analysé différentes populations neuronales d’ages différents. Nous avons
¢galement analysé la survie neuronale, avant les tAiches comportementales (neurones agés de
10 a 12 jours), apres ’apprentissage dans la piscine de Morris (neurones dgés de 19 a 21 jours
et 31 a 33 jours) et aprés ’apprentissage en séparation de patterns (neurones agés de 24 a 26
jours). Nous avons montré que I’enrichissement augmente la survie neuronale chez les souris
indépendamment de leur génotype comme cela est décrit dans la littérature (kempermann et al,
1997 ; pour revue, voir Van Praag, 2000 ; Bekinschtein et al, 2011). Cette augmentation du
nombre de cellules BrdU" est maintenue aprés ’arrét de 1’enrichissement. Notre protocole
d’enrichissement est suffisamment efficace pour améliorer la survie neuronale, et prolonger
cet effet dans le temps. Ce résultat est intéressant car 1’effet de 1’enrichissement sur la
population de cellules néo-formées ne durait que 10 a 12 jours, ce qui est faible en
comparaison des périodes d’enrichissement souvent utilisées dans la littérature (par exemple,
3h/jour pendant 6 semaines, Rampon et al, 2000). Notre protocole d’enrichissement est
¢galement capable d’accélérer la maturation neuronale en diminuant 1’expression de la DCX
des nouveaux neurones. Cette diminution n’est observée que pour les neurones agés de 19 a
21 jours mais pas pour les plus jeunes. Cela peut s'expliquer par le fait que les neurones agés
de 19 a 21 jours sont plus proches de la fin de la période d’expression de la DCX que des

neurones plus jeunes.

30. L’enrichissement compense la diminution de neurogenése adulte hippocampique
chez les souris Rsk2-KO aprés apprentissage en piscine de Morris

Notre protocole d’enrichissement court empéche la diminution de la survie neuronale
apres apprentissage spatial chez les souris Rsk2-KO en maintenant son taux au niveau de celui
des souris WT. Ce niveau de survie neuronale est également observé chez les souris soumises
a la séparation de patterns. Au vu de ces résultats et de ’amélioration des performances
obtenue suite a ’enrichissement, nous avons cherché a mettre en évidence le lien existant
entre les modifications de la neurogenése adulte hippocampique et les performances
comportementales observées. Pour cela, nous avons tenté¢ de bloquer la neurogenése adulte a

I’aide d’un agent pharmacologique, le TMZ, selon le protocole de Garthe et al (2009). Le but
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¢tant d’évaluer I’implication de neurogenése adulte hippocampique sur les performances des

souris Rsk2-KO et son implication dans les effets bénéfiques de I’enrichissement.

Malencontreusement, au cours d’expériences préliminaires, le protocole n’a pas
fonctionné correctement et nous n’avons observé aucune diminution du nombre de cellules
BrdU". De plus, nous avons obtenu des valeurs de densités de cellules BrdU"™ anormalement
faibles (500-1000 cellules BrdU /mm®) que ce soit chez les animaux contrdles ou les animaux
traités, probablement dus a des problémes de BrdU injectés ou a un stress important des souris
provoquant une chute de la neurogenese adulte (qui pourrait étre liée aux multiples injections
du protocole). Faute de temps, nous n’avons pas pu réitérer I’expérience, mais il est évident
qu’il est nécessaire de mener a bien ce blocage afin de déterminer le role de la neurogenese
adulte hippocampique dans I’amélioration des performances comportementales des souris

Rsk2-KO apres enrichissement.

31. L’absence de RSK2 ne modifie pas I’activation neuronale

Nous avons également au cours de ces travaux tenté de mettre en évidence des défauts
d’activation des neurones néoformés chez les souris Rsk2-KO, suite au test de mémoire
spatiale en piscine. Ces défauts peuvent étre mis en évidence en analysant la co-expression de
marqueurs neuronaux avec I’expression de marqueurs de 1’activation neuronale (Fos, Zif268,
Arc). Selon I’étude de Kee ef al (2007), le pourcentage de nouveaux neurones activés suite au
test de mémoire spatiale est relativement faible (entre 0,5-2,5%). Au cours de cette thése, sur
toutes les souris analysées (n=12), nous n’avons observé qu’une seule cellule triplement
marquée BrdU'/NeuN'/c-Fos" post rappel. La faible proportion de neurones triplement
marqués obtenue lors de ces comptages est probablement due au jeune age des cellules BrdU"
observées. Compte tenu de cette observation, nous avons ¢largi notre analyse a toutes les
cellules activées de la couche granulaire gyrus denté. Ainsi, nous avons comptabilisé toutes
les cellules exprimant le marqueur c-Fos dans la couche granulaire du gyrus denté de
I’hippocampe dorsal dans le but de mettre en évidence une éventuelle différence d’activation
neuronale entre les souris WT et Rsk2-KO. Les données sont pour le moment préliminaires.
L’analyse au niveau du gyrus denté n’a révélé aucune différence entre les deux génotypes, ce
qui est assez surprenant, car la protéine RSK2 est connue pour son implication dans
I’expression de la protéine c-Fos (Hauge et Frodin, 2006). L’une des explications pourrait étre
des compensations par d’autres protéines qui auraient un lien dans les voies de signalisation

permettant 1’activation de c-Fos.
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CONCLUSION

Au cours de cette these, nous avons mis en évidence des déficits cognitifs notamment
dans la fonction de séparation de patterns chez une souris modele de SCL, ce qui n’avait pas
encore ¢té montré. Ces résultats suggerent que parmi les déficits cognitifs observés chez les
patients atteints du SCL, pourraient s'ajouter des troubles de discrimination spatiale
impliquant la fonction de séparation de patterns. Cependant comme pour les autres
performances cognitives, 1’évaluation de cette fonction chez les patients atteints pourrait

s’avérer difficile, car le nombre de cas étudié est rare.

Nous avons également choisi d’analyser les effets de 1’enrichissement sur les
performances cognitives des souris Rsk2-KO en association avec la neurogenese adulte
hippocampique via 1’analyse du nombre de nouvelles cellules générées et de leur maturation.
Au vu de nos résultats, il semblerait que la neurogenese adulte ne soit pas la forme de
plasticité principalement impliquée dans les déficits cognitifs observés chez notre modele de
SCL. Cependant, notre étude s’est limitée a 1’¢tude de la neurogenése adulte dans
I’hippocampe dorsal, car il a été montré qu’il était impliqué dans I’apprentissage spatial
(Moser et Moser, 1998). 1l serait intéressant d’analyser également I’hippocampe ventral qui a
¢té montré comme étant impliqué dans les mécanismes émotionnels et 1’anxiété (Moser et
Moser, 1998). En effet, méme si I'hippocampe ne montre pas clairement de discontinuité, il
s'agit d'une structure montrant des caractéristiques fonctionnelles différentes en fonction de la
zone ¢étudiée. Dans le cadre de la neurogenése adulte notamment, Snyder et al/ (2012) ont
montré que la maturation neuronale était plus lente dans le gyrus denté ventral par rapport au
dorsal. En se basant sur cette étude et notre hypothése selon laquelle notre modele présenterait
une sensibilité particuliére au stress, il est possible d’envisager que le fonctionnement de la
neurogenese adulte dans 1’hippocampe ventral soit différent du gyrus denté dorsal. Il serait
donc intéressant d’étendre les analyses effectuées sur 1’hippocampe dorsal a 1’hippocampe

ventral.

Chez ce modele murin, d’autres pistes restent aussi a explorer. En effet, des analyses
¢lectrophysiologiques et biochimiques ont permis de mettre en évidence un déficit de la
transmission synaptique et de 1’excitabilité dans le gyrus denté. A I’aide de la microscopie
¢lectronique, il a également ét¢ montré que les souris Rsk2-KO présentaient des anomalies des
¢pines dendritiques (Morice et al, 2013). Cette étude effectuée au laboratoire montre

clairement qu’au sein de I"’hippocampe d’autres mécanismes de plasticité sont affectés chez



117

notre modele et pourraient tout aussi bien étre impliqués de fagon synergique dans les déficits

cognitifs du SCL.

Dans les deux taches comportementales utilisées, suite a 1’enrichissement nous avons
observé une amélioration des performances, souvent accompagnée d’une augmentation de la
neurogenese adulte. Ces résultats nous permettent d’avancer I’hypothése selon laquelle 1’une
des voies d’amélioration des performances cognitives des souris Rsk2-KO impliquerait la
neurogenese adulte hippocampique. Sachant que les nouveaux neurones du gyrus denté sont
impliqués dans les fonctions de séparation de patterns, les données montrant que
I’enrichissement améliore les performances en séparation de patterns viennent a I’appui de
cette hypothése. Cependant, il est important de garder a 1’esprit que 1’enrichissement peut
avoir un champ d’action trés large. En effet, il a ét¢é montré que I’enrichissement
environnemental était capable d’agir a différents niveaux, par exemple en modulant
I’arborisation des neurones, I’expression de protéines synaptiques ou encore en modifiant la
sécrétion de certains facteurs de croissance (pour revue, voir Nithianantharajah et Hannan,
2006 ; Pang et Hannan, 2013). Il n’est pas toujours facile d’établir une relation directe entre
I’action de I’enrichissement sur les fonctions cognitives et les modifications de la neurogenese
adulte hippocampique et/ou d’autres mécanismes neurobiologiques qui pourraient expliquer
les effets cognitifs de I’enrichissement. Pour examiner précisément la contribution de la
neurogenese hippocampique aux effets facilitateurs de la mémoire chez les souris Rsk2-KO il

serait nécessaire de bloquer la neurogenése spécifiquement pendant I’enrichissement.

Quelques soient les mécanismes impliqués, 1’enrichissement permet de compenser au
moins en partie les déficits mnésiques et donc présente une voie intéressante pour évaluer

chez les patients les effets de procédures telles que la stimulation cognitive.

Les travaux de cette thése ont porté sur I’é¢tude de modele murin du SCL n'exprimant
pas la protéine RSK2. Chez I’Homme, la protéine est présente sous une forme non
fonctionnelle ou tronquée en fonction des mutations. Malgré cette différence et les éventuels
phénoménes de compensation pouvant avoir lieu, ce modéle nous a permis d’accroitre
certaines connaissances sur le role de la protéine RSK2 et sur son implication dans la
neurogenese hippocampique adulte. Cependant le paralléle avec I’homme est difficile a établir
car chez I’homme la neurogenese adulte hippocampique reste peu étudiée (Eriksson et al,

1998 ; pour revue, Curtis ef al, 2011). Méme s’il existe des preuves de ’existence d’une
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forme de neurogenése adulte hippocampique chez ’homme, peu de choses sont connues sur

son role.

Enfin, ces travaux montrent également que [’enrichissement est un paradigme
intéressant pour améliorer les déficits cognitifs dans la maladie et ce méme s’il est pratiqué
pendant une périoide de temps relativement courte. Ces résultats sont en accord avec ce qui a
¢été observé au niveau des stimulations cognitives chez I’homme. En effet, il a été rapporté
notamment dans le cadre de la maladie d’Alzheimer que lorsque que les patients atteints
passent des périodes de temps en groupes au lieu de rester seuls isolés, ils montrent une
diminution de la détérioration de leurs symptomes ainsi qu’une amélioration dans certains cas
de leurs performances cognitives. Dans le cadre du SCL, nos résultats chez le modele souris
montrent que D’enrichissement environnemental est capable de compenser des déficits
résultant de 1’altération de la protéine RSK2. Il semblerait donc intéressant d’utiliser des
techniques de stimulation cognitive des patients atteints afin de tenter d’améliorer leurs

performances cognitives.
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Abstract

The Coffin-Lowry Syndrome is a rare syndromic form of X-linked intellectual
disability. This syndrome is caused by mutations of the Rsk2 gene that encodes a protein
kinase, RSK2, in the MAPK/ERK signaling pathway. Characterization of the behavioural
phenotype of Rsk2-KO mice mainly showed that they display delayed acquisition and long-
term deficits in a spatial reference memory task, suggesting an alteration in hippocampal
function. Here, we show that Rsk2-KO mice are also deficient in a learning and memory task
that involves dentate gyrus-dependent pattern separation function. Several studies showed the
formation of new neurons in the adult dentate gyrus by neurogenesis is a form of plasticity
that plays a significant role in hippocampal-dependent learning and memory, in particular for
spatial learning and memory and pattern separation. As these functions are altered in Rsk2-
KO mice, we studied hippocampal adult neurogenesis in these mice. No difference in
proliferation, survival and maturation of newborn neurons was found in the dentate gyrus of
the mutant mice in basal conditions, nor after a pattern separation task. However, we found a
deficit in the survival of newborn cells in Rsk2-KO mice submitted to spatial learning and
memory in the Morris water maze task. According to several studies, environmental
enrichment in rodents has beneficial effects on cognitive performance and is associated with
an enhancement of adult hippocampal neurogenesis. Thus, we assessed the potential effect of
environmental enrichment on spatial learning and memory performance and adult
hippocampal neurogenesis in Rsk2-KO mice. Our results show that an environmental
enrichment protocol of 3h per day during 24 days can rescue or ameliorate spatial learning
and memory performance and pattern separation function in Rsk2-KO mice and increase adult
hippocampal neurogenesis.

Résumé

Le syndrome de Coffin Lowry est une forme syndromique rare de déficience
intellectuelle liée au chromosome X. Ce syndrome est dii a des mutations du geéne Rsk2
codant la protéine kinase RSK2 dans la voie de signalisation des MAPK/ERK. La
caractérisation phénotypique du modele murin Rsk2-KO a principalement mis en évidence un
retard d’acquisition ainsi qu’un déficit de mémoire spatiale a long terme, suggérant une
altération des fonctions hippocampiques. Nous avons montré que les souris Rsk2-KO
présentent également des déficits dans une forme d’apprentissage et de mémoire mettant en
jeu la fonction de séparation de patterns dépendante du gyrus denté. Plusieurs études montrent
que la genese de nouveaux neurones dans le gyrus denté chez 1’adulte constitue une forme de
plasticit¢ jouant un rdle important dans I’apprentissage et la mémoire dépendante de
I’hippocampe, en particulier dans les taches spatiales et de séparation de patterns. En raison
des déficits observés chez les souris Rsk2-KO, nous nous sommes intéressés a la neurogenese
adulte chez ce modele murin. Aucune différence de prolifération, de survie ou de maturation
n’a été observée dans le gyrus denté des souris Rsk2-KO a 1’état basal, ni aprés une tache de
séparation de patterns. Cependant, nous avons observé un déficit de survie des nouvelles
cellules chez les souris Rsk2-KO aprés apprentissage dans la piscine de Morris. La littérature
montre que I’enrichissement environnemental a des effets bénéfiques sur les performances
cognitives des rongeurs et est notamment capable d’augmenter la neurogenese adulte
hippocampique. Nous avons donc analysé les effets de I’enrichissement sur les performances
comportementales et la neurogenéese adulte des souris Rsk2-KO. Nos résultats montrent qu’un
protocole d’enrichissement environnemental de 3 heures par jours durant 24 jours est capable
de compenser ou d’améliorer les performances des souris Rsk2-KO dans les taches de
mémoire spatiale et de séparation de patterns et aussi d’augmenter la neurogenese
hippocampique adulte.



