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« La vie n’est facile pour aucun de nous. 

Mais quoi, il faut avoir de la persévérance, et surtout de la confiance en soi. 

Il faut croire que l’on est doué pour quelque chose, 

et que cette chose il faut l’atteindre coûte que coûte. » 

Marie Curie 
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INTRODUCTION	
  

I.	
  Drosophila	
  melanogaster	
  :	
  un	
  modèle	
  pour	
  l’étude	
  de	
  la	
  mémoire	
  	
  

1)	
  Les	
  atouts	
  de	
  la	
  drosophile	
  

La	
  drosophile	
  présente	
  de	
  nombreux	
  atouts	
  qui	
  en	
   font	
  un	
  modèle	
  d’étude	
  de	
  plus	
  en	
  

plus	
  utilisé.	
  Les	
  femelles	
  peuvent	
  produire	
  jusqu’à	
  200	
  œufs,	
  ce	
  qui	
  permet	
  d’élever	
  un	
  

grand	
   nombre	
   d’individus	
   avec	
   un	
   faible	
   coût.	
   Le	
   temps	
   de	
   génération	
   est	
   court	
  :	
   15	
  

jours	
  à	
  25°C	
  et	
  3	
  semaines	
  à	
  18°C.	
  

	
  La	
  drosophile	
  est	
  capable	
  de	
  manifester	
  une	
  grande	
  variété	
  de	
  comportements	
  :	
   les	
  

rythmes	
   circadiens,	
   le	
   sommeil,	
   la	
   parade	
   nuptiale,	
   l’alimentation,	
   l’agressivité,	
   la	
  

navigation	
  en	
  vol,	
  l’apprentissage	
  et	
  la	
  mémoire,	
  par	
  exemple.	
  

Les	
  drosophiles	
  possèdent	
  aussi	
  un	
  système	
  nerveux	
  simplifié	
  (en	
  terme	
  de	
  nombre	
  

de	
   cellules	
   et	
   de	
   structures)	
   en	
   comparaison	
   des	
  modèles	
  mammifères,	
   et	
   présentent	
  

l’avantage	
   non-­‐négligeable	
   de	
   permettre	
   de	
   développer	
   facilement	
   et	
   rapidement	
   des	
  

individus	
  transgéniques	
  grâce	
  à	
  de	
  nombreux	
  outils	
  génétiques.	
  	
  

	
  

	
  

2)	
  Des	
  outils	
  génétiques	
  disponibles	
  et	
  essentiels	
  

a)	
  Les	
  éléments	
  P	
  :	
  un	
  outil	
  génétique	
  indispensable	
  

Pour	
  introduire	
  des	
  séquences	
  d’intérêt	
  dans	
  le	
  génome	
  de	
  la	
  drosophile,	
  les	
  éléments	
  P	
  

non	
  autonomes	
  sont	
  utilisés	
  depuis	
  des	
  années	
  (Spradling	
  and	
  Rubin,	
  1982).	
  L’élément	
  P	
  

défectueux,	
  car	
  n’exprimant	
  pas	
  de	
  transposase,	
  est	
  contenu	
  dans	
  un	
  vecteur	
  possédant	
  

une	
  origine	
  de	
  réplication	
  et	
  un	
  gène	
  de	
  résistance	
  à	
  un	
  antibiotique	
  pour	
  permettre	
  son	
  

amplification	
  dans	
  des	
  bactéries.	
  Le	
  gène	
  d’intérêt	
  est	
  cloné	
  dans	
  ce	
  vecteur	
  puis	
  injecté	
  

avec	
   un	
   plasmide	
   exprimant	
   la	
   transposase	
   P	
   dans	
   des	
   embryons	
   en	
   début	
   de	
  

développement.	
  Les	
  drosophiles	
  de	
  1ère	
  génération	
  sont	
  criblées	
  pour	
   les	
   insertions	
  de	
  

l’élément	
  P	
  grâce	
  à	
  un	
  gène	
  d’intérêt	
  «	
  marqueur	
  »	
  (comme	
  les	
  gènes	
  white,	
  codant	
   les	
  

pigments	
   colorant	
   les	
   yeux,	
   ou	
   yellow,	
   codant	
   les	
   pigments	
   de	
   la	
   cuticule)	
   et	
   les	
  

transformants	
   ayant	
   une	
   insertion	
   dans	
   les	
   cellules	
   germinales	
   sont	
   croisés	
   pour	
  

amplification	
  de	
  la	
  lignée.	
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b)	
  Systèmes	
  de	
  transcription	
  reposant	
  sur	
  les	
  protéines	
  Gal4	
  et	
  Gal80ts	
  

Le	
  système	
  Gal4/UAS,	
   initialement	
  exprimé	
  par	
   la	
   levure,	
  est	
  utilisé	
  chez	
   la	
  drosophile	
  

pour	
  permettre	
  l’expression	
  d’un	
  gène	
  d’intérêt	
  dont	
  la	
  séquence	
  est	
  clonée	
  en	
  aval	
  de	
  la	
  

séquence	
   promotrice	
   reconnue	
   et	
   activée	
   spécifiquement	
   par	
   Gal4	
   (UAS)	
   (Brand	
   and	
  

Perrimon,	
  1993).	
  Pour	
  cela,	
  des	
  drosophiles	
  exprimant	
  le	
  facteur	
  de	
  transcription	
  Gal4	
  

sous	
   le	
   contrôle	
   d’un	
   promoteur	
   spécifique	
   d’un	
   groupe	
   de	
   neurones	
   d’intérêt	
   (lignée	
  

Gal4	
  ou	
  pilote	
  d’expression),	
  sont	
  croisées	
  avec	
  des	
  drosophiles	
  ayant	
  dans	
  leur	
  génome	
  

un	
  gène	
  situé	
  en	
  aval	
  de	
  séquence	
  UAS.	
  Chez	
  la	
  descendance	
  hétérozygote,	
  le	
  facteur	
  de	
  

transcription	
  Gal4	
  se	
  fixe	
  sur	
  l’UAS	
  et	
  active	
  la	
  transcription	
  du	
  transgène	
  (Figure	
  1).	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  1	
  :	
  Le	
  système	
  Gal4/UAS	
  chez	
  la	
  drosophile	
  (Elliott	
  and	
  Brand,	
  1999).	
  

Des	
  drosophiles	
  «	
  pilotes	
  d’expression	
  »,	
  exprimant	
  un	
  Gal4	
  (en	
  rouge)	
  sous	
   le	
  contrôle	
  d’un	
  promoteur	
  

d’expression	
  spécifique	
  d’un	
  ou	
  plusieurs	
   types	
  cellulaires	
   (en	
  rose),	
   sont	
  croisées	
  avec	
  des	
  drosophiles	
  

chez	
  lesquelles	
  un	
  transgène	
  (en	
  vert)	
  sous	
  le	
  contrôle	
  d’une	
  séquence	
  promotrice	
  UAS	
  (en	
  orange)	
  a	
  été	
  

inséré.	
  Chez	
  la	
  descendance,	
  le	
  Gal4	
  est	
  exprimé	
  sous	
  le	
  pattern	
  d’expression	
  spécifique	
  et	
  peut	
  se	
  fixer	
  sur	
  

les	
  séquences	
  UAS	
  pour	
  exprimer	
  le	
  transgène	
  d’intérêt.	
  

	
  

The GAL4 System 81

Fig. 1. (Continued)

enhancers. A large number of lines can be generated and screened for GAL4-
expression pattern to obtain drivers in the tissue of interest. Almost 7000 GAL4
drivers are available and documented online at the GAL4 Enhancer Trap Data
Base (see ref. 24).
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Pour	
   permettre	
   l’induction	
   du	
   transgène,	
   c’est-­‐à-­‐dire	
   son	
   expression	
   à	
   un	
  moment	
  

spécifique,	
  les	
  généticiens	
  ont	
  pris	
  avantage	
  du	
  facteur	
  Gal80	
  de	
  levure.	
  Ce	
  facteur	
  Gal80	
  

permet	
  d’inhiber	
   l’activité	
  de	
  Gal4	
  :	
   il	
   se	
   fixe	
   à	
  Gal4	
   et	
  bloque	
   son	
  activité,	
   empêchant	
  

ainsi	
   l’expression	
  du	
  transgène	
  (Ma	
  and	
  Ptashne,	
  1987).	
   Il	
  existe	
  une	
  version	
  modifiée	
  

de	
  la	
  protéine	
  Gal80	
  qui	
  est	
  thermosensible	
  (Gal80ts).	
  Ainsi	
  à	
  température	
  restrictive	
  de	
  

18°C,	
   Gal80ts	
   est	
   fonctionnel	
   et	
   réprime	
   l’activité	
   de	
   transcription	
   de	
   Gal4.	
   A	
  

température	
  permissive	
  de	
  30°C,	
  Gal80ts	
  est	
  dénaturé,	
  ce	
  qui	
  permet	
  au	
  Gal4	
  d’être	
  actif	
  

et	
  d’activer	
  la	
  transcription	
  du	
  transgène	
  (Figure	
  2, McGuire	
  et	
  al.,	
  2003).	
  

	
  

	
  	
  

Figure	
  2	
  :	
  Le	
  système	
  Gal80ts/Gal4	
  (Elliott	
  and	
  Brand,	
  1999).	
  

A	
   18°C,	
   le	
   facteur	
   de	
   transcription	
   Gal4,	
   exprimé	
   sous	
   un	
   promoteur	
   spécifique,	
   a	
   son	
   activité	
   de	
  

transcription	
   bloquée	
   par	
   la	
   fixation	
   du	
   facteur	
   inhibiteur	
   Gal80	
   modifié	
   pour	
   être	
   thermosensible	
  

(Gal80ts).	
  A	
  partir	
  de	
  29°C,	
   le	
  facteur	
  Gal80ts	
  est	
  dénaturé	
  et	
  ne	
  peut	
  plus	
  se	
  fixer	
  au	
  Gal4,	
  qui	
  peut	
  donc	
  

permettre	
  la	
  transcription	
  du	
  transgène	
  d’intérêt.	
  	
  

	
  

Au	
   laboratoire,	
  nous	
  effectuons	
  3	
   jours	
  d’induction	
  à	
  30°C	
  pour	
  nos	
  expériences	
  de	
  

comportement	
   et	
   dans	
   le	
   cas	
   de	
   test	
   à	
   24	
   h	
   les	
   drosophiles	
   sont	
   placées	
   à	
   nouveau	
   à	
  

30°C	
  entre	
  le	
  conditionnement	
  et	
  le	
  test.	
  

L’utilisation	
   du	
   Gal80ts	
   permet	
   l’induction	
   de	
   transgènes	
   à	
   un	
   temps	
   donné.	
   Cela	
  

permet	
  de	
  s’affranchir	
  du	
  risque	
  d’observer	
  un	
  phénotype	
  qui	
  serait	
  dû	
  à	
  une	
  anomalie	
  

du	
  développement	
  résultant	
  de	
  l’expression	
  du	
  transgène.	
  Il	
  est	
  possible	
  de	
  vérifier	
  que	
  

le	
  phénotype	
  observé	
  est	
  bien	
  dû	
  à	
  l’expression	
  du	
  transgène	
  chez	
  l’adulte	
  en	
  étudiant	
  le	
  

comportement	
  de	
  ces	
  mouches	
  à	
  température	
  restrictive	
  de	
  18°C.	
  Enfin,	
  étant	
  donné	
  que	
  

l’insertion	
  d’un	
  transgène	
  dans	
  le	
  génome	
  de	
  la	
  drosophile	
  peut	
  perturber	
  l’expression	
  

de	
   gènes,	
   l’étude	
   du	
   contrôle	
   génétique	
   +/UAS-­‐transgène	
   permet	
   de	
   vérifier	
   que	
   les	
  

phénotypes	
  observés	
  ne	
  sont	
  pas	
  dus	
  à	
  la	
  perturbation	
  de	
  l’expression	
  d’autres	
  gènes.	
  

The GAL4 System 81

Fig. 1. (Continued)

enhancers. A large number of lines can be generated and screened for GAL4-
expression pattern to obtain drivers in the tissue of interest. Almost 7000 GAL4
drivers are available and documented online at the GAL4 Enhancer Trap Data
Base (see ref. 24).
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c)	
  Les	
  RNA	
  interférents	
  permettent	
  de	
  moduler	
  l’expression	
  de	
  gènes	
  d’intérêt	
  

La	
   technique	
   des	
   RNA	
   interférents	
   (RNAi1)	
   a	
   été	
   décrite	
   dans	
   les	
   années	
   1990	
   et	
  

provient	
  du	
  système	
  utilisé	
  par	
  la	
  plupart	
  des	
  cellules	
  végétales	
  et	
  animales	
  pour	
  réguler	
  

l’expression	
   génétique	
   d’un	
   gène	
   cible	
   (Carthew	
   and	
   Sontheimer,	
   2009)	
   en	
   dégradant	
  

son	
  RNA	
  messager	
  (mRNA).	
  	
  

Les	
  RNA	
  double-­‐brin	
  se	
  trouvant	
  dans	
  le	
  cytoplasme	
  des	
  cellules	
  sont	
  reconnus	
  par	
  la	
  

machinerie	
   Dicer	
   et	
   clivés	
   en	
   fragments	
   de	
   21	
   à	
   23	
   paires	
   de	
   bases	
   ou	
   siRNA	
   (single	
  

interferent	
   RNA).	
   Ces	
   siRNA	
   sont	
   reconnus	
   par	
   le	
   complexe	
   protéique	
   RISC	
   (RNA	
  

Induced	
  Silencing	
  Complex).	
  Les	
  deux	
  brins	
   complémentaires	
  des	
   siRNA	
  se	
  dissocient,	
  

libérant	
   le	
   brin	
   antisens	
   qui	
   peut	
   alors	
   s’hybrider	
   avec	
   le	
   mRNA	
   complémentaire,	
  

induisant	
  ainsi	
  soit	
  sa	
  dégradation,	
  soit	
  un	
  arrêt	
  du	
  processus	
  de	
  traduction	
  (Figure	
  3).	
  

	
  

	
  

Figure	
  3	
  :	
  Modèle	
  des	
  voies	
  Dicer-­1	
  et	
  Dicer-­2	
  chez	
  la	
  drosophile	
  (Leuschner	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

A.	
  Dégradation	
  des	
  mRNA.	
  Dicer-­‐2,	
  une	
  RNAse	
  III-­‐like,	
  est	
  requise	
  pour	
  cliver	
  les	
  longs	
  dsRNA	
  en	
  duplex	
  

de	
  siRNA.	
  Dicer-­‐2	
  et	
  R2D2	
  facilitent	
  l’assemblage	
  d’un	
  complexe	
  multi-­‐protéique	
  «	
  holo-­‐RISC	
  »	
  80S.	
  Après	
  

s’être	
   lié	
   à	
   la	
   séquence	
   complémentaire	
   du	
   RNA	
   cible,	
   RISC	
   clive	
   les	
   mRNA	
   cibles.	
   B.	
   Inhibition	
   de	
   la	
  

traduction.	
  Un	
  complexe	
  protéique	
  consistant	
  en	
  la	
  RNAse	
  III-­‐like	
  Dicer-­‐1,	
  les	
  protéines	
  Loqs	
  et	
  Ago1,	
  peut	
  

convertir	
   les	
  pré-­‐miRNA	
  en	
  épingles	
  à	
  cheveux	
  en	
  duplexes	
  de	
  miRNA	
  d’environ	
  22	
  nucléotides.	
  Ceux-­‐ci	
  

sont	
  placés	
  dans	
  le	
  complexe	
  miRISC,	
  composé	
  d’un	
  seul	
  brin	
  de	
  miRNA	
  lié	
  à	
  Ago1.	
  Ce	
  complexe	
  inhibe	
  la	
  

traduction	
  en	
  se	
  liant	
  aux	
  séquences	
  complémentaires	
  dans	
  la	
  région	
  non-­‐transcrite	
  en	
  3’	
  des	
  mRNA.	
  

                                                
1 Pour des raisons de simplification et de cohérence avec les articles inclus, les abréviations 
utilisées dans ce manuscrit sont en anglais. 

efficiency of Dicer-1 to pre-
miRNAs, thus stabilizing this
interaction. Alternatively, it could
position Dicer-1 in such a way that
allows efficient processing, or
introduce conformational changes
in Dicer-1 leading to an
enhancement of pre-miRNA
cleavage.

In order to assess the in vivo
role of loqs in greater detail,
Förstemann et al. [15] took
advantage of a hypomorphic loqs
mutant. These flies showed
reduced silencing of a miRNA-
controlled transgene as well as
defects in silencing triggered by
long dsRNA. Thus, Loqs is not
only required for efficient miRNA-
mediated silencing, but also
cooperates with Dicer-1 in order
to enhance silencing by siRNAs,
emphasising the idea of a
crosstalk between the Dicer-1 and
Dicer-2 pathways [10,16]

(Figure 1A). Furthermore, the
authors show that loqs plays a
critical role in the maintenance of
germ-line stem cells. While the
two Loqs isoforms interacting with
Dicer-1 are present throughout
the adult fly, they show sex-
specific expression in the gonads.
Mutant female flies are sterile and
lack germ-line stem cells.
Mutations in piwi, a member of
the Argonaute protein family,
result in a similar phenotype [17],
implying that dicer-1 and loqs
might function together with piwi.

With the discovery of loqs, it
now seems a general feature of
RNase III enzymes to cooperate
with dsRBD-proteins in RNA
silencing. This raises a couple of
exciting questions. Both groups
highlight the homology of Loqs
with the human dsRBD protein
HIV TAR RNA binding protein
(TRBP), which binds to a

hairpin-shaped TAR RNA,
implicated in the response to HIV
infection [18]. Moreover, TAR RNA
has recently been suspected to be
a viral pre-miRNA [19]. The
homology between Loqs and
TRBP is especially intriguing, as
there is no clear human homolog
for R2D2. Furthermore, human
Dicer is more closely related to
Drosophila’s Dicer-1. As Dicer-1
and Loqs are required for miRNA-
and siRNA-mediated gene
silencing, and Dicer-1 even shows
weak siRNA-generating activity in
the absence of Loqs, it seems
plausible that human Dicer could
function in a fashion similar to
Dicer-1. Dicer-2 may play a
unique role in Drosophila. Thus,
findings in Drosophila siRISC
biogenesis should be applied
carefully to the human system.

Beyond that, Loqs may be
involved in processing other types
of non-coding RNAs. Further
studies on other binding partners
will certainly help to characterize
its function in greater detail. There
are more than 70 miRNAs known
in Drosophila to date [20], of
which all pre-miRNAs fold into
precursor hairpins which do not
share common sequence motifs.
So how does the Dicer-1–Loqs
complex specifically recognize its
substrates? By now, this question
cannot be answered. Analyses of
the double-stranded stem as well
as the terminal loop structure of
pre-miRNAs will make it possible
to elucidate the precise molecular
mechanism of substrate
recognition.
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Figure 1. Model of the Dicer-1 and Dicer-2 pathways in Drosophila.
(A) The RNase III-like enzyme Dicer-2 (Dcr-2) is needed to process long dsRNAs into
duplex siRNAs. R2D2, a dsRBD protein, helps to sense duplex asymmetry and, together
with Dicer-2, facilitates the assembly of an 80S ‘holo-RISC’ [16], a multi-protein
complex. Both Dicer-1 and Loqs play a role downstream of siRNA production, proba-
bly as components of the putative ‘holo-RISC’ complex. Upon binding to complemen-
tary sequences in target RNAs, RISC cleaves target mRNAs. (B) A protein complex
consisting of the RNase III-like enzyme Dicer-1 (Dcr-1), the dsRBD protein Loqs and
Ago1 is able to convert pre-miRNA hairpins into ~22 nt miRNA duplexes, which are then
loaded into the miRISC, composed of a single stranded miRNA bound to Ago1. This
silencing complex inhibits translation by binding to complementary sequences in the 3′′
untranslated region of cognate messenger RNAs.
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Etant	
  donné	
  qu’un	
  RNAi	
  peut	
  potentiellement	
  se	
  lier	
  à	
  d’autres	
  mRNA,	
  appelés	
  «	
  off-­‐

targets	
  »,	
   que	
   ceux	
   ciblés,	
   lorsque	
   l’expression	
   d’un	
   RNAi	
   provoque	
   un	
   défaut	
   de	
  

mémoire,	
  il	
  est	
  nécessaire	
  d’utiliser	
  une	
  deuxième	
  construction	
  RNAi	
  non	
  chevauchante.	
  

Le	
  fait	
  d’utiliser	
  2	
  RNAi	
  permet	
  de	
  prouver	
  la	
  spécificité	
  du	
  gène	
  cible.	
  

Lorsqu’un	
  RNAi	
  est	
  exprimé,	
  la	
  diminution	
  de	
  l’expression	
  du	
  gène	
  cible	
  est	
  aléatoire	
  :	
  

certains	
  RNAi	
  permettent	
  de	
  peu	
  diminuer	
  la	
  quantité	
  du	
  mRNA	
  cible,	
  alors	
  que	
  d’autres	
  

la	
   réduisent	
   beaucoup.	
   Pour	
   renforcer	
   l’effet	
   d’un	
   RNAi	
   il	
   est	
   possible	
   de	
   prendre	
  

avantage	
  du	
  système	
  RISC	
  en	
  surexprimant	
  le	
  gène	
  Dicer2	
  qui	
  code	
  une	
  RNAse	
  facilitant	
  

l’activation	
  du	
  complexe	
  RISC	
  (Pham	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Cela	
  permet	
  d’augmenter	
   l’efficacité	
  

des	
   RNAi	
   en	
   augmentant	
   le	
   clivage	
   des	
   siRNA	
   et	
   libérant	
   plus	
   rapidement	
   et	
   en	
   plus	
  

grande	
  quantité	
  des	
  RNAi	
  antisens.	
  

Il	
  existe	
  de	
  nombreuses	
  banques	
  de	
  lignées	
  de	
  drosophiles	
  exprimant	
  des	
  transgènes	
  

de	
  type	
  UAS-­‐RNAi	
  pour	
  presque	
  tous	
  les	
  gènes	
  de	
  la	
  drosophile	
  :	
  les	
  banques	
  Transgenic	
  

RNAi	
  Project	
   (TRiP),	
  Vienna	
  Drosophila	
  Resource	
  Center	
   (VDRC),	
  National	
   Institute	
  of	
  

Genetics	
  (NIG)…	
  	
  	
  	
  

	
  

d)	
  Imagerie	
  in	
  vivo	
  :	
  de	
  nombreuses	
  sondes	
  disponibles	
  

Il	
   est	
   possible	
   d’étudier	
   l’activité	
   de	
   certaines	
   structures	
   neuronales	
   de	
   la	
   drosophile	
  

depuis	
  de	
  nombreuses	
  années.	
  Des	
  molécules	
  fluorescentes	
  répondant	
  à	
  différents	
  types	
  

de	
  stimuli	
  (activité	
  calcique,	
  quantité	
  d’une	
  molécule,	
  phosphorylation	
  par	
   	
  une	
  kinase,	
  

etc.)	
  sont	
  utilisées,	
  et	
  la	
  fluorescence	
  émise	
  est	
  analysée	
  pour	
  déterminer	
  l’évolution	
  de	
  

certains	
   paramètres	
   d’activité.	
   Ces	
   différentes	
   sondes	
   permettent	
   de	
   mesurer	
   de	
  

multiples	
  paramètres	
  :	
  

-­‐ des	
  sondes	
  calciques	
  :	
  les	
  sondes	
  GCaMP	
  (Tian	
  et	
  al.,	
  2009)	
  ou	
  EPAC,	
  (Colombo	
  et	
  

al.,	
  2017),	
  

-­‐ des	
   sondes	
   de	
   l’activité	
   de	
   protéine	
   kinase	
  :	
   AKAR	
   pour	
   la	
   PKA	
   (Zhang	
   et	
   al.,	
  

2001)	
  ;	
  EKAR	
  pour	
  la	
  MAPK	
  (Harvey	
  et	
  al.,	
  2008)	
  ;	
  CKAR	
  pour	
  la	
  PKC	
  (Goedhart	
  and	
  

Gadella,	
  2009),	
  	
  

-­‐ des	
  sondes	
  voltage	
  dépendantes	
  :	
  ArcLight	
  (Jin	
  et	
  al.,	
  2012;	
  Han	
  et	
  al.,	
  2013),	
  	
  

-­‐ des	
  sondes	
  pH	
  dépendantes	
  :	
  SpH	
  (Miesenbock	
  et	
  al.,	
  1998),	
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-­‐ des	
   sondes	
   pour	
   certains	
   composés	
   biochimiques	
  :	
   la	
   sonde	
   Pyronic	
   pour	
   le	
  

pyruvate	
  par	
  exemple	
  (San	
  Martín	
  et	
  al.,	
  2014	
  chez	
   les	
  mammifères	
  ;	
  Plaçais	
  et	
  al.,	
  

2017	
  chez	
  la	
  drosophile).	
  	
  

Les	
   plus	
   utilisées	
   sont	
   les	
   sondes	
   de	
   la	
   famille	
   GCaMP	
   qui	
   permettent	
   de	
  mesurer	
  

l’activité	
   calcique	
   des	
   neurones.	
   Selon	
   leur	
   nomination,	
   elles	
   disposent	
   de	
  

caractéristiques	
   distinctes	
   permettant	
   d’étudier	
   des	
   phénomènes	
   différents	
   tant	
   en	
  

temporalité	
  qu’en	
  intensité.	
  

La	
  sonde	
  AKAR,	
  créée	
  en	
  2001	
  par	
  Zhang	
  et	
  al.	
  (2001),	
  a	
  été	
  améliorée	
  4	
  ans	
  plus	
  tard	
  

pour	
   obtenir	
   une	
   augmentation	
   de	
   l’intensité	
   de	
   la	
   réponse	
   et	
   de	
   la	
   sensibilité	
   aux	
  

phosphatases	
  afin	
  de	
  délimiter	
   la	
  dynamique	
  de	
   la	
   réponse	
   (Figure	
  4).	
  Elle	
  permet	
  de	
  

mesurer	
  l’activité	
  de	
  la	
  PKA	
  et	
  donc,	
  indirectement,	
  la	
  quantité	
  de	
  cAMP	
  cytoplasmique,	
  

puisque	
  la	
  PKA	
  est	
  activée	
  par	
  le	
  cAMP.	
  

	
  

	
  

Figure	
  4	
  :	
  Schéma	
  de	
  la	
  sonde	
  PKA	
  AKAR	
  (Zhang	
  et	
  al.,	
  2001).	
  

La	
  sonde	
  est	
  basée	
  sur	
  un	
  domaine	
  de	
  liaison	
  à	
  la	
  phosphosérine/thréonine	
  de	
  la	
  levure	
  (14-­‐3-­‐3τ)	
  et	
  un	
  

domaine	
   optimisé	
   comme	
   substrat	
   de	
   la	
   PKA.	
   Après	
   phosphorylation	
   par	
   la	
   PKA,	
   le	
   domaine	
   substrat	
  

interagit	
   avec	
   la	
   poche	
   de	
   liaison	
   du	
   domaine	
   14-­‐3-­‐3τ,	
   augmentant	
   le	
   FRET	
   (Fluorescence	
   Resonance	
  

Energy	
  Transfert)	
  entre	
  2	
  variants	
  de	
   la	
  GFP	
  :	
   la	
  CFP	
  (ECFP)	
  et	
   la	
  YFP	
  (citrine).	
  Le	
  FRET	
  consiste	
  en	
  un	
  

transfert	
   d’énergie	
   entre	
   deux	
  molécules	
   lorsqu’elles	
   sont	
   proches	
   (le	
   donneur	
   et	
   l’accepteur)	
  :	
   seul	
   le	
  

donneur	
  reçoit	
  de	
  l’énergie	
  et	
  peut	
  donc	
  renvoyer	
  une	
  onde	
  lumineuse	
  ;	
  en	
  se	
  rapprochant	
  de	
  l’accepteur,	
  

le	
  donneur	
  lui	
  transfère	
  son	
  énergie	
  et	
  l’accepteur	
  peut	
  renvoyer	
  sa	
  propre	
  onde	
  lumineuse.	
  

	
  

	
  

3)	
  Conservation	
  entre	
  l’Homme	
  et	
  la	
  Drosophile	
  

a)	
  Conservation	
  au	
  niveau	
  de	
  l’organisation	
  du	
  cerveau	
  	
  

Le	
  cerveau	
  de	
   la	
  drosophile	
  compte	
  environ	
  100	
  000	
  neurones,	
  contre	
  1	
  milliard	
  chez	
  

l’Homme	
  (Ito	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Tanaka	
  et	
  al.,	
  2008),	
  et	
  est	
  très	
  structuré	
  (Figure	
  5).	
  

pression, the chimeric proteins were subcloned into pcDNA3
(Invitrogen) behind a Kozak sequence using the HindIII and EcoRI
sites. The RPP8 fused construct was prepared by inserting two short
fragments at the 3! end of the AKAR1 gene: a 120-nt EcoRI–SalI
fragment encoding residues 333–372 of D-AKAP2 (28), followed
by a 30-nt SalI–XhoI fragment encoding the FLAG tag. The RII!
fused constructs were prepared by ligating the gene for mouse RII!
to the 5! end of the AKAR1 gene, using an incorporated BamHI
site corresponding to a linker of Gly-Ile. For nuclear localization,
the nuclear localization signal PKKKRKVEDA was added to the
C terminus by subcloning.

Protein Expression, in Vitro Spectroscopy, and Phosphorylation Re-
actions. Chimeric proteins were expressed as N-terminal His6 tag
fusions in Escherichia coli and purified by nickel chelate chroma-
tography as described (18).

Recombinant proteins were treated with the catalytic subunit of
PKA (NEB, Beverly, MA; 2.5 units!"l), calmodulin-dependent
protein kinase II (NEB; 5 units!"l), protein kinase C (PKC) #II and
PKC$ (generous gifts from A. Newton, University of California,
San Diego; 3 units!"l), or protein kinase G (PKG; Calbiochem, 4
units!"l) in the corresponding kinase reaction buffer at 25°C. The
fluorescence spectra were measured with an excitation wavelength
of 434 nm before and after adding ATP (typically 200 "M-1 mM)
to the rest of the components. Incorporation of 32P was measured
by incubating different constructs with 7.5 units of PKA catalytic
subunit and 6.5 nM (1.2 "Ci) %-32P ATP (6,000 Ci!mmol, NEN) in
PKA buffer in a total volume of 30 "l at 25°C for 30 min to 12 h.
Reaction aliquots (10 "l) were spotted onto phosphocellulose,
immersed in 0.5% H3PO4, and washed with the same solution three
times for 10 min each before scintillation counting of 32P.

For dephosphorylation assays, the prephosphorylated His6-
tagged reporters were first purified by Ni-NTA agarose to remove
kinase and ATP, then protein phosphatase-1 (New England Bio-
labs) or protein phosphatase-2A (Upstate Biotechnology, Lake
Placid, NY) was added at 25°C.

Cell Culture and Immunoblot Analysis. HeLa, Chinese hamster ovary,
COS-7, and HEK293 cells were plated onto sterilized glass cover-
slips in 2-cm dishes or 10-cm plates and grown to 50–90% conflu-
ency in DMEM supplemented with 10% FBS at 37°C in 6% CO2.
Cells were then transfected with the FuGENE-6 transfection
reagent (Roche Molecular Biochemicals). HeLa cells expressing
the reporter were stimulated with 50 "M forskolin (FsK) for 30 min
at 25°C. The cells were lysed with an ice-cold lysis buffer and the
crude protein samples were concentrated and separated by SDS!
PAGE and transferred onto nitrocellulose membrane, which was
probed with antiphospho-PKA-substrate antibody (New England
Biolabs).

Imaging. After 24- to 72-h incubation at 37°C in culture medium, the
cells were washed twice with Hanks’ balanced salt solution buffer,
maintained in buffer in the dark at room temperature, with addition
of FsK (Calbiochem), isoproterenol (Aldrich), and N6,2!-O-
dibutyryl cAMP (Bt2cAMP) (Calbiochem) as indicated. For inhi-
bition studies of PKA activity, 25 "M H-89 was added to the cells
before FsK stimulation.

For uncaging of cAMP, cells were incubated with 2–200 "M of
a membrane-permeant, photolyzable derivative, 4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzyl cAMP (DMNB-cAMP), then exposed for 5 s to "0.5
W!cm2 of 340–370 nm illumination from the microscope’s xenon
lamp filtered through a 330WB80 filter. This UV exposure was
calculated to uncage #90% of the DMNB-cAMP within the cell.

Cells were imaged on a Zeiss Axiovert microscope with a cooled
charge-coupled device camera (Photometrics, Tucson, AZ), con-
trolled by METAFLUOR 2.75 software (Universal Imaging, West
Chester, PA). Dual-emission ratio imaging used a 440DF20 exci-
tation filter, a 455DRLP dichroic mirror and two emission filters
(480DF30 for ECFP, 535DF25 for citrine) altered by a filter

changer (Lambda 10–2, Sutter Instruments, San Rafael, CA).
Fluorescence images were background-corrected. Exposure time
was 100–1,000 ms, and images were taken every 5–15 s. Measure-
ments of FRET by trypsinolysis in vitro and by acceptor photo-
bleaching in intact cells were performed as described (18).

Results
Developing a AKAR and in Vitro Characterization. In our design,
AKAR is a four-part chimeric protein consisting of CFP, a phos-
phoamino acid binding domain (14–3-3&), a PKA-specific phos-
phorylatable peptide sequence, and YFP (Fig. 1A). 14–3-3 medi-
ates signal transduction by binding to phosphoserine!threonine-
containing proteins (29, 30). Its consensus sequence R(R!K)(F!
R!S!Y)(R!H!K)pS(W!Y!F!L)P (31), where pS denotes
phosphoserine, encompasses a consensus sequence for PKA phos-
phorylation. The C-terminal tail of 14–3-3& was replaced by a
flexible linker and another flexible linker was inserted between the
substrate peptide and YFP. We chose ECFP and citrine as the
FRET donor and acceptor, respectively. Citrine is currently our
preferred YFP for maximum resistance to pH changes, Cl$,
photobleaching, and difficult expression conditions (17).

We generated a number of chimeras among which those con-
taining kemptide (32) or modified kemptide as the substrate
sequences were efficiently phosphorylated by the catalytic subunit
of PKA (data not shown). Phosphorylation increased the citrine
emission at 527 nm at the expense of the ECFP emission bands at
475–500 nm, indicating a substantial increase in FRET between the
two fluorophores (Fig. 2A). Of all of the tested constructs, one
chimera (designated as AKAR1) containing 14–3-3& (1–232),
modified kemptide (LRRASLP), and adjusted linkers (Fig. 1B)
gave the best response to PKA, generating an emission ratio change
of 30% in 5–10 min. The FRET efficiencies were quantified by
using trypsin to separate the ECFP and citrine without destroying
either fluorescent protein (18). Because the emissions of the ECFP
in the intact chimera before and after phosphorylation were,
respectively, 13% and 23% less than that after trypsinolysis of the
linker (Fig. 2A), the corresponding FRET efficiencies were 13%
and 23%. Omission of either PKA or ATP prevented the FRET
change, showing that the response requires PKA phosphorylation
(Fig. 2B).

To test whether the in vitro FRET change was reversible, the
phosphorylated reporter was repurified and treated with phospha-
tases. Protein phosphatase-1 caused FRET to decrease in a time-

Fig. 1. Schematic representation of ratiometric indicator for visualizing protein
phosphorylation (A) and domain structure of AKAR1 (B). The genes for ECFP and
14–3-3 were linked by using a SphI site; the nucleotide sequences corresponding
to the SphI are underlined. The underlined sequences between the substrate
sequence and YFP correspond to a SacI site.

14998 " www.pnas.org!cgi!doi!10.1073!pnas.211566798 Zhang et al.
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Figure	
  5	
  :	
  Schéma	
  du	
  cerveau	
  de	
  la	
  drosophile	
  (Nichols,	
  2006).	
  	
  

Différentes	
  structures	
  clés	
  du	
  cerveau	
  sont	
  représentées.	
  Les	
  Corps	
  Pédonculés	
  (Mushroom	
  Body,	
  MB)	
  qui	
  

sont	
  impliqués	
  dans	
  l’apprentissage	
  et	
  la	
  mémoire	
  ;	
  le	
  corps	
  ellipsoïde	
  (Ellipsoid	
  Body,	
  EB)	
  et	
  le	
  corps	
  en	
  

forme	
   d’éventail	
   (Fan-­‐shaped	
   body)	
   du	
   complexe	
   central	
  ;	
   les	
   lobes	
   antennaires	
   impliqués	
   dans	
  

l’olfaction	
  ;	
  et	
  le	
  ganglion	
  suboesophagial	
  qui	
  permet	
  la	
  médiation	
  des	
  comportements	
  gustatifs.	
  

	
  

Quatre	
   types	
   de	
   cellules	
   gliales,	
   au	
   fonctionnement	
   similaire	
   à	
   celui	
   des	
   cellules	
  

gliales	
  de	
  mammifères,	
  sont	
  aussi	
  présents	
  dans	
   le	
  cerveau	
  de	
  drosophile	
  (pour	
  revue, 

Freeman	
   and	
   Doherty,	
   2006).	
   Les	
   neurones	
   sont	
   regroupés	
   en	
   structures	
   bien	
  

caractérisées,	
  délimitées	
  par	
  des	
  cellules	
  gliales	
  de	
   type	
  «	
  ensheathing	
  glia	
  »	
   similaires	
  

aux	
   oligodendrocytes,	
   et	
   sont	
   entourés	
   par	
   des	
   cellules	
   gliales	
   de	
   type	
   astrocytaire	
  

(astrocyte-­‐like,	
   Freeman,	
   2015)	
   qui	
   ont	
   de	
   nombreuses	
   fonctions	
   communes	
   avec	
   les	
  

astrocytes	
  de	
  mammifères	
  (recyclage	
  des	
  neurotransmetteurs,	
  modulation	
  de	
   l’activité	
  

synaptique	
  par	
  des	
  signaux	
  calciques,	
  etc.).	
  Enfin,	
  le	
  système	
  nerveux	
  est	
  entouré	
  par	
  la	
  

glie	
   de	
   surface	
   (périneurale	
   et	
   sub-­‐périneurale)	
   formant	
   la	
   barrière	
  

hématoencéphalique	
   et	
   par	
   la	
   glie	
   corticale	
   qui	
   délimite	
   les	
   neuropiles	
   des	
   axones	
   et	
  

relie	
   la	
  barrière	
  hématoencéphalique	
  ainsi	
  que	
   les	
   trachées	
  aux	
  neurones,	
   jouant	
  ainsi	
  

un	
  rôle	
  similaire	
  à	
  celui	
  des	
  astrocytes	
  (Figure	
  6).	
  	
  

	
  

In summary, studies of TRP channel function and structural
interactions in model organisms like the fly are highly relevant
to understanding mechanisms of neurotransmission for Gαq/
PLC coupled receptors, synaptic structure and plasticity,
sensory mechanisms, nociception, and hypoxia-induced cell
death, as well as phototransduction. Promising areas for
discovery of novel therapeutics include pain management and
treatment of neurodegeneration associated with stroke and other
traumas resulting from ischemia.

3.4.3. Central brain
“Adult Drosophila can fly, walk, rest, start flight again,

display elaborate courtship behavior, and even flight, but often
they just sit on the lower side of a leaf and appear to do nothing”
(Heisenberg & Wolf, 1984). There are approximately 200,000
neurons in a fly brain that, as in the mammalian brain, form
numerous distinct functional circuits that have been mapped in
great detail (Strausfeld, 1976). These circuits mediate the
fundamental processes of vision, olfaction, locomotion, and
complex behaviors that include circadian, mating, aggression,
learning and memory, feeding, and flight navigation.

The neurotransmitters and molecular mechanisms mediating
these behaviors and activities are highly conserved with higher
organisms, as well as humans. Neurotransmitter systems
include those that use serotonin, dopamine, glutamate,
GABA, acetylcholine, histamine, adenosine, and neurokinins,
utilizing both G-protein coupled receptors and ionotropic
receptor channels. The fly does present certain key differences
as well. For example, the fly contains no adrenergic system. The
corresponding functions in the fly are instead mediated by the
monoamine octopamine. In the next section, a more detailed
look at relevant neurotransmitters systems will be given.

An important region of the fly brain is the protocerebrum.
It contains numerous circuits that mediate various aspects of
higher order behaviors. One significant structure within the
protocerebrum is the mushroom body. Mushroom bodies
mediate olfactory learning and memory processes and are

discreet structures consisting of Kenyon cells whose afferent
tracks are organized into 3 lobes on each side of the brain
(Fig. 6). The circuitry mediating circadian behaviors consists
of a small population of cells mainly located within the
protocerebrum and at the base of the optic lobes. These cells
are defined by their expression of certain clock genes and the
peptide hormone PDF, as discussed later.

The central complex is another important structure of the fly
brain (Fig. 6), which includes the ellipsoid body and fan shaped
body. There is a consensus that these structures mediate aspects
of higher order behaviors including learning, locomotion, and
courtship (Renn et al., 1999). The antenna lobes are in the
anterior region of the brain and consist of glomeruli innervated
by sensory neurons from the antenna (Fig. 6). Output from the
antennal lobes innervates the Kenyon cells of the mushroom
bodies. The structure and function of fly olfactory glomeruli are
similar to the olfactory cells in vertebrates. Neurons within the
suboesophogael ganglia (SOG) mediate gustatory activity.
These SOG neurons are involved in processing sensory input
from taste neurons that are distributed throughout the adult fly,
and mediate feeding behaviors (Stocker, 2004; Amrein &
Thorne, 2005).

In the following section the reader should keep in mind that
when discussing behaviors mediated by the various neuro-
transmitter systems in the fly, conservation between vertebrate
and Drosophila systems indicates that, even if not explicitly
stated, comparable events are likely occurring in the vertebrate
systems.

4. Fly neurotransmitter systems

4.1. Serotonin

The serotonin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) producing
neurons of the adult fly have been mapped using antibodies
against 5-HT. Serotonergic neurons arborize extensively
through large neuropil regions in both the brain and optic
ganglia (Valles & White, 1988). Studies of the functions of 5-
HT systems in the fly have primarily focused upon the role of 5-
HT in embryonic development (Saudou et al., 1992; Colas et al.,
1999a, 1999b). Only recently has postsynaptic 5-HT receptor
circuitry and function been investigated in the adult.

Drosophila express 4 known 5-HT receptor subtypes that
appear to be quite similar to their human orthologs. The 5-
HT1ADro and 5-HT1BDro receptors are both predicted to be
functional orthologs of the mammalian 5-HT1A receptor, which
is coupled to inhibition of adenylate cyclase (Saudou et al.,
1992). The 5-HT2Dro receptor demonstrates significant
sequence similarity as well as ligand binding profiles similar
to the 5-HT2 class of mammalian 5-HT receptors (Colas et al.,
1995). 5-HT7Dro, a functional homologue of the mammalian 5-
HT7 receptor, activates adenylate cyclase (Witz et al., 1990).

The 5-HT1BDro receptor is highly expressed in the mush-
room bodies, regions of the brain involved in learning and
memory, as well as in the optic ganglia (Yuan et al., 2005). Like
its mammalian ortholog, the 5-HT1BDro receptor is expressed
both presynaptically in 5-HT producing neurons, as well as

Fig. 6. Schematic of the adult Drosophila brain. This figure shows a schematic
of specific regions of the adult fly brain with key structures labeled. These are
the mushroom bodies, which are involved in learning and memory; the ellipsoid
body and fan-shaped body of the central complex; the antenna lobes, involved in
olfaction; and the suboesophogael ganglia, which mediates gustatory behaviors
(picture generated at and used with permission from Flybrain.org (http://www.
flybrain.org).

686 C.D. Nichols / Pharmacology & Therapeutics 112 (2006) 677–700
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Figure	
  6	
  :	
  Les	
  différents	
  types	
  de	
  cellules	
  gliales	
  (http://www.gaul-­lab.genzentrum.lmu.de/glial-­

function/).	
  

Les	
   cellules	
   gliales	
   sont	
   indiquées	
   en	
   vert	
   (mCD8-­‐GFP)	
   et	
   les	
   neurones	
   sont	
   indiqués	
   en	
   magenta	
  

(marquage	
  de	
  Bruchpilot,	
  marqueur	
  présynaptique).	
  La	
  glie	
  de	
  surface	
  est	
  sous-­‐divisée	
  en	
  deux	
  catégories	
  

et	
  entoure	
  le	
  système	
  nerveux	
  en	
  formant	
   la	
  barrière	
  hémato-­‐encéphalique.	
  La	
  glie	
  corticale	
  entoure	
  les	
  

différents	
   neuropiles.	
   Les	
   cellules	
   gliales	
   associées	
   aux	
  neuropiles	
   peuvent	
   être	
   divisées	
   en	
   «	
  astrocyte-­‐

like	
  »,	
  ayant	
  des	
  fonctions	
  similaires	
  aux	
  astrocytes	
  des	
  mammifères,	
  et	
  en	
  «	
  ensheating	
  glia	
  »	
  qui	
  ont	
  des	
  

fonctions	
  similaires	
  aux	
  oligodendrocytes.	
  

	
  

De	
   nombreux	
   circuits	
   neuronaux	
   ont	
   été	
   cartographiés	
   et	
   présentent	
   une	
  

organisation	
   similaire	
   à	
   celle	
   observée	
   chez	
   l’Homme	
   (Strauss	
   and	
   Heisenberg,	
   1993;	
  

Stocker,	
  1994;	
  Ito	
  et	
  al.,	
  1998;	
  Tanaka	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Concernant	
   l’olfaction,	
   le	
  signal	
  est	
  

d’abord	
   perçu	
   au	
   niveau	
   des	
   antennes	
   par	
   les	
   récepteurs	
   olfactifs	
   des	
   neurones	
  

sensoriels	
  projetant	
  sur	
   les	
   lobes	
  antennaires.	
  Ces	
   lobes	
  sont	
  organisés	
  en	
  glomérules,	
  

permettant	
   une	
   représentation	
   stéréotypée	
   des	
   odeurs.	
   En	
   effet,	
   tous	
   les	
   neurones	
  

sensoriels	
  exprimant	
  le	
  même	
  récepteur	
  olfactif	
  projettent	
  sur	
  le	
  même	
  glomérule.	
  Des	
  

interneurones	
   locaux	
   permettent	
   de	
   moduler	
   l’information	
   à	
   ce	
   niveau.	
   Le	
   signal	
   est	
  

ensuite	
   relayé	
   par	
   des	
   neurones	
   de	
   projection	
   cholinergiques,	
   via	
   le	
   tractus	
   antenno-­‐

glomérulaire,	
   jusqu’aux	
  calices	
  des	
  Corps	
  Pédonculés	
   (Mushroom	
  Body,	
  MB),	
   le	
   centre	
  

de	
  la	
  mémoire	
  olfactive,	
  et	
  la	
  corne	
  latérale	
  (Lateral	
  Horn)	
  (Figure	
  7).	
  	
  

Chez	
   les	
   mammifères,	
   l’organisation	
   du	
   circuit	
   olfactif	
   est	
   similaire	
  :	
   l’odeur	
   est	
  

perçue	
   au	
   niveau	
   de	
   l’épithélium	
   olfactif	
   par	
   les	
   récepteurs	
   olfactifs	
   des	
   neurones	
  

sensoriels	
   projetant	
   sur	
   le	
   bulbe	
   olfactif.	
   Les	
   informations	
   olfactives	
   sont	
   ensuite	
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transmises	
   par	
   les	
   cellules	
   mitrales	
   au	
   cortex	
   olfactif	
   (pour	
   revue,	
   Imai	
   et	
   al.,	
   2010;	
  

Ramdya	
  and	
  Benton,	
  2010).	
  

	
  

	
     

Figure	
  7	
  :	
  Schéma	
  simplifié	
  de	
  l’organisation	
  anatomique	
  du	
  système	
  olfactif	
  (Davis,	
  2011).	
  	
  

Le	
  signal	
  olfactif	
  est	
  perçu	
  par	
  les	
  neurones	
  sensoriels	
  qui	
  projettent	
  leurs	
  axones	
  (bleu)	
  sur	
  une	
  paire	
  de	
  

glomérules	
  des	
  lobes	
  antennaires	
  (AL).	
  L’information	
  est	
  relayée	
  par	
  les	
  neurones	
  de	
  projection	
  (orange)	
  

à	
   travers	
   le	
   tractus	
  antenno-­‐glomérulaire	
  (ACT),	
  et	
  projettent	
  au	
  niveau	
  de	
   la	
  corne	
   latérale	
  (LH)	
  et	
  des	
  

calices	
  (C)	
  contenant	
  les	
  dendrites	
  des	
  neurones	
  des	
  Mushroom	
  Bodies	
  (MBN,	
  en	
  jaune)	
  dont	
  les	
  axones	
  

forment	
  le	
  pédoncule	
  (p)	
  et	
  se	
  séparent	
  en	
  lobes	
  verticaux	
  (αα’)	
  et	
  horizontaux	
  (ββ’	
  et	
  γ).	
  

	
  

Une	
   carte	
   olfactive	
   stéréotypée	
   est	
   représentée	
   par	
   les	
   connections	
   entre	
   les	
   lobes	
  

antennaires,	
   les	
  neurones	
  de	
  projection	
  et	
  les	
  interneurones	
  (Gao	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Vosshall	
  

et	
  al.,	
  2000).	
  Une	
  stéréotypie	
  similaire	
  peut	
  être	
  retrouvée	
  au	
  niveau	
  des	
  terminaisons	
  

entre	
  les	
  neurones	
  de	
  projection	
  et	
  la	
  corne	
  latérale.	
  Au	
  contraire,	
  les	
  zones	
  de	
  contact	
  

des	
   neurones	
   de	
   projection	
   sur	
   les	
   calices	
   sont	
   aléatoires,	
   sans	
   organisation	
  

fonctionnelle	
  ou	
  anatomique	
  (Marin	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Jefferis	
  et	
  al.,	
  2007;	
  Murthy	
  et	
  al.,	
  2008;	
  

Caron	
  et	
  al.,	
  2013).	
  En	
  effet,	
   la	
  corne	
  latérale	
  exerce	
  une	
  fonction	
  de	
  reconnaissance	
  et	
  

d’évitement/attirance	
   innée	
   des	
   odeurs,	
   reposant	
   sur	
   une	
   carte	
   olfactive	
   stéréotypée	
  

d’un	
   individu	
   à	
   l’autre,	
   alors	
   qu’une	
   représentation	
   aléatoire	
   et	
   éparse	
   des	
   odeurs	
   au	
  

niveau	
   des	
   MB	
   permettrait	
   une	
   meilleure	
   plasticité,	
   favorisant	
   leur	
   fonction	
  

d’apprentissage	
  olfactif.	
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b)	
  Conservation	
  moléculaire	
  	
  

Le	
   génome	
  de	
   la	
   drosophile	
   est	
   constitué	
   de	
   4	
   paires	
   de	
   chromosomes	
  :	
   une	
   paire	
   de	
  

chromosomes	
  sexuels	
   (I	
  ou	
  X)	
  et	
   trois	
  paires	
  d’autosomes	
  (II,	
   III	
  et	
   IV).	
  La	
  4e	
  paire	
  de	
  

chromosomes	
  étant	
  la	
  plus	
  petite	
  et	
  ne	
  contenant	
  que	
  peu	
  d’information	
  comparée	
  aux	
  

autres,	
   est	
   peu	
   utilisée	
   en	
   génétique	
   puisqu’il	
   n’y	
   a	
   pas	
   ou	
   peu	
   d’insertions	
   sur	
   ce	
  

chromosome.	
  Le	
  génome	
  de	
  drosophile	
  a	
  été	
  entièrement	
  séquencé	
  (Adams	
  et	
  al.,	
  2000)	
  

et	
   inclut	
   environ	
   14	
   000	
   gènes	
   codant	
   des	
   protéines.	
   Pour	
   comparaison,	
   l’Homme	
   en	
  

exprime	
  environ	
  22	
  500.	
  	
  

De	
   nombreux	
   mécanismes	
   moléculaires	
   présentent	
   un	
   fort	
   degré	
   de	
   conservation	
  

entre	
   les	
   espèces.	
   Par	
   exemple,	
   plus	
   de	
   60	
  %	
   des	
   gènes	
   humains	
   ont	
   un	
   orthologue	
  

fonctionnel	
  chez	
  la	
  drosophile,	
  principalement	
  pour	
  les	
  processus	
  développementaux	
  et	
  

métaboliques.	
   De	
   plus,	
   la	
   drosophile	
   est	
   un	
   bon	
   modèle	
   pour	
   étudier	
   en	
   détail	
   le	
  

fonctionnement	
   des	
   synapses	
   et	
   la	
   communication	
   synaptique	
  :	
   par	
   exemple,	
   les	
  

synapses	
  de	
  la	
  jonction	
  neuromusculaire	
  de	
  drosophile,	
  qui	
  sont	
  glutamatergiques,	
  sont	
  

utilisées	
  pour	
  modéliser	
   les	
  synapses	
  neuronales	
  glutamatergiques	
  humaines.	
  Enfin	
  de	
  

nombreuses	
   voies	
   de	
   signalisation,	
   comme	
   les	
   voies	
   Notch	
   (Yamamoto	
   et	
   al.,	
   2014),	
  

BDNF	
   (Sutcliffe	
   et	
   al.,	
   2013)	
   ou	
   NFkB	
   (Leulier	
   and	
   Lemaitre,	
   2008),	
   sont	
   conservées	
  

entre	
  la	
  drosophile	
  et	
  l’Homme.	
  

	
  

c)	
  Des	
  outils	
  disponibles	
  pour	
  modéliser	
  les	
  maladies	
  humaines	
  	
  

Il	
  est	
  particulièrement	
  intéressant	
  de	
  remarquer	
  que	
  70	
  %	
  des	
  gènes	
  humains	
  impliqués	
  

dans	
   une	
   pathologie	
   ont	
   un	
   homologue	
   chez	
   la	
   drosophile	
   (Bernards	
   and	
   Hariharan,	
  

2001;	
   Reiter	
   et	
   al.,	
   2001;	
   Bier,	
   2005).	
   Ceci	
   pourrait	
   être	
   expliqué	
   par	
   le	
   fait	
   que	
   les	
  

processus	
   moléculaires	
   ayant	
   cours	
   lors	
   du	
   développement	
   de	
   ces	
   maladies	
   seraient	
  

conservés	
  entre	
  la	
  drosophile	
  et	
  l’Homme.	
  C’est	
  ce	
  fort	
  degré	
  d’homologie	
  qui	
  a	
  permis	
  à	
  

la	
  drosophile	
  de	
  s’ériger	
  comme	
  l’un	
  des	
  animaux	
  utilisés	
  pour	
  modéliser	
  des	
  maladies	
  

humaines	
  et/ou	
  mieux	
  comprendre	
  le	
  rôle	
  physiologique	
  de	
  gènes	
  impliqués.	
  

La	
  drosophile	
  a	
  une	
  durée	
  de	
  vie	
  courte.	
  Par	
  conséquent	
  chez	
  cet	
  organisme,	
  l’étude	
  

des	
   maladies	
   liées	
   au	
   vieillissement	
   est	
   simplifiée	
   et	
   il	
   est	
   possible	
   d’analyser	
   leur	
  

développement.	
  

Enfin,	
   la	
   drosophile	
   permet	
   d’exprimer	
   des	
   gènes	
   humains	
   afin	
   de	
   déterminer	
   leur	
  

rôle	
   physiologique	
   ainsi	
   que	
   d’étudier	
   leurs	
   interactions	
   et	
   le	
   développement	
   de	
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processus	
   pathologiques.	
   Il	
   est	
   possible	
   d’étudier	
   l’impact	
   d’une	
   mutation	
   ou	
   d’une	
  

condition	
   environnementale	
   (température,	
   humidité,	
   etc.)	
   d’un	
   point	
   de	
   vue	
  

comportemental	
   (défaut	
   de	
   mémoire,	
   de	
   vol,	
   de	
   reproduction…),	
   physiologique	
  

(perturbation	
   du	
   métabolisme	
   lipidique	
   ou	
   de	
   voies	
   de	
   signalisation…),	
  

morphologique/développemental	
  (défaut	
  de	
  formation	
  d’un	
  organe	
  ou	
  d’une	
  structure,	
  

apparition	
  de	
  structures	
  surnuméraires…)	
  ou	
  histologique	
  (absence	
  d’un	
  type	
  de	
  cellule,	
  

maintien	
   d’une	
   forme	
   non-­‐mature	
   de	
   cellules…).	
   A	
   partir	
   de	
   ces	
   connaissances,	
   il	
   est	
  

aussi	
   possible	
   d’identifier	
   les	
   voies	
   moléculaires	
   impliquées,	
   et	
   de	
   développer	
   des	
  

stratégies	
  pour	
  sauver	
  les	
  phénotypes	
  observés	
  (Figure	
  8).	
  

	
  

	
  

Figure	
  8	
  :	
  La	
  drosophile	
  comme	
  modèle	
  pour	
  l’étude	
  des	
  maladies	
  humaines	
  (van	
  der	
  Voet	
  et	
  al.,	
  

2014).	
  

Les	
  nombreuses	
  approches	
  disponibles	
  pour	
  étudier	
  des	
  défauts	
  fonctionnels	
  et	
  morphologiques	
  font	
  de	
  

la	
  drosophile	
  un	
  animal	
  modèle	
  parfaitement	
  à	
  même	
  d’améliorer	
  les	
  connaissances	
  fondamentales	
  et	
  de	
  

développer	
  des	
  approches	
  translationnelles.	
  

	
  

	
  

4)	
  La	
  drosophile	
  présente	
  2	
  voies	
  de	
  mémoire	
  olfactive	
  parallèles	
  et	
  antagonistes	
  

Au	
   laboratoire,	
   nous	
   étudions	
   la	
   mémoire	
   olfactive	
   associative	
   à	
   l’aide	
   de	
   deux	
  

protocoles	
  de	
  type	
  Pavlovien:	
  un	
  protocole	
  appétitif	
  et	
  un	
  protocole	
  aversif.	
  Le	
  protocole	
  

appétitif	
  permet	
  d’associer	
  une	
  odeur	
  à	
  une	
  présentation	
  de	
  sucre	
  chez	
  des	
  drosophiles	
  

ayant	
   au	
   préalable	
   été	
   mises	
   à	
   jeuner.	
   Au	
   cours	
   de	
   ma	
   thèse,	
   j’ai	
   utilisé	
   le	
   protocole	
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aversif	
   qui	
   consiste	
   à	
   présenter	
   à	
   des	
   groupes	
   de	
   drosophiles	
   une	
   odeur	
   (stimulus	
  

conditionné,	
   CS+)	
   couplée	
   avec	
   des	
   chocs	
   électriques	
   (stimulus	
   non	
   conditionné,	
   US),	
  

puis	
   une	
   deuxième	
   odeur	
   en	
   l’absence	
   de	
   chocs	
   électriques	
   (CS-­‐)	
   (Figure	
   9A).	
   Nous	
  

utilisons	
  des	
  odeurs	
  aversives	
  pour	
  être	
  certains	
  que	
  si	
  les	
  drosophiles	
  se	
  dirigent	
  vers	
  

une	
  odeur	
  CS-­‐	
   ,	
   cela	
  ne	
  soit	
  pas	
  dû	
  à	
  une	
  attirance	
  par	
  cette	
  odeur,	
  mais	
  bien	
  par	
  une	
  

association	
  entre	
   l’odeur	
  CS+	
  et	
   les	
  chocs	
  électriques,	
  ce	
  qui	
  doit	
  augmenter	
   l’aversion	
  

pour	
  l’odeur	
  CS+.	
  	
  

	
  

	
  
Protocole	
  utilisé Test Phases	
  de	
  mémoire 

1	
  cycle 1	
  min STM	
  +	
  ST-­‐ARM 

1	
  cycle 2-­‐3	
  h MTM	
  +	
  MT-­‐ARM 

5	
  cycles	
  massés 24	
  h LT-­‐ARM 

5	
  cycles	
  espacés 24	
  h LTM	
  

Figure	
  9	
  :	
  Conditionnement	
  olfactif	
  aversif	
  associatif	
  et	
  formes	
  de	
  mémoires	
  associées.	
  	
  

A.	
  Schéma	
  d’un	
  cycle	
  de	
  conditionnement	
  olfactif	
  aversif	
  associatif	
  :	
  les	
  chocs	
  électriques	
  sont	
  couplés	
  à	
  la	
  

1ère	
  odeur	
  ou	
  CS+	
  alors	
  que	
  la	
  2e	
  odeur	
  ou	
  CS-­‐	
  est	
  présentée	
  seule.	
  B.	
  Les	
  différentes	
  formes	
  de	
  mémoire	
  

formées	
  en	
  fonction	
  du	
  protocole	
  utilisé	
  :	
  après	
  un	
  cycle	
  de	
  conditionnement,	
  l’apprentissage	
  composé	
  de	
  

la	
   Short	
   Term	
  Memory	
   (STM)	
   et	
   de	
   ST-­‐Anesthesia	
   Resistant	
  Memory	
   (ST-­‐ARM)	
   peut	
   être	
   observé	
   une	
  

minute	
  après	
  conditionnement,	
  alors	
  que	
  2	
  h	
  après	
  conditionnement	
  on	
  peut	
  distinguer	
   la	
  Middle	
  Term	
  

Memory	
  (MTM)	
  et	
  la	
  MT-­‐ARM.	
  24	
  h	
  après	
  5	
  cycles	
  espacés	
  on	
  peut	
  observer	
  la	
  Long	
  Term	
  Memory	
  (LTM)	
  

et	
  24	
  h	
  après	
  5	
  cycles	
  massés	
  on	
  peut	
  observer	
  la	
  LT-­‐ARM.	
  Les	
  formes	
  de	
  mémoire	
  labiles	
  sont	
  soulignées	
  

et	
  la	
  phase	
  de	
  mémoire	
  dépendante	
  de	
  la	
  synthèse	
  protéique	
  de	
  novo	
  est	
  indiquée	
  en	
  bleu.	
  

	
  

Ce	
   cycle	
   de	
   conditionnement	
   peut	
   être	
   adapté	
   en	
   différents	
   protocoles	
   et	
   la	
  

drosophile	
  peut	
  former	
  différentes	
  phases	
  de	
  mémoire	
  en	
  fonction	
  du	
  protocole	
  utilisé	
  

(Figure	
  9B).	
  	
  	
  

Après	
  un	
  cycle	
  de	
  conditionnement,	
  il	
  est	
  possible	
  d’observer	
  une	
  mémoire	
  composée	
  

d’une	
  composante	
  dite	
  labile,	
  car	
  pouvant	
  être	
  effacée	
  par	
  un	
  choc	
  anesthésiant,	
  et	
  d’une	
  

composante	
  résistante	
  à	
  l’anesthésie	
  par	
  le	
  froid	
  (ARM).	
  Pour	
  distinguer	
  ces	
  2	
  phases	
  de	
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Figure 15 : Schéma du paradigme olfactif appétitif 

Le cycle de conditionnement comporte une première association odeur-
sucre, suivie d’une présentation d’odeur non couplée à un stimulus appétant. 

 

Figure 16 : Test de rappel mnésique 

Pour tester la mémoire d’un groupe de drosophile, on les place au centre 
du T-maze (flèche), à la confluence des deux odeurs utilisées lors du 
conditionnement (odeur SC+ et odeur SC-). Il s’agit donc d’un test discriminatif, 
puisque les drosophiles choisisse une odeur relativement à l’autre. 

Dans le cadre du protocole olfactif associatif aversif, développé il y a bien plus 

longtemps (Quinn et al., 1974), le stimulus inconditionnel est une succession de décharges 

électriques. L’odeur SC+ deviendra donc prédictive d’un stimulus aversif et les drosophiles 

chercheront à l’éviter, si tant est qu’elles se souviennent de ce qu’elles ont appris. 

Similairement à l’appétitif, le test de rappel offre le choix aux drosophiles entre deux 

compartiments chargés des deux odeurs utilisées pendant le conditionnement. 

 

Figure 17 : Schéma du paradigme olfactif aversif 

Le cycle de conditionnement comporte une première étape où une odeur est 
associée à des chocs électriques : elle devient le stimulus conditionné (SC+). Par 
la suite, une seconde odeur (SC-) est présentée sans punition. 
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mémoire,	
   les	
  drosophiles	
   sont	
   soumises	
   à	
  un	
   choc	
  par	
   le	
   froid	
  qui	
  permet	
  d’effacer	
   la	
  

composante	
  labile,	
  ne	
  laissant	
  subsister	
  que	
  la	
  ARM.	
  Après	
  un	
  cycle	
  de	
  conditionnement,	
  

on	
  peut	
  donc	
  différencier	
  à	
  1	
  min	
  la	
  Short-­‐Term	
  Memory	
  (STM)	
  labile	
  et	
  la	
  ST-­‐ARM,	
  et	
  à	
  

2	
  h	
  la	
  Middle-­‐Term	
  Memory	
  (MTM)	
  labile	
  et	
  la	
  MT-­‐ARM	
  (Figure	
  9B).	
  	
  

Il	
   existe	
  aussi	
  deux	
   formes	
  de	
  mémoire	
  dites	
  consolidées,	
   car	
  observées	
  24	
  h	
  après	
  

conditionnement,	
  la	
  LTM	
  (Long-­‐Term	
  Memory)	
  et	
  la	
  LT-­‐ARM,	
  qu’il	
  est	
  possible	
  d’étudier	
  

distinctement	
  grâce	
  à	
  deux	
  protocoles	
  différents	
  :	
  5	
  cycles	
  espacés	
  par	
  15	
  min	
  de	
  repos	
  

permettent	
  de	
  former	
  spécifiquement	
   la	
  LTM	
  alors	
  que	
  5	
  cycles	
  massés	
  permettent	
  de	
  

former	
  spécifiquement	
  la	
  LT-­‐ARM	
  (Figure	
  9B).	
  	
  

Il	
   a	
   pu	
   être	
  démontré	
  que	
   ces	
  différentes	
   formes	
  de	
  mémoire	
   se	
  présentent	
   sous	
  2	
  

voies	
  parallèles	
  et	
  antagonistes,	
   la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  inhibant	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LT-­‐

ARM	
  et	
  vice-­‐versa	
  (pour	
  revue,	
  McGuire	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Isabel	
  and	
  Preat,	
  2008;	
  Busto	
  et	
  al.,	
  

2010)	
  (Figure	
  10).	
  

	
  

Figure	
  10	
  :	
  Modèle	
  des	
  formes	
  de	
  mémoire	
  parallèles	
  (d’après	
  McGuire	
  et	
  al.,	
  2005).	
  	
  

La	
  voie	
  1	
  dépend	
  du	
  gène	
  rutabaga	
  pour	
  l’apprentissage	
  initial,	
  du	
  gène	
  amnesiac	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  

MTM,	
  et	
  finalement	
  des	
  gènes	
  CREB,	
  tequila	
  et	
  crammer	
  pour	
  la	
  consolidation	
  de	
  la	
  MTM	
  en	
  LTM.	
  La	
  voie	
  

2	
  dépend	
  des	
  gènes	
  radish	
  et	
  dunce	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  ARM.	
  La	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  inhibe	
  celle	
  de	
  la	
  

LT-­‐ARM	
  et	
  vice-­‐versa.	
  

	
  

La	
   voie	
   de	
   mémoire	
   1	
   repose	
   principalement	
   sur	
   le	
   cAMP	
   et	
   le	
   gène	
   de	
   mémoire	
  

historique	
  rutabaga	
  (rut)	
  pour	
  la	
  STM,	
  le	
  gène	
  amnesiac	
  (amn)	
  pour	
  la	
  MTM,	
  ainsi	
  que	
  le	
  

facteur	
   de	
   transcription	
   CREB	
   pour	
   la	
   LTM	
   (Figure	
   10)	
   qui	
   dépend	
   de	
   la	
   synthèse	
  

protéique	
  de	
  novo	
  (Tully	
  et	
  al.,	
  1994).	
  

La	
  voie	
  2	
  est	
  indépendante	
  de	
  la	
  voie	
  rutabaga.	
  Elle	
  repose	
  sur	
  les	
  gènes	
  historiques	
  

radish	
  (rsh),	
  codant	
  une	
  protéine	
  dont	
  la	
  fonction	
  exacte	
  n’est	
  pas	
  encore	
  connue	
  mais	
  

possédant	
   des	
   séquences	
   phosphorylables	
   par	
   la	
   PKA,	
   et	
   la	
   phosphodiestérase	
   dunce	
  

(dnc)	
  (Figure	
  10).	
  Au	
  départ,	
  la	
  ARM	
  a	
  été	
  décrite	
  comme	
  une	
  forme	
  de	
  mémoire	
  à	
  long-­‐

terme	
  observée	
  24	
  h	
  après	
  5	
  cycles	
  massés.	
  Il	
  a	
  ensuite	
  été	
  montré	
  que	
  la	
  ARM	
  est	
  aussi	
  

Appren&ssage*1 * * * *STM* * * * *MTM * * * *LTM*
*
*
*
Appren&ssage*2 * ****************ST1ARM * * *******MT1ARM * * *******LT1ARM*

rutabaga* amnesiac*

CREB*
tequila*
crammer*

radish*dunce*
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présente	
   après	
   un	
   1	
   cycle	
   de	
   conditionnement,	
   mais	
   ne	
   peut	
   être	
   révélée	
   qu’après	
  

effacement	
  de	
   la	
  MTM.	
   Il	
   a	
   enfin	
   été	
  montré	
  que	
   la	
  mémoire	
   à	
   court-­‐terme	
  présentait	
  

aussi	
  une	
  composante	
  ARM,	
  la	
  ST-­‐ARM	
  (Knapek	
  et	
  al.,	
  2011).	
  

Au	
  cours	
  de	
  ma	
  thèse,	
  je	
  me	
  suis	
  concentrée	
  sur	
  l’étude	
  de	
  gènes	
  qui	
  se	
  sont	
  révélés	
  

être	
   requis	
   dans	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   voie	
   de	
   mémoire	
   1.	
   La	
   fonction	
   des	
   gènes	
  

spécifiquement	
  impliqués	
  dans	
  la	
  voie	
  cAMP	
  et	
  la	
  voie	
  de	
  mémoire	
  1	
  sera	
  détaillée	
  dans	
  

la	
  partie	
  I.	
  6.	
  	
  

	
  

	
  

5)	
  Les	
  circuits	
  neuronaux	
  impliqués	
  dans	
  la	
  voie	
  labile	
  de	
  mémoire	
  

La	
  structure	
  du	
  circuit	
  neuronal	
  permettant	
  de	
   former	
   la	
  voie	
  1	
  de	
  mémoire	
  n’est	
  pas	
  

encore	
   entièrement	
   appréhendée.	
   Au	
   fur	
   et	
   à	
  mesure	
   des	
   recherches,	
   l’implication	
   de	
  

certains	
  neurones	
  ou	
  structures	
  a	
  pu	
  être	
  démontrée	
  mais	
  l’image	
  que	
  nous	
  avons	
  de	
  ce	
  

circuit	
   est	
   encore	
   incomplète.	
   Je	
   vais	
   présenter	
   ici,	
   de	
   façon	
  non	
   exhaustive,	
   certaines	
  

structures	
  formant	
  un	
  circuit	
  nécessaire	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  cette	
  voie	
  de	
  mémoire	
  :	
  les	
  

Mushroom	
   Body,	
   les	
   neurones	
   Dorsal	
   Paired	
   Medial	
   et	
   les	
   neurones	
   Anterior	
   Paired	
  

Lateral.	
  

	
  

a)	
  Les	
  Corps	
  Pédonculés	
  (Mushroom	
  Body,	
  MB),	
  centre	
  de	
  la	
  mémoire	
  olfactive	
  

Les	
   MB	
   sont	
   une	
   structure	
   bilatérale	
   composée	
   de	
   4	
   000	
   neurones,	
   les	
   cellules	
   de	
  

Kenyon,	
   dont	
   les	
   axones	
   projettent	
   en	
   un	
   pédoncule	
   puis	
   se	
   séparent	
   pour	
   former	
   5	
  

lobes.	
  Les	
  neurones	
  α/β	
  et	
  α’/β’	
  projettent	
   leurs	
  axones	
  qui	
   se	
  divisent	
  en	
  2	
  branches	
  

chaque	
  :	
  deux	
  verticales	
  formant	
  les	
  lobes	
  α	
  et	
  α’	
  et	
  deux	
  horizontales	
  formant	
  les	
  lobes	
  

β	
   et	
   β’.	
   Les	
   axones	
   des	
   neurones	
   γ	
   ne	
   bifurquent	
   pas	
   et	
   forment	
   une	
   branche	
   unique	
  

horizontale	
  (lobe	
  γ)	
  (Figure	
  11).	
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Figure	
  11	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  des	
  Mushroom	
  Body	
  et	
  de	
  leurs	
  afférences	
  olfactives	
  

(Dubnau	
  and	
  Chiang,	
  2013).	
  	
  

Les	
  neurones	
  sensoriels	
  olfactifs	
  projettent	
  sur	
  les	
  lobes	
  antennaires	
  (LA)	
  d’où	
  les	
  neurones	
  de	
  projection,	
  

en	
  vert,	
  projettent	
  via	
  les	
  tractus	
  antenno-­‐cérébraux	
  et	
  connectent	
  les	
  dendrites	
  des	
  MB	
  localisés	
  dans	
  les	
  

calices,	
   et	
   également	
   la	
   corne	
   latérale	
   (Lateral	
   Horn,	
   LH).	
   Chaque	
   MB	
   est	
   composé	
   d’environ	
   2	
   000	
  

neurones	
   appelés	
   cellules	
   de	
   Kenyon,	
   répartis	
   en	
   trois	
   types	
   (α/β	
   en	
  magenta,	
   α’/β’	
   en	
   orange	
   et	
   γ	
   en	
  

bleu)	
  qui	
  projettent	
  dans	
  5	
  lobes.	
  

	
  

Les	
  MB	
  sont	
  considérés	
  comme	
  le	
  centre	
  de	
  la	
  mémoire	
  olfactive	
  de	
  la	
  drosophile	
  :	
  en	
  

effet,	
   cette	
   structure	
   est	
   nécessaire	
   pour	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   mémoire	
   (de	
   Belle	
   and	
  

Heisenberg,	
   1994)	
   et	
   chaque	
   type	
   cellulaire	
   est	
   spécifiquement	
   impliqué	
   dans	
   des	
  

phases	
  de	
  mémoire	
  particulières	
  (Bouzaiane	
  et	
  al.,	
  2015).	
  Les	
  neurones	
  γ	
  sont	
  impliqués	
  

dans	
  la	
  STM	
  et	
  la	
  MT-­‐ARM.	
  Les	
  neurones	
  α	
  et	
  β	
  sont	
  impliqués	
  dans	
  la	
  ST-­‐ARM,	
  la	
  MTM	
  

et	
  dans	
  la	
  LTM.	
  Les	
  neurones	
  α’	
  et	
  β’	
  sont	
  impliqués	
  dans	
  la	
  LT-­‐ARM.	
  	
  

Le	
   ou	
   les	
   neurotransmetteur(s)	
   des	
   MB	
   ont	
   été	
   longtemps	
   une	
   énigme	
   pour	
   le	
  

domaine.	
  En	
  2016,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  certaines	
  synapses	
  nécessaires	
  à	
  la	
  formation	
  de	
  

la	
  mémoire	
  olfactive	
  étaient	
  cholinergiques	
  (Barnstedt	
  et	
  al.,	
  2016).	
  L’existence	
  d’autres	
  

neurotransmetteurs	
  exprimés	
  par	
  les	
  MB	
  n’est	
  pas	
  encore	
  confirmée.	
  

	
  	
  

b)	
  Les	
  neurones	
  Dorsal	
  Paired	
  Medial	
  	
  

Les	
  neurones	
  Dorsal	
  Paired	
  Medial	
  (DPM)	
  sont	
  une	
  paire	
  de	
  neurones	
  projetant	
  sur	
  les	
  

lobes	
  des	
  MB	
  :	
  le	
  corps	
  cellulaire	
  envoie	
  un	
  neurite	
  en	
  direction	
  antérieure	
  et	
  dorsale.	
  Ce	
  

neurite	
  fait	
  une	
  boucle	
  et	
  se	
  sépare,	
  une	
  branche	
  allant	
  vers	
  la	
  partie	
  médiale	
  des	
  lobes	
  

Introduction 
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Figure 29 : Représentation schématique des Corps Pédonculés et de leurs afférences 

olfactives 

Les neurones sensoriels olfactifs projettent sur les lobes antennaires (LA). 
De là, les neurones de projection (en vert) projettent via les tractus antenno-
cérébral et connectent les dendrites des CP localisés dans les calices, et 
également la corne latérale (LH, Lateral Horn). Chaque CP est composé 
d’environ 2000 neurones appelés Cellules de Kenyon. Trois types de Cellules de 
Kenyon projettent dans cinq lobes α/β, α’/β’, et γ (Dubnau and Chiang, 2013).  

A l’extrémité antérieure du pédoncule, les axones des neurones α/β se séparent et 

forment deux branches de façon verticale et médiale, formant respectivement les lobes α et β. 

Il en est de même pour les neurones α’/β’, dont les axones forment les lobes α’ et β’ 

(Crittenden et al., 1998). Par contre, les neurones γ ont chez l’adulte des projections axonales 

uniquement médiales qui constituent le lobe γ. Récemment la population des neurones α/β a 

été divisée en trois sous-classes, selon des critères anatomiques et développementaux. Ainsi, 

on distingue les neurones au centre des lobes α/β formant le ‘coeur’ (environ 400 neurones 

α/βc), les neurones postérieurs (environ 90 neurones α/βp) qui ne sont pas reliés directement 

aux LA, et les neurones α/β de surface (environ 500 neurones α/βs) (Aso et al., 2014a).  

L’importance des CP dans les processus d’apprentissage associatif appétitif avait 

d’abord été démontrée chez l’abeille par des expériences d’anesthésie des CP (Erber et al. 

1980). Chez la drosophile leur implication dans la mémoire associative aversive a été 

démontrée plus tard via l’utilisation de mutants générant des anomalies structurales des CP 



 27 

horizontaux	
   alors	
   que	
   l’autre	
   branche	
   se	
   sépare	
   à	
   nouveau	
   en	
   direction	
   de	
   la	
   partie	
  

dorsale	
  et	
  de	
  la	
  partie	
  ventrale	
  des	
  lobes	
  verticaux	
  (Figure	
  12).	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  12	
  :	
  Image	
  de	
  projection	
  (à	
  gauche)	
  et	
  schéma	
  représentatif	
  (à	
  droite	
  en	
  rouge)	
  du	
  soma	
  et	
  

des	
  projections	
  d’un	
  neurone	
  DPM	
  sur	
  les	
  MB	
  (dont	
  le	
  contours	
  est	
  indiqué	
  en	
  bleu)	
  (Yu	
  et	
  al.,	
  

2005).	
  	
  

	
  

Les	
  neurones	
  DPM	
  ont	
  été	
  impliqués	
  dans	
  la	
  MTM	
  et	
  la	
  LTM	
  (Waddell	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Yu	
  

et	
  al.,	
  2006;	
  Lee	
  et	
  al.,	
  2011)	
  ainsi	
  que	
  dans	
  la	
  MT-­‐ARM	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

Ces	
   deux	
   fonctions	
   peuvent	
   s’expliquer	
   par	
   la	
   différence	
   des	
   produits	
   sécrétés	
  :	
   le	
  

neuropeptide	
  amnesiac	
  (amn,	
  voir	
  I.6.c),	
   impliqué	
  dans	
  les	
  formes	
  de	
  mémoires	
  labiles	
  

et	
   agissant	
   sur	
   les	
   neurones	
   α/β,	
   et	
   la	
   sérotonine	
   (5HT),	
   impliquée	
   dans	
   la	
   ARM	
   et	
  

agissant	
  sur	
  les	
  neurones	
  α’/β’.	
  En	
  effet,	
   les	
  neurites	
  des	
  DPM	
  entourent	
  tous	
  les	
  lobes	
  

des	
   MB	
   et	
   sont	
   particulièrement	
   présents	
   au	
   niveau	
   des	
   lobes	
   α’/β’.	
   De	
   plus,	
   il	
   est	
  

possible	
  qu’il	
  y	
  ait	
  des	
  répartitions	
  différentes	
  des	
  récepteurs	
  à	
   la	
  5HT	
  au	
  niveau	
  de	
  la	
  

membrane	
  des	
  lobes,	
  ainsi	
  que	
  du	
  récepteur	
  d’AMN.	
  

De	
  façon	
  intéressante,	
  il	
  a	
  été	
  proposé	
  que	
  les	
  DPM	
  et	
  les	
  MB	
  forment	
  une	
  boucle	
  de	
  

rétroaction	
   positive	
   permettant	
   de	
   maintenir	
   le	
   niveau	
   d’activité	
   intraneuronale	
  

nécessaire	
   à	
   la	
   MTM.	
   Les	
   MB	
   activeraient	
   les	
   neurones	
   DPM	
   qui	
   en	
   retour	
  

prolongeraient	
  l’activation	
  des	
  MB	
  via	
  la	
  sécrétion	
  d’AMN	
  (Keene	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Pitman	
  et	
  

al.,	
  2011).	
  	
  

Plus	
   récemment,	
   Haynes	
   et	
   collègues	
   (2015)	
   ont	
   étonnamment	
   observé	
   que	
   les	
  

neurones	
  DPM	
  seraient	
  inhibiteurs	
  et	
  non	
  excitateurs	
  :	
  ils	
  sécréteraient	
  de	
  la	
  5HT	
  (rôle	
  

inhibiteur	
  via	
  ses	
  récepteurs	
  5HT-­‐2AR)	
  et	
  du	
  GABA.	
  Ainsi	
  l’activation	
  des	
  DPM	
  aurait	
  un	
  

rôle	
  inhibiteur	
  sur	
  les	
  neurones	
  α’/β’.	
  

	
  

one of these being the projection neurons. The projection
neurons then convey the olfactory information along their ax-
ons in the antennal cerebral tract to at least two higher brain
centers, the mushroom bodies and the lateral horn. A large
body of evidence has accumulated indicating the impor-
tance of themushroom bodies for olfactory learning (Waddell
and Quinn, 2001; Davis, 2004, 2005). Thus, odors are repre-
sented first in the olfactory nervous system by the activation
of overlapping sets of ORNs; second by the activation of
overlapping sets of projection neurons (Gao et al., 2000;
Hildebrand and Shepherd, 1997; Vosshall et al., 2000; Ng
et al., 2002; Wang et al., 2003; Yu et al., 2004; Wilson
et al., 2004), and third by the activation of mushroom body
and lateral horn neurons (Marin et al., 2002; Wong et al.,
2002; Perez-Orive et al., 2002; Wang et al., 2004).
We recently reported the discovery of an olfactory memory

trace that forms in the projection neurons after olfactory clas-
sical conditioning (Yu et al., 2004). Synaptic release of neu-
rotransmitter from presynaptic specializations of projection
neurons in the antennal lobe was monitored optically using
the transgenically supplied indicator of synaptic transmis-
sion, synapto-pHluorin (spH; Ng et al., 2002). The memory
trace was detected in this case by a rapid but short-lived re-
cruitment of new synaptic activity into the representation of
the learned odor. More specifically, distinct odors stimulate
distinct sets of projection neurons in naive animals. Within
3 min after conditioning, additional sets of projection neu-
rons become activated by the learned odor. This recruitment
is odor specific; different odors recruit different sets of pro-
jection neurons into the representation of the learned odor.
The recruitment of new sets of projection neuron synapses
into the representation of the learned odor, however, is short
lived, lasting only 5 min before the synaptic release from the
recruited sets of projection neurons decays to the undetect-
able levels observed prior to conditioning. The short-lived
memory trace of projection neurons, although potentially im-
portant for guiding behavior for a few minutes after condi-
tioning, cannot account for the time course for behavioral
memory, which can last for days. Thus, memory traces in
other areas of the nervous system must provide for the per-
sistence of behavioral memory.
The dorsal paired medial (DPM) neurons are large neurons

that express neuropeptides encoded by the amnesiac (amn)
gene and are critical for normal memory (Waddell et al.,
2000). The encoded neuropeptides are related to pituitary
adenylyl cyclase-activating peptide (PACAP; Feany and
Quinn, 1995; Moore et al., 1998). The DPM neurons have

Figure 1. DPM Neurons Extend a Single Neurite that
Branches to Innervate the Mushroom Body Lobes
(A) Cartoon illustrating the major components of the Drosophila olfactory

nervous system in one hemisphere of the brain. Olfactory receptor neu-

rons (ORNs) on the antennae send processes through the antennal nerve

(AN) and synapse in glomeruli (diffuse green balls) of the antennal lobe

(AL). Projection neurons receive inputs from the ORNs and send axons

through the antennal cerebral tract (ACT) to the calyx (C) of the mushroom

bodies and the lateral horn (LH). Each mushroom body (MB) neuron ex-

tends its dendrites into the calyx and one axon through a peduncle (P) to-

ward the anterior face of the brain. Mushroom body axons branch into

vertically and horizontally oriented neuropil regions known as lobes. The

vertical lobes consist of the a and the a0 lobes. The horizontal lobes con-

sist of the b, b0, and g lobes. One a/b mushroom body neuron is high-

lighted (black) with a cell body dorsal to the calyx and axon collaterals

in the a and b lobes. DPM neurons extend a single neurite that branches

to broadly innervate the vertical and horizontal lobes of the mushroom

bodies, presumably making synaptic contact on the mushroom body ax-

ons or axon terminals. Functional images from living flies were collected

from a dorsal and frontal perspective of the fly.

(B) Projection image (left) and its mirror-image cartoon (right) of a confocal

stack of a DPM neuron labeled by driving UAS-mCD8-GFP with c316-

GAL4 and stainingwith anti-mCD8 antibodies. The viewpoint is from a po-

sition posterior to the fly head and looking in an anterior direction. The

DPM neuron cell body (red) extends a process in an anterior and dorsal

direction. The process loops and then splits into a branch that has a tra-

jectory toward the medial tips of the horizontal lobes and a branch that

extends toward the dorsal part of the vertical lobes. The latter branch

splits again, extending a collateral toward the ventral part of the vertical

lobes. The DPM neurites broadly innervate (left) both the horizontal and

vertical lobes of the mushroom bodies. Other fluorescent fibers observed

in the left panel and not shown in the cartoon are from other neurons in the

brain in which c316-GAL4 is expressed.

946 Cell 123, 945–957, December 2, 2005 ª2005 Elsevier Inc.
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c)	
  Lien	
  entre	
  les	
  neurones	
  Anterior	
  Paired	
  Lateral	
  et	
  DPM	
  :	
  une	
  interaction	
  

permettant	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  mémoire	
  labile	
  

Les	
  neurones	
  Anterior	
  Paired	
  Lateral	
  (APL)	
  sont	
  impliqués	
  dans	
  la	
  MT-­‐ARM	
  (Wu	
  et	
  al.,	
  

2013)	
   en	
   sécrétant	
   de	
   l’octopamine	
   vers	
   les	
   neurones	
   α’/β’.	
   Cette	
   implication	
   est	
  

additive	
  à	
  l’effet	
  de	
  la	
  5HT	
  produite	
  par	
  les	
  neurones	
  DPM	
  sur	
  ces	
  mêmes	
  neurones	
  des	
  

MB.	
  	
  

Il	
   est	
   particulièrement	
   intéressant	
   de	
   voir	
   qu’une	
   communication	
   cellulaire	
   a	
   été	
  

décrite	
   entre	
   les	
   neurones	
   APL	
   et	
   DPM	
   par	
   Wu	
   et	
   collègues	
   (2011,	
   Figure	
   13)	
  :	
   les	
  

neurites	
  de	
  ces	
  neurones	
  communiquent	
  au	
  niveau	
  des	
  neurones	
  α’/β’	
  via	
  des	
  jonctions	
  

gap	
  permettant	
  ainsi	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM.	
  

	
  

	
  

Figure	
  13	
  :	
  Modélisation	
  3D	
  des	
  neurones	
  APL	
  et	
  DPM	
  au	
  sein	
  du	
  cerveau	
  de	
  drosophile	
  (Pitman	
  et	
  

al.,	
  2011).	
  	
  

La	
  localisation	
  des	
  corps	
  cellulaires	
  et	
  des	
  projections	
  neuronales	
  au	
  niveau	
  des	
  MB	
  est	
  montrée	
  pour	
  les	
  

neurones	
   DPM	
   (en	
   vert)	
   et	
   APL	
   (en	
   rouge).	
   Par	
   souci	
   de	
   clarté,	
   un	
   seul	
   neurone	
   de	
   chaque	
   type	
   a	
   été	
  

représenté	
  par	
  hémisphère.	
  

	
  

Ces	
   rôles	
   contradictoires	
   des	
   neurones	
   APL	
   pourraient	
   s’expliquer	
   par	
   l’hypothèse	
  

d’une	
  boucle	
  de	
  rétroaction	
  entre	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB	
  concernant	
  la	
  formation	
  

de	
  la	
  MTM.	
  En	
  effet,	
  si	
  cette	
  hypothèse	
  est	
  juste,	
  le	
  risque	
  est	
  qu’il	
  n’y	
  aurait	
  aucun	
  frein	
  

permettant	
   de	
   limiter	
   l’excitotoxicité	
   du	
   système.	
   Les	
   communications	
   entre	
   les	
  

neurones	
   DPM	
   et	
   APL	
   pourraient	
   empêcher	
   cette	
   hyperactivité.	
   Les	
   APL	
   étant	
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(un par hémisphère) sont situés dorsalement et près de la ligne médiane du cerveau. Les 

neurites des DPM se séparent en deux branches principales, une branche projetant sur les 

lobes � et �’ et une autre branche projetant de manière horizontale sur les lobes �, �’et �. Les 

neurones DPM sécréteraient le neuropeptide Amnésiac (Waddell, et al., 2000) et utilisent 

également les neurotransmetteurs sérotonine (Lee et al., 2011) et GABA (Haynes et al., 

2015)g.  

Les neurones APL innervent les lobes, le pédoncule et les calices. Leurs corps 

cellulaires (un par hémisphère) sont localisés latéralement, et dorsalement par rapport au 

protocérebrum ventro-latéral (Figure 45) (Tanaka et al., 2008). Ces neurones seraient 

GABAergiques (Liu and Davis, 2009) et octopaminergiques (Wu et al., 2013). Ils jouent un 

rôle important dans le codage de l’information olfactive : une rétro-inhibition entre les KC via 

les neurones APL permet de réguler et de maintenir le codage épars des odeurs au niveau de 

la population des KC (Lei et al., 2013; A. C. Lin et al., 2014). 

 

Figure 45 : Modélisation 3D des neurones APL et DPM au sein du cerveau de drosophile 

La localisation des corps cellulaires et des projections neuronales au 
niveau des CP est montrée pour les DPM (vert) et APL (rouge) (Pitman et al., 
2011). Par souci de clarté, un seul neurone de chaque type a été représenté par 
hémisphère, mais chaque hémisphère contient les deux.  

Pour finir, il a été montré que ces deux neurones DPM et APL sont liés par des 

jonctions communicantes au niveau de leurs projections sur les CP (Wu et al., 2011).  
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inhibiteurs,	
  via	
  la	
  sécrétion	
  de	
  GABA,	
  leur	
  action	
  pourrait	
  diminuer	
  l’excitation	
  des	
  DPM	
  

et	
  la	
  libération	
  du	
  neuropeptide,	
  empêchant	
  ainsi	
  une	
  excitotoxicité	
  du	
  système.	
  

Si	
  les	
  neurones	
  DPM	
  sont	
  bien	
  inhibiteurs	
  et	
  non	
  pas	
  excitateurs	
  (Haynes	
  et	
  al.,	
  2015),	
  

il	
  est	
  aussi	
  possible	
  que	
  ces	
  deux	
  paires	
  de	
  neurones	
  puissent	
  inhiber	
  les	
  neurones	
  α’/β’,	
  

et	
  donc	
  inhiber	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LT-­‐ARM,	
  ce	
  qui	
  favoriserait	
  la	
  formation	
  des	
  formes	
  de	
  

mémoire	
  de	
  la	
  voie	
  1	
  de	
  mémoire.	
  

	
  

	
  

6)	
  Gènes	
  impliqués	
  dans	
  la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  cAMP	
  et	
  dans	
  la	
  voie	
  de	
  mémoire	
  1	
  	
  

a)	
  Importance	
  et	
  rôle	
  de	
  la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  cAMP	
  

La	
   voie	
   de	
   mémoire	
   1	
   (composée	
   de	
   la	
   STM,	
   MTM	
   et	
   LTM)	
   repose	
   sur	
   la	
   voie	
   de	
  

signalisation	
  du	
  cAMP.	
  En	
  effet,	
  la	
  majorité	
  des	
  gènes	
  dont	
  les	
  mutations	
  provoquent	
  un	
  

défaut	
  de	
  mémoire	
  labile	
  sont	
  impliqués	
  dans	
  la	
  voie	
  cAMP	
  (Waddell	
  and	
  Quinn,	
  2001;	
  

Isabel	
  and	
  Preat,	
  2008)	
  :	
  cette	
  voie	
  débute	
  par	
  l’activation	
  de	
  l’Adenylate	
  Cyclase	
  rut	
  qui	
  

augmente	
  la	
  production	
  de	
  cAMP	
  intracellulaire	
  lors	
  de	
  la	
  détection	
  de	
  coïncidence	
  des	
  

inputs	
  olfactifs	
  et	
  sensitifs,	
  dont	
  la	
  quantité	
  est	
  régulée	
  par	
  dnc.	
  Cette	
  augmentation	
  de	
  

cAMP	
  permet	
  l’activation	
  de	
  la	
  PKA	
  DC0	
  qui	
  est	
  responsable	
  de	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM,	
  

et	
  de	
  l’activation	
  d’acteurs,	
  dont	
  le	
  facteur	
  de	
  transcription	
  CREB	
  qui	
  est	
  requis	
  pour	
  la	
  

formation	
   de	
   la	
   LTM	
   (Figure	
   14).	
   Enfin,	
   le	
   rôle	
   hypothétique	
   d’AMN,	
   dont	
   les	
  

caractéristiques	
  sont	
  détaillées	
  dans	
  la	
  section	
  I.6.c,	
  serait	
  d’aider	
  à	
  activer	
  rut.	
  

D’autres	
  gènes	
  sont	
  aussi	
  impliqués	
  dans	
  la	
  formation	
  des	
  mémoires	
  de	
  la	
  voie	
  1	
  mais	
  

ne	
   semblent	
   pas	
   requis	
   directement	
   dans	
   la	
   voie	
   cAMP.	
   C’est	
   le	
   cas	
   des	
   gènes	
   tequila	
  

(Didelot	
  et	
  al.,	
  2006)	
  et	
  crammer	
  (Comas	
  et	
  al.,	
  2004),	
  spécifiques	
  de	
  la	
  LTM,	
  ou	
  linotte	
  

(Dura	
  et	
  al.,	
  1993)	
  et	
   latheo	
  (Boynton	
  and	
  Tully,	
  1992),	
   requis	
  spécifiquement	
  pour	
   la	
  

formation	
  de	
  la	
  STM.	
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Figure	
  14	
  :	
  Schéma	
  de	
  la	
  voie	
  cAMP	
  permettant	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  et	
  de	
  la	
  LTM	
  dans	
  les	
  MB	
  

(Waddell	
  and	
  Quinn,	
  2001).	
  	
  

Les	
   inputs	
   olfactifs	
   et	
   sensitifs,	
   dont	
   hypothétiquement	
   la	
   sécrétion	
   d’AMN	
   par	
   les	
   neurones	
   DPM,	
  

convergent	
   sur	
   l’Adenylate	
   Cyclase	
   rutabaga	
   des	
   MB.	
   L’activation	
   de	
   rut	
   provoque	
   l’augmentation	
   de	
  

cAMP	
  qui	
  active	
  la	
  PKA-­‐C1	
  DCO,	
  permettant	
  de	
  moduler	
  l’activation	
  des	
  canaux	
  ioniques	
  pour	
  maintenir	
  

une	
   excitation	
   des	
   neurones,	
   permettant	
   ainsi	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   MTM,	
   et	
   d’activer	
   le	
   facteur	
   de	
  

transcription	
  CREB,	
  nécessaire	
  à	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM.	
  La	
  Phosphodiestérase	
  Dnc	
  permet	
  de	
  diminuer	
  la	
  

quantité	
  de	
  cAMP	
  pour	
  limiter	
  l’excitation	
  des	
  neurones	
  des	
  MB.	
  	
  

	
  

b)	
  L’Adenylate	
  cyclase	
  rutabaga	
  

Le	
  gène	
  rut	
  code	
  une	
  adénylate	
  cyclase	
  (AC)	
  de	
  type	
  1	
  (Dudai	
  et	
  al.,	
  1983;	
  Livingstone	
  et	
  

al.,	
  1984).	
  Lorsque	
  ce	
  gène	
  est	
  muté,	
  les	
  drosophiles	
  présentent	
  un	
  défaut	
  de	
  MTM	
  (Tully	
  

and	
  Quinn,	
  1985).	
  	
  

Il	
  a	
  été	
  supposé	
  pendant	
  des	
  années,	
  puis	
  démontré	
  par	
  Gervasi	
  et	
  collègues	
  en	
  2010	
  

(Gervasi	
   et	
   al.,	
   2010),	
   que	
   rut	
   est	
   l’AC	
   responsable	
   de	
   la	
   détection	
   de	
   coïncidence	
  

permettant	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   MTM	
   après	
   stimulation	
   conjointe	
   par	
   la	
   voie	
  

Ca2+/Calmoduline	
   (activée	
   par	
   les	
   neurones	
   cholinergiques	
   de	
   la	
   voie	
   de	
   l’olfaction,	
  

représentant	
   le	
   CS+,	
   soit	
   les	
   odeurs)	
   et	
   les	
   protéines-­‐G	
   couplées	
   aux	
   récepteurs	
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métabotropiques	
  (activés	
  par	
  les	
  neurones	
  dopaminergiques,	
  représentant	
  l’US,	
  soit	
  les	
  

chocs	
  électriques)	
  (Figure	
  15).	
  

	
  

	
  

Figure	
  15	
  :	
  La	
  détection	
  de	
  coïncidence	
  lors	
  de	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  mémoire	
  olfactive	
  aversive	
  

(Busto	
  et	
  al.,	
  2010).	
  	
  

L’odeur	
  est	
  codée	
  par	
  des	
  neurones	
  cholinergiques	
   (ACh)	
  qui	
  activent	
  des	
  canaux	
  calciques	
  et	
   les	
  chocs	
  

sont	
  codés	
  via	
  les	
  neurones	
  dopaminergiques	
  (DA)	
  qui	
  activent	
  leurs	
  récepteurs	
  des	
  MB.	
  Ces	
  deux	
  voies	
  

permettent	
   d’activer	
   une	
   Adénylate	
   Cyclase.	
   Lorsque	
   les	
   chocs	
   et	
   l’odeur	
   sont	
   appariés,	
   une	
   Adénylate	
  

Cyclase	
  est	
  activée	
  de	
  façon	
  synergique,	
  ce	
  qui	
  permet	
  de	
  former	
  la	
  mémoire.	
  

	
  

Les	
   possibles	
   modulations	
   de	
   la	
   détection	
   de	
   coïncidence	
   par	
   divers	
   stimulus,	
  

notamment	
  par	
  la	
  sécrétion	
  du	
  neuropeptide	
  AMN,	
  ne	
  sont	
  pas	
  encore	
  démontrées.	
  

	
  

c)	
  Le	
  neuropeptide	
  amnesiac	
  

Le	
  gène	
  amnesiac	
  est	
  l’un	
  des	
  premiers	
  gènes	
  de	
  mémoire	
  découverts	
  chez	
  la	
  drosophile.	
  

En	
   1979,	
   Quinn	
   et	
   collègues	
   (1979)	
   publient	
   la	
   découverte	
   d’un	
   nouveau	
   mutant	
   de	
  

mémoire,	
  nommé	
  amnesiac,	
  apprenant	
  normalement	
  mais	
  oubliant	
  4	
  fois	
  plus	
  vite	
  que	
  

les	
  drosophiles	
  contrôles.	
  	
  

	
  Le	
   gène	
   amnesiac	
   code	
   un	
   préproneuropeptide	
   qui	
   contiendrait	
   3	
   peptides	
  :	
   le	
  

premier	
  est	
  homologue	
  de	
  la	
  Growth	
  Hormone	
  Releasing	
  Hormone	
  (GHRH),	
  le	
  deuxième	
  

and duration (22). Approximately 1,300 ORNs are
localized in the antennae and maxillary palps of
the Drosophila head (13, 27). Each ORN ex-
presses only one receptor of the !62 olfactory
receptor proteins that have been identified (9)
together with a putative co-receptor or chaper-
one protein, Or83b (26).

ORNs project their axons to the antennal lobe
(AL). Within this structure, ORNs form synapses in
glomeruli with projection neurons (PN) and local
excitatory or inhibitory interneurons involved in
the local processing of the olfactory information
(FIGURE 1B). The glomeruli are synapse-dense,
spherical neuropil structures that contribute to the
interpretation of signals from the ORNs. All of the
axons of ORNs expressing the same OR project to
the same glomerulus, even though the cell bodies
of the ORNs expressing the same OR are distrib-
uted around the periphery of the antennae and
maxillary palps (10, 19). Each odorant thus acti-
vates a specific set of glomeruli, creating a glomer-
ular pattern of activation in the AL that is
conserved between flies (48, 62). In initial studies,
Wang et al. observed that odor delivery elicited
similar activation patterns in the ORN axons and in

PN dendrites expressing calcium reporters for
those two neuronal populations (62). Sensory in-
put was therefore thought to be transmitted rather
faithfully from the first-order to the second-order
neurons, where each odor is represented by a dis-
tinct and sparse spatial pattern of activity of the
sensory or projection neurons. More recent elec-
trophysiological studies have suggested that the
PNs may be more broadly tuned to odors than
their corresponding ORNs (4). The difference in
results obtained may be due to the uncertain rela-
tionship between calcium signal and neuronal
spiking (41).

Approximately 180 PNs extend their axons to a
region of the MBs called the calyx and to another
region of the brain called the lateral horn (LH;
FIGURE 1B). MB neurons (!2,500 per hemisphere)
also project their dendrites to the calyx and synapse
with the axons of PNs. The representation of olfac-
tory information was studied using whole cell record-
ings or calcium imaging in the MB neurons following
odor stimulation (61, 63). The data obtained using
both approaches indicate that the response of MB
neurons for odors is highly selective and that the
odor representation is sparse. Furthermore, calcium

FIGURE 2. Schematic representation of some of the molecular mechanisms involved in aversive and
appetitive olfactory conditioning
A: aversive conditioning. CS information is presented to the MB neurons by the PNs. PNs release acetylcholine (ACh)
at synapses with MB cells causing voltage-gated calcium channels to open. The increase in intracellular Ca2" concen-
tration produces more calmodulin (CaM) bound with Ca2". Calcium-bound calmodulin then activates adenylyl cyclase
(AC), producing an elevation in cAMP (represented by 2 black arrows). The US information is presented to the MB
neurons by PPL1/PPL2ab neurons, which release DA onto MB neurons. Activation of DA receptors also increases
cAMP levels (2 black arrows) through the activation of a heterotrimeric G protein coupled to AC. With the coincident
activation of the CS and the US pathways during conditioning, a synergistic increase in cAMP occurs (5 black arrows),
providing the necessary information in the MB neurons for encoding the CS/US temporal coincidence. B: appetitive
conditioning. For appetitive conditioning, the same CS pathway is induced in the MB neurons. The US information
may be represented by OA release onto the MB neurons that also stimulates AC. DA neurons appear also to have a
role in appetitive conditioning, but further research is required to make this clear. For appetitive conditioning, the
coincident application of CS and US (OA) produces a subadditive increase in postsynaptic cAMP (3 black arrows).
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de	
   la	
  Pituitary	
  Adenylate-­‐Cyclase	
  Activating	
  Peptide	
   (PACAP),	
   et	
   le	
  3e	
  ne	
  présente	
  pas	
  

d’homologie	
  avec	
  des	
  protéines	
  connues	
  (Figure	
  16).	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  16	
  :	
  Structure	
  du	
  gène	
  amnesiac	
  (Hashimoto	
  et	
  al.,	
  2002).	
  	
  

A.	
  Alignement	
  des	
  séquences	
  d’acide-­‐aminés	
  des	
  peptides	
  prédictifs	
  du	
  gène	
  amnesiac,	
  du	
  peptide	
  PACAP-­‐

like	
   PRP	
   de	
   la	
   souris,	
   du	
   GHRH	
   du	
   poisson-­‐chat	
   et	
   du	
   PACAP38	
   de	
   mammifère.	
   Les	
   acide-­‐aminés	
  

identiques	
   sont	
   indiqués	
   en	
   rouge,	
   et	
   les	
   acides-­‐aminés	
   similaires	
   en	
   orange.	
   B.	
   Représentation	
  

schématique	
  des	
  préproneuropeptides	
  prédictifs	
  encodés	
  par	
  amnesiac,	
  preproPACAP/GHRH	
  du	
  poisson-­‐

chat,	
  preproPACAP	
  et	
  preproGHRH	
  de	
  souris.	
  C.	
  Schéma	
  hypothétique	
  de	
  l’évolution	
  des	
  gènes	
  PACAP,	
  VIP	
  

et	
  GHRH.	
  

	
  

Ces	
   homologies	
   suggèrent	
   que	
   le	
   gène	
   amnesiac	
   pourrait	
   être	
   impliqué	
   aussi	
   bien	
  

dans	
  le	
  développement	
  que	
  dans	
  la	
  mémoire.	
  En	
  effet,	
  chez	
  les	
  Mammifères	
  la	
  GHRH	
  est	
  

impliquée	
   dans	
   le	
   développement	
   et	
   PACAP	
   est	
   impliqué	
   dans	
   la	
  mémoire	
   via	
   la	
   voie	
  

cAMP	
  qui	
  permettrait	
  l’activation	
  d’une	
  AC	
  (Spengler	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Il	
  a	
  donc	
  été	
  proposé	
  

chez	
  la	
  drosophile	
  qu’amnesiac	
  pourrait	
  activer	
  l’AC	
  rut	
  et	
  permettre	
  ainsi	
   la	
  détection	
  

de	
  coïncidence	
   lorsque	
   l’action	
  d’AMN	
  est	
   intégrée	
  conjointement	
  aux	
  signaux	
  olfactifs	
  

(codés	
  par	
  l’ACh)	
  et	
  sensitifs	
  (codés	
  par	
  la	
  DA)	
  (Kandel	
  and	
  Abel,	
  1995)	
  (Figures	
  14	
  et	
  

17).	
  

	
  

by sequence homology to the secretin receptor [6]. The
recombinant VPAC1 receptor showed a similar high af-
finity for PACAP and VIP, and a low affinity for secretin.
In 1993, in collaboration with Ishihara et al., we cloned a
PACAP-preferring PAC1 receptor, which binds PACAP
with high affinity but binds VIP with a 1000-fold lower
affinity [7]. Several other groups independently cloned
the PAC1 receptor [2–4]. Another VIP receptor subtype,
VPAC2, has also been cloned. The PAC1 receptor is
coupled to several transduction pathways, leading to the
activation of adenylate cyclase, phospholipase C, mito-
gen-activated protein (MAP) kinases, and to calcium
mobilization. In contrast, VPAC1 and VPAC2 are
mainly coupled to the adenylate cyclase pathway. Al-
though PACAP and VIP have no apparent homology
with calcitonin and parathyroid hormone, PAC1, VPAC,
secretin, calcitonin, and parathyroid hormone/parathy-
roid hormone-related peptide (PTH/PTHrP) receptors
are related to each other and constitute a subfamily of
the G protein-coupled receptors [6,7].

Drosophila memory mutant amnesiac

Using the classical chemical mutagenesis with ethyl
methane sulfonate, Quinn et al. [8] isolated the first

amnesiac mutant in 1979 through a behavioral screening
for memory mutants. Amnesiac flies show normal ac-
quisition of an operant avoidance response but have
impaired memory retention in the first few hours after
training on associative learning tasks, in which flies re-
ceive an odor simultaneously with the negative rein-
forcement of electric shock (for reviews, see [9–12]).
However, the isolation of the mutated gene proved dif-
ficult because the chemically mutated genes were not
tagged. Transposon mutagenesis facilitates gene dis-
covery by tagging the genes for cloning. Using a P-ele-
ment mutagenesis and a simplified screening method,
Feany and Quinn identified amnesiac cDNA and ge-
nomic DNA that encoded a predicted neuropeptide
precursor [13]. Although the mature products of the
amnesiac gene have yet to be identified, consensus
cleavage sites suggest the existence of three potential
peptides. Two of them have homology to the genes that
encode vertebrate PACAP and GHRH (Figs. 1A and
B). The first predicted peptide is homologous to GHRH
[14] and the PACAP-related peptide (PRP) that is de-
rived from preproPACAP [15] and shares some ho-
mology with GHRH. The second predicted amnesiac
peptide is homologous to PACAP38 [1].

Mammalian PACAP38 has been shown to activate
the potassium currents at the Drosophila neuromuscular

Fig. 1. Amino acid sequence alignment, precursor structures, and a hypothetical evolutionary scheme of the PACAP and GHRH gene family and
Drosophila amnesiac. (A) Alignment of the amino acid sequences of the predicted amnesiac peptides and the mouse PACAP-related peptide (PRP
[15]), the catfish GHRH [14], and the mammalian PACAP38 [1]. Identical amino acid residues are indicated in red and similar amino acid residues are
indicated in orange (adapted from [13]). (B) Schematic representation of the predicted neuropeptide precursors encoded by amnesiac, the catfish
preproPACAP/GHRH, the mouse preproPACAP, and the mouse preproGHRH. (C) A hypothetical evolutionary scheme of the PACAP and
GHRH genes (adapted from [3]).

428 H. Hashimoto et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 297 (2002) 427–432

by sequence homology to the secretin receptor [6]. The
recombinant VPAC1 receptor showed a similar high af-
finity for PACAP and VIP, and a low affinity for secretin.
In 1993, in collaboration with Ishihara et al., we cloned a
PACAP-preferring PAC1 receptor, which binds PACAP
with high affinity but binds VIP with a 1000-fold lower
affinity [7]. Several other groups independently cloned
the PAC1 receptor [2–4]. Another VIP receptor subtype,
VPAC2, has also been cloned. The PAC1 receptor is
coupled to several transduction pathways, leading to the
activation of adenylate cyclase, phospholipase C, mito-
gen-activated protein (MAP) kinases, and to calcium
mobilization. In contrast, VPAC1 and VPAC2 are
mainly coupled to the adenylate cyclase pathway. Al-
though PACAP and VIP have no apparent homology
with calcitonin and parathyroid hormone, PAC1, VPAC,
secretin, calcitonin, and parathyroid hormone/parathy-
roid hormone-related peptide (PTH/PTHrP) receptors
are related to each other and constitute a subfamily of
the G protein-coupled receptors [6,7].

Drosophila memory mutant amnesiac

Using the classical chemical mutagenesis with ethyl
methane sulfonate, Quinn et al. [8] isolated the first

amnesiac mutant in 1979 through a behavioral screening
for memory mutants. Amnesiac flies show normal ac-
quisition of an operant avoidance response but have
impaired memory retention in the first few hours after
training on associative learning tasks, in which flies re-
ceive an odor simultaneously with the negative rein-
forcement of electric shock (for reviews, see [9–12]).
However, the isolation of the mutated gene proved dif-
ficult because the chemically mutated genes were not
tagged. Transposon mutagenesis facilitates gene dis-
covery by tagging the genes for cloning. Using a P-ele-
ment mutagenesis and a simplified screening method,
Feany and Quinn identified amnesiac cDNA and ge-
nomic DNA that encoded a predicted neuropeptide
precursor [13]. Although the mature products of the
amnesiac gene have yet to be identified, consensus
cleavage sites suggest the existence of three potential
peptides. Two of them have homology to the genes that
encode vertebrate PACAP and GHRH (Figs. 1A and
B). The first predicted peptide is homologous to GHRH
[14] and the PACAP-related peptide (PRP) that is de-
rived from preproPACAP [15] and shares some ho-
mology with GHRH. The second predicted amnesiac
peptide is homologous to PACAP38 [1].

Mammalian PACAP38 has been shown to activate
the potassium currents at the Drosophila neuromuscular

Fig. 1. Amino acid sequence alignment, precursor structures, and a hypothetical evolutionary scheme of the PACAP and GHRH gene family and
Drosophila amnesiac. (A) Alignment of the amino acid sequences of the predicted amnesiac peptides and the mouse PACAP-related peptide (PRP
[15]), the catfish GHRH [14], and the mammalian PACAP38 [1]. Identical amino acid residues are indicated in red and similar amino acid residues are
indicated in orange (adapted from [13]). (B) Schematic representation of the predicted neuropeptide precursors encoded by amnesiac, the catfish
preproPACAP/GHRH, the mouse preproPACAP, and the mouse preproGHRH. (C) A hypothetical evolutionary scheme of the PACAP and
GHRH genes (adapted from [3]).
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Figure	
  17	
  :	
  Représentation	
  d’un	
  modèle	
  des	
  mécanismes	
  du	
  conditionnement	
  olfactif	
  chez	
  la	
  

drosophile	
  (Kandel	
  and	
  Abel,	
  1995).	
  	
  

Les	
  odeurs	
  (CS)	
  sont	
  codées	
  par	
  les	
  voies	
  olfactives	
  qui	
  activent	
  les	
  récepteurs	
  liés	
  au	
  Ca2+,	
  ce	
  qui	
  permet	
  

d’activer	
  l’AC	
  rut.	
  Les	
  chocs	
  (US)	
  seraient	
  codés	
  par	
  la	
  corde	
  nerveuse	
  centrale	
  et	
  ce	
  signal	
  serait	
  transmis	
  

aux	
  MB	
  via	
  l’activation	
  d’un	
  récepteur	
  couplé	
  à	
  une	
  petite	
  protéine	
  G	
  permettant,	
  conjointement	
  à	
  l’action	
  

d’amnesiac,	
  l’activation	
  de	
  rut.	
  Lors	
  de	
  l’appariement	
  des	
  signaux	
  représentant	
  l’odeur	
  et	
  les	
  chocs,	
  ainsi	
  

que	
  le	
  signal	
  porté	
  par	
  amnesiac,	
  rut	
  est	
  activée	
  fortement	
  de	
  façon	
  synergique.	
  

	
  

Le	
  neuropeptide	
  amnesiac	
  est	
   requis	
  pour	
   la	
  MTM	
  (Waddell	
  et	
  al.,	
  2000)	
  et	
  pour	
   la	
  

LTM	
  (Yu	
  et	
  al.,	
  2006).	
  En	
  effet,	
  la	
  trace	
  mnésique	
  spécifique	
  de	
  la	
  LTM	
  présente	
  dans	
  les	
  

neurones	
   α	
   disparaît	
   dans	
   un	
   contexte	
   mutant	
   pour	
   amnesiac	
   (Yu	
   et	
   al.,	
   2006).	
   En	
  

revanche,	
   amnesiac	
   étant	
   constitué	
   de	
   trois	
   peptides	
   hypothétiques,	
   la	
   fonction	
   de	
  

chacun	
  d’eux	
  dans	
  la	
  mémoire	
  et	
  le	
  développement	
  n’est	
  pas	
  encore	
  connue.	
  

Le	
   gène	
   amnesiac	
   est	
   exprimé	
   dans	
   deux	
   neurones,	
   les	
   neurones	
   DPM,	
   et	
   non	
   pas	
  

dans	
  les	
  MB	
  (Waddell	
  et	
  al.,	
  2000)	
  :	
  	
  l’utilisation	
  d’anticorps	
  dirigés	
  contre	
  AMN	
  marque	
  

les	
  corps	
  cellulaires	
  des	
  neurones	
  DPM	
  et	
  un	
  sauvetage	
  du	
  défaut	
  de	
  MTM	
  d’un	
  mutant	
  

amn	
   est	
   observé	
   en	
   surexprimant	
   amnesiac	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM.	
   En	
   revanche,	
  

l’expression	
   d’amnesiac	
   sous	
   le	
   contrôle	
   de	
   deux	
   drivers	
   des	
   MB,	
   c747	
   et	
   c309,	
   ne	
  

permet	
  pas	
  de	
  sauver	
  le	
  défaut	
  de	
  MTM	
  du	
  mutant	
  nul	
  amnX8	
  (Waddell	
  et	
  al.,	
  2000).	
  	
  

En	
  1999,	
  DeZazzo	
   et	
   collègues	
  proposent	
   l’hypothèse	
   que	
   le	
   déficit	
   de	
  mémoire	
   du	
  

mutant	
  amnesiac	
  est	
  développemental	
  et	
  non	
  pas	
  dû	
  à	
  un	
  effet	
  chez	
  l’adulte	
  (DeZazzo	
  et	
  

al.,	
   1999).	
   En	
   effet,	
   ils	
   montrent	
   qu’il	
   est	
   possible	
   de	
   sauver	
   un	
   mutant	
   nul	
   amn	
   en	
  

mIPERSPECTIVES 

Neuropeptides, Adenylyl Cyclase, 
and Memory Storage 

Eric Kandel and Ted Abel 

Genetically modified animals are providing 
us with a new approach to the molecular ba- 
sis of behavior. In this issue of Science, Feany 
and Quinn (1) use Drosophila to revisit the 
idea that neuropeptides have a specific role 
in memory storage. Their cloning of the 
Drosophila memory gene amnesiac reveals 
that it encodes a novel neuropeptide ho- 
mologous to mammalian pituitary adenylyl 
cyclase activating peptide (PACAP). 

Peptide messengers have distinctive 
properties which suggest that 
they have special functions in 
the brain (2). Peptides usu- 
ally are released from nerve 
terminals during high-fre- 
quency neuronal activity as 
cotransmitters along with a 
primary small molecule trans- 
mitter (such as glutamate or 
serotonin). Small molecule 
transmitters act rapidly be- 
cause they can be quickly de- 
graded and removed from the 
synaptic cleft. Peptides, in 
contrast, produce longer-last- 
ing actions, in part because 
there is no uptake 
mechanism or degrad- 
ative system for them in 
the synaptic cleft. Fi- 
nally, small molecule 
transmitters are synthe- 
sized and enzymatically 
packaged in small ves- 
icles at the presynaptic 
terminal, whereas peptide transmitters are 
synthesized on ribosomes in the cell body as 
part of inactive protein precursors, which 
are then cleaved into smaller, active forms 
and transported in large vesicles to the 
nerve terminals. 

As cotransmitters, peptides typically en- 
hance the primary transmitterss action but 
can also have distinct behavioral effects of 
their own, modulating homeostasis-par- 
ticularly thirst (angiotensin) (3), feeding 
(neuropeptide Y and galanin) (4), and pain 
(enkephalin) (5). Do peptides also have 
roles in cognition? Vasopressin and adreno- 
corticotropic hormone can enhance mem- 
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ory storage, but this action on memory may 
be due to secondary effects on arousal, at- 
tention, or motivation (6). 

With the new results of Feany and 
Quinn (1), peptides and memory storage 
have again come to the fore, but now in a 
genetic context. Feany and Quinn exam- 
ined amnesiac, a Drosophila mutant that 
learns normally but forgets rapidly, and 
found that it encodes a protein precursor re- 
lated to mammalian PACAP. PACAP, a 

member of a family of polypeptide hormones 
that includes secretin, glucagon, and vaso- 
active intestinal polypeptide (VIP), is ex- 
pressed in various peripheral tissues and in 
several regions of the brain, including the 
hypothalamus and hippocampus (7). 
PACAP appears to function as a neu- 
rotransmitter by interacting with two types 
of seven-transmembrane-domain receptors. 
One receptor, which is positively coupled to 
adenylyl cyclase, also recognizes VIP, the 
closest family member to PACAP. A second 
receptor, which recognizes only PACAP, is 
linked to phospholipase C and adenylyl 
cyclase (8). In neurons, PACAP increases 
intracellular cAMP (adenosine 3',5'-mono- 
phosphate) and calcium and promotes 
neurite outgrowth (9). 

The predicted amnesiac protein poten- 
tially comprises three peptides, two of which 

are homologous to PACAP. Although the 
final proof that this PACAP-related gene 
is indeed amnesiac will require germline res- 
cue experiments, the homology to PACAP 
suggests that amnesiac increases cAMP by 
activating adenylyl cyclase. Genetic evi- 
dence also supports this idea: In fact, the 
amnesiac gene was isolated by transposon (P- 
element) mutagenesis designed to identify 
mutations that suppress female sterility 
caused by elevated cAMP levels in dunce 
mutant flies. 

These findings about amnesiac rekindle 
interest in the role of peptides in memory 
and further enliven the study of Drosophila 
learning. These studies date to 1974, when 
Seymour Benzer and his colleagues, having 
successfully isolated a variety of important 
behavioral mutants (in circadian rhythms, 
courting, visual function, and neural devel- 
opment), turned their genetic screens to the 

study of leaming by testing 
how flies remember to 
avoid an odor that has 
been paired with a shock 
(10). Using classical chem- 
ical mutagenesis of the X 
chromosome, Dudai et al. 
next identified dunce, the 
first Drosophila mutant in 
leaming and memory ( 1). 
Additional mutants were 
then identified quite rap- 
idly, including amnesiac, 
rutabaga, cabbage, turnip, 
and radish (12). 

Soon thereafter, bio- 
chemical experiments found 
that two of the memory 
mutants were components 
of the adenylyl cyclase 
pathway: dunce encodes a 
cAMP-dependent phos- 
phodiesterase, and rutabaga 
encodes a Ca2+-dependent 
adenylyl cyclase (13). How- 

ever, the identification of other mutations 
in these screens proved difficult because be- 
havioral testing is time-consuming and the 
chemically mutated genes were not tagged, 
making cloning tedious. These obstacles 
slowed progress in the study of Drosophila 
leaming over the next decade and almost 
brought it to a halt. 

Now, several technical advances have 
converged to overcome these impediments, 
moving the study of Drosophila leaming to a 
new level (12, 14). First, Tully et al. greatly 
improved the behavioral assays and devel- 
oped techniques for studying both short- 
and long-term memory (14). Second, Davis 
(12) carried out enhancer-trap screens for 
genes expressed in the mushroom body, a 
portion of the fly's brain thought to be criti- 
cal for olfactory leaming. Third, Quinn and 
his colleagues (15) used a heat-shock pro- 
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exprimant	
   le	
   gène	
   sauvage	
   amnesiac	
   au	
   cours	
   du	
   développement,	
   mais	
   pas	
   avec	
   une	
  

expression	
  conditionnelle	
  chez	
  l’adulte.	
  Pourtant,	
  il	
  a	
  été	
  publié	
  que	
  la	
  morphologie	
  des	
  

neurones	
  DPM	
  semblait	
  normale	
  chez	
  un	
  mutant	
  nul	
  (Keene	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

Au	
   cours	
   du	
   vieillissement,	
   les	
   drosophiles	
   présentent	
   une	
   perte	
   spécifique	
   de	
  

mémoire,	
   l’Age-­‐Related	
  Memory	
   Impairment	
  (AMI).	
  amnesiac	
  est	
  requis	
  pour	
   la	
   forme	
  

de	
  mémoire	
  affectée	
  :	
  les	
  caractéristiques	
  de	
  l’AMI	
  sont	
  similaires	
  à	
  celles	
  des	
  défauts	
  de	
  

mémoire	
  observés	
  chez	
  les	
  mutants	
  amnesiac	
  (Tamura	
  et	
  al.,	
  2003).	
  De	
  plus,	
  les	
  mutants	
  

amnesiac	
   ne	
   présentent	
   pas	
   d’AMI,	
   indiquant	
   ainsi	
   que	
   la	
   mémoire	
   affectée	
   lors	
   du	
  

vieillissement	
  n’est	
  pas	
  présente	
  chez	
  les	
  mutants	
  amnesiac.	
  Enfin,	
  la	
  surexpression	
  du	
  

gène	
  amnesiac	
  sous	
  le	
  contrôle	
  d’un	
  pilote	
  d’expression	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  permet	
  

de	
  restaurer	
  l’AMI	
  chez	
  des	
  mutants	
  du	
  gène	
  amnesiac.	
  Il	
  a	
  aussi	
  été	
  montré	
  que	
  la	
  trace	
  

mnésique	
  observée	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  lors	
  de	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  se	
  perd	
  avec	
  

l’âge,	
   et	
   que	
   l’activation	
   des	
   neurones	
   DPM	
   chez	
   des	
   drosophiles	
   âgées	
   permet	
   de	
  

restaurer	
   la	
   mémoire	
   affectée	
   lors	
   de	
   l’AMI,	
   en	
   permettant	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
  

sécrétion	
  d’amnesiac	
  (Tonoki	
  and	
  Davis,	
  2012).	
  	
  

	
  

d)	
  La	
  phosphodiesterase	
  dunce	
  (dnc)	
  

Le	
   gène	
   dunce	
   code	
   une	
   phosphodiesterase	
   (Qiu	
   and	
   Davis,	
   1993)	
   principalement	
  

exprimée	
   dans	
   les	
   MB	
   (Nighorn	
   et	
   al.,	
   1991;	
   Qiu	
   and	
   Davis,	
   1993).	
   dnc	
   permet	
   de	
  

diminuer	
  la	
  quantité	
  de	
  cAMP	
  en	
  modulant	
  l’activité	
  de	
  l’AC	
  rut.	
  	
  

Les	
  drosophiles	
  homozygotes	
  pour	
  la	
  mutation	
  de	
  ce	
  gène	
  présentent	
  des	
  défauts	
  de	
  

mémoire	
  aversive	
  (Dudai	
  et	
  al.,	
  1976)	
  et	
  appétitive,	
  ainsi	
  qu’une	
  infertilité	
  des	
  femelles	
  

(Qiu	
   and	
  Davis,	
   1993).	
   Il	
   a	
   été	
  montré	
  que	
   l’expression	
  de	
  dnc	
   chez	
  des	
  mutants	
   nuls	
  

entre	
  30	
  min	
  et	
  1	
  h	
  avant	
   le	
  conditionnement	
  permet	
  de	
  sauver	
   le	
  défaut	
  de	
  mémoire	
  

(Dauwalder	
  and	
  Davis,	
  1995).	
   Il	
   a	
  pu	
  être	
  démontré	
  par	
   la	
   suite	
  que	
  dnc	
  est	
   impliqué	
  

dans	
   la	
   formation	
  de	
   la	
   composante	
  ARM	
  de	
   la	
  mémoire	
  :	
   le	
  mutant	
  dnc1	
  présente	
  un	
  

défaut	
  de	
  ST-­‐ARM,	
  MT-­‐ARM	
  et	
  LT-­‐ARM	
  (Scheunemann	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

Le	
  rôle	
  de	
  dnc	
  dans	
  la	
  mémoire	
  serait	
  de	
  réguler	
  et	
  de	
  localiser	
  l’action	
  du	
  cAMP	
  et	
  de	
  

la	
  PKA	
  spécifiquement	
  dans	
  le	
  lobe	
  α	
  :	
  dnc	
  n’a	
  de	
  rôle	
  sur	
  la	
  PKA	
  que	
  pour	
  la	
  mémoire	
  

aversive	
   en	
   réponse	
   à	
   la	
   dopamine.	
   dnc	
   et	
   rut	
   interagissent	
   avec	
   la	
   PKA	
   par	
  

l’intermédiaire	
   des	
   protéines	
   d’échafaudage	
   A	
   Kinase-­‐Anchoring	
   Proteins	
   (AKAP,	
  

Gervasi	
   et	
   al.,	
   2010).	
   L’action	
   de	
   dnc	
   pourrait	
   aussi	
   moduler	
   la	
   MTM	
   en	
   inhibant	
   sa	
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formation	
   qui	
   nécessite	
   une	
   augmentation	
   de	
   cAMP	
   pour	
   favoriser	
   la	
   formation	
   de	
   la	
  

ARM.	
  

	
  

e)	
  la	
  PKA	
  :	
  le	
  principal	
  effecteur	
  de	
  l’activité	
  de	
  rutabaga	
  

La	
   PKA	
   est	
   membre	
   de	
   la	
   famille	
   des	
   kinases	
   sérine/thréonine.	
   Elle	
   est	
   l’une	
   des	
  

principales	
  cibles	
  de	
   l’AC	
  et	
  est	
  généralement	
  composée	
  de	
  2	
  sous-­‐unités	
  catalytiques,	
  

inactives	
  lorsqu’elles	
  sont	
  associées	
  à	
  2	
  sous-­‐unités	
  régulatrices.	
  Après	
  liaison	
  au	
  cAMP,	
  

les	
   sous-­‐unités	
   catalytiques	
   se	
   dissocient	
   des	
   sous-­‐unités	
   régulatrices,	
   ce	
   qui	
   permet	
  

leur	
  activation	
  sous	
  forme	
  de	
  monomères	
  (Figure	
  18).	
  Chez	
  la	
  drosophile,	
  seul	
  un	
  gène	
  

codant	
   une	
   sous-­‐unité	
   régulatrice	
   R1	
   est	
   présent.	
   Concernant	
   les	
   sous-­‐unités	
  

catalytiques,	
   3	
   gènes	
   sont	
   présents	
  :	
   DC0,	
   DC1	
   et	
   DC2.	
   La	
   sous-­‐unité	
   DC0	
   est	
   la	
   plus	
  

étudiée	
  car	
  elle	
  est	
  présente	
  chez	
  l’adulte	
  et	
  dans	
  la	
  majorité	
  des	
  tissus	
  (revue,	
  Davis	
  et	
  

al.,	
  1995).	
  

	
  

	
  

Figure	
  18	
  :	
  Schéma	
  d’action	
  de	
  la	
  PKA.	
  	
  

Le	
  cAMP	
  se	
  fixe	
  sur	
  les	
  sous-­‐unités	
  régulatrices	
  de	
  la	
  PKA	
  (en	
  rouge),	
  ce	
  qui	
  permet	
  leur	
  libération	
  et	
   la	
  

levée	
  de	
   l’inhibition	
  de	
   l’activité	
   des	
   sous-­‐unités	
  monomériques	
   catalytiques	
   (bleues).	
   Celles-­‐ci	
   peuvent	
  

alors	
  phosphoryler	
   leurs	
  cibles	
  au	
  niveau	
  d’une	
  Sérine	
  ou	
  d’une	
  Thréonine.	
  Lorsque	
   la	
  concentration	
  de	
  

cAMP	
  diminue,	
  les	
  sous-­‐unités	
  régulatrices	
  se	
  lient	
  à	
  nouveau	
  aux	
  sous-­‐unités	
  catalytiques	
  et	
  inhibent	
  leur	
  

activité.	
  

	
  

DC0	
  est	
  principalement	
  exprimée	
  dans	
  les	
  MB	
  (Skoulakis	
  et	
  al.,	
  1993).	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  

qu’elle	
   pouvait	
   phosphoryler	
   des	
   canaux	
   potassiques	
   dépendants	
   du	
   calcium	
   et	
  

augmenter	
   la	
   probabilité	
   d’exocytose	
   des	
   neurotransmetteurs	
   à	
   la	
   synapse	
   (revue,	
  

McGuire	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

	
  

f)	
  Les	
  gènes	
  impliqués	
  dans	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  :	
  creb,	
  crammer,	
  tequila	
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Le	
  gène	
  impliqué	
  dans	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  le	
  plus	
  connu	
  est	
  CREB.	
  Il	
  est	
  la	
  cible	
  de	
  la	
  

PKA	
  et	
   son	
  action	
  est	
  une	
  des	
  dernières	
   étapes	
  de	
   la	
   voie	
  du	
   cAMP	
   impliquée	
  dans	
   la	
  

formation	
   de	
   la	
   mémoire	
   de	
   la	
   voie	
   1.	
   Il	
   s’agit	
   d’un	
   facteur	
   de	
   transcription	
   activant	
  

l’expression	
   de	
   divers	
   gènes	
   permettant	
   la	
   synthèse	
   de	
   protéines	
   nécessaires	
   à	
   la	
  

plasticité	
   synaptique.	
   La	
   drosophile	
   exprime	
   deux	
   gènes	
  :	
   dCREB2-­‐a,	
   qui	
   encode	
   la	
  

protéine	
   homologue	
   au	
   CREB	
   humain,	
   et	
   dCREB2-­‐b,	
   qui	
   fonctionne	
   comme	
   un	
   CREB	
  

dominant	
  négatif	
  car	
  il	
  n’est	
  pas	
  phosphorylable	
  par	
  la	
  PKA.	
  Après	
  phosphorylation	
  par	
  

la	
  PKA	
  DC0,	
  dCREB2-­‐a	
  peut	
  se	
  fixer	
  sur	
  les	
  séquences	
  régulatrices	
  CRE	
  (CREB	
  Response	
  

Element)	
   et	
   activer	
   la	
   transcription	
   de	
   gènes	
   de	
   plasticité	
   et	
   de	
   mémoire.	
   Une	
  

surexpression	
   de	
   dCREB2-­‐a	
   permet	
   la	
   formation	
   de	
   LTM	
   après	
   un	
   cycle	
   de	
  

conditionnement	
  aversif	
   (Yin	
  et	
   al.,	
   1995),	
   ce	
  qui	
   laisse	
  à	
  penser	
  que	
  dCREB	
  serait	
  un	
  

composant	
  limitant	
  de	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM.	
  	
  

Le	
  gène	
  crammer	
  code	
  une	
  protéine	
  agissant	
  comme	
  un	
   inhibiteur	
  des	
  cathepsines.	
  

Bien	
  qu’exprimé	
  dans	
  les	
  MB,	
  son	
  rôle	
  dans	
  la	
  LTM	
  se	
  déroule	
  dans	
  les	
  cellules	
  gliales	
  :	
  la	
  

LTM	
   est	
   affectée	
   si	
   crammer	
   est	
   surexprimé	
   dans	
   la	
   glie,	
   et	
   les	
   drosophiles	
   sauvages	
  

présentent	
   une	
   diminution	
   du	
   mRNA	
   crammer	
   3	
   h	
   après	
   5	
   cycles	
   espacés	
   de	
  

conditionnement	
  aversif	
  (Comas	
  et	
  al.,	
  2004).	
  A	
  partir	
  de	
  ces	
  résultats,	
  deux	
  hypothèses	
  

sont	
  apparues	
  :	
  soit	
  crammer	
  est	
  sécrété	
  par	
  les	
  cellules	
  gliales	
  pour	
  agir	
  sur	
  les	
  MB,	
  soit	
  

il	
  n’a	
  une	
  action	
  que	
  sur	
  les	
  cellules	
  gliales	
  qui	
  répriment	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  (Isabel	
  

and	
  Preat,	
  2008).	
  

Enfin	
  le	
  gène	
  tequila	
  est	
  considéré	
  comme	
  spécifique	
  de	
  la	
  LTM.	
  C’est	
  un	
  homologue	
  

de	
   la	
   neurotrypsin,	
   dont	
   les	
   mutations	
   sont	
   associées	
   chez	
   l’homme	
   à	
   des	
   retards	
  

mentaux.	
   tequila	
   code	
   une	
   sérine-­‐protéase	
   exprimée	
   dans	
   les	
   MB	
   adultes.	
   Son	
  

expression	
   augmente	
   plus	
   de	
   30	
   fois	
   4	
   h	
   après	
   5	
   cycles	
   espacés	
   de	
   conditionnement	
  

aversif,	
  surtout	
  dans	
  le	
  pédoncule	
  des	
  MB	
  (Didelot	
  et	
  al.,	
  2006)	
  mais	
  son	
  rôle	
  exact	
  dans	
  

la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  est	
  encore	
  inconnu.	
  

La	
   transcription	
   des	
   gènes	
   crammer	
   et	
   tequila	
   est	
   strictement	
   régulée	
   après	
   un	
  

conditionnement	
  espacé.	
  On	
  peut	
  donc	
  supposer	
  que	
  ces	
  gènes	
  puissent	
  être	
  des	
  cibles	
  

de	
   CREB.	
   En	
   conclusion,	
   l’ensemble	
   de	
   ces	
   données	
   indique	
   l’importance	
   des	
  

mécanismes	
   de	
   régulation	
   de	
   la	
   transcription	
   pour	
   la	
   plasticité	
   requise	
   pour	
   la	
  

formation	
  de	
  la	
  LTM.	
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II.	
  Les	
  traces	
  mnésiques	
  

1)	
  Qu’est-­‐ce	
  qu’une	
  trace	
  mnésique	
  ?	
  

a)	
  Définition	
  

Certains	
   neurones	
   présentent	
   une	
   augmentation	
   transitoire	
   de	
   la	
   concentration	
  

intracellulaire	
  en	
  calcium	
  en	
  réponse	
  à	
  un	
  stimulus	
  non	
  conditionné.	
  Dans	
   le	
  cadre	
  du	
  

conditionnement	
   olfactif,	
   ce	
   stimulus	
   est	
   une	
   odeur.	
   Une	
   trace	
   mnésique	
   est	
   une	
  

modification	
  de	
  cette	
  réponse,	
  après	
  conditionnement	
  réalisé	
  avec	
  l’une	
  de	
  ces	
  odeurs	
  :	
  

cette	
   modification	
   peut	
   être	
   une	
   augmentation	
   ou	
   une	
   diminution	
   de	
   la	
   réponse	
  

calcique.	
   Il	
   est	
   supposé	
   que	
   les	
   neurones	
   pouvant	
   présenter	
   une	
   trace	
   mnésique	
  

répondent	
  aussi	
  bien	
  aux	
  odeurs	
  qu’aux	
  chocs	
  électriques.	
  

	
  

b)	
  Des	
  outils	
  d’imagerie	
  disponibles	
  

Pour	
   étudier	
   les	
   traces	
   mnésiques,	
   les	
   sondes	
   calciques	
   GCaMP	
   sont	
   le	
   plus	
   souvent	
  

utilisées.	
  En	
  développant	
  ces	
  sondes,	
  la	
  famille	
  GCaMP	
  s’est	
  diversifiée	
  pour	
  couvrir	
  les	
  

besoins	
   en	
   imagerie	
  :	
   certaines	
   ont	
   une	
   sensibilité	
   très	
   forte,	
   d’autres	
   présentent	
   très	
  

peu	
  de	
  bruit	
  de	
  fond,	
  d’autres	
  sont	
  plus	
  intenses	
  (Wachowiak	
  and	
  Knöpfel,	
  2009)…	
  	
  

	
  

c)	
  Conditionnement	
  utilisé	
  

Etant	
   donné	
   que	
   les	
   neurones	
   étudiés	
   répondent	
   aux	
   odeurs	
   et	
   aux	
   chocs,	
   pour	
  

distinguer	
  la	
  réponse	
  spécifique	
  après	
  conditionnement	
  de	
  la	
  réponse	
  simple	
  à	
  l’odeur,	
  

on	
  compare	
  deux	
   types	
  de	
   conditionnement	
  :	
  un	
  conditionnement	
  dit	
   apparié	
   (l’odeur	
  

est	
   délivrée	
   en	
   même	
   temps	
   que	
   les	
   chocs)	
   et	
   un	
   conditionnement	
   dit	
   non-­‐apparié	
  

(l’odeur	
   est	
   délivrée	
   après	
   les	
   chocs).	
   Cela	
   permet	
   de	
   différencier	
   l’effet	
   dû	
   aux	
  

modifications	
  causées	
  par	
  les	
  chocs	
  de	
  celles	
  qui	
  constituent	
  la	
  trace	
  mnésique.	
  

	
  

	
  

2)	
  Les	
  traces	
  spécifiques	
  de	
  la	
  LTM	
  	
  

a)	
  Dans	
  le	
  lobe	
  α	
  

Yu	
  et	
  collègues	
  ont	
  montré	
  en	
  2006	
  que	
  les	
  neurones	
  α	
  présentaient	
  une	
  trace	
  mnésique	
  

9	
  à	
  24	
  h	
  après	
  un	
  conditionnement	
  espacé	
   (Yu	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Cette	
   trace	
  est	
   spécifique	
  

d’un	
  conditionnement	
  5x	
  espacé,	
  dans	
  les	
  neurones	
  α.	
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Il	
   est	
   aussi	
   à	
   noter	
   que	
   cette	
   trace	
   dépend	
   du	
   gène	
   amnesiac	
  :	
   les	
   mutants	
   amn	
  

présentent	
  un	
  défaut	
  de	
  LTM	
  et	
  ne	
  forment	
  de	
  trace	
  mnésique	
  ni	
  à	
  9	
  h,	
  ni	
  à	
  24h.	
  

	
  

b)	
  Dans	
  le	
  lobe	
  γ	
  :	
  un	
  résultat	
  controversé	
  

Akalal	
  et	
  collègues	
  (2010)	
  ont	
  présenté	
  un	
  rôle	
  des	
  neurones	
  γ	
  dans	
  la	
  LTM,	
  ainsi	
  que	
  la	
  

présence	
  d’une	
  trace	
  mnésique	
  18	
  à	
  48	
  h	
  après	
  un	
  conditionnement	
  5x	
  espacé	
  dans	
  ces	
  

neurones.	
  Ce	
  résultat	
  est	
  controversé	
  car	
  l’implication	
  des	
  neurones	
  γ	
  dans	
  la	
  formation	
  

de	
  la	
  LTM	
  a	
  été	
  réfutée	
  par	
  plusieurs	
  articles	
  (Isabel	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Bouzaiane	
  et	
  al.,	
  2015).	
  

	
  

	
  

3)	
  Les	
  traces	
  spécifiques	
  de	
  la	
  MTM	
  	
  

a)	
  Dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  

La	
   première	
   trace	
   décrite	
   associée	
   à	
   la	
   formation	
   de	
   la	
  MTM	
   a	
   été	
   observée	
   dans	
   les	
  

neurones	
  DPM	
  entre	
  30	
  min	
  et	
  1	
  h	
  après	
  conditionnement	
  (Yu	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Cette	
  trace	
  

dépendrait	
  de	
  la	
  fonction	
  du	
  gène	
  amnesiac	
  puisque	
  les	
  mutants	
  amn	
  ne	
  présentent	
  pas	
  

cette	
   trace	
  30	
  min	
  après	
  conditionnement,	
  alors	
  qu’elle	
  réapparait	
  si	
   le	
  gène	
  amnesiac	
  

est	
  réexprimé	
  grâce	
  au	
  driver	
  c316.	
  

	
  

b)	
  Dans	
  les	
  neurones	
  MB-­‐V2	
  

Séjourné	
  et	
  collègues	
  en	
  2011	
  ont	
  observé	
  une	
  trace	
  mnésique	
  dans	
  les	
  neurones	
  MB-­‐V2	
  

3	
  h	
  après	
  conditionnement	
  (Séjourné	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Ces	
  neurones	
  sont	
  efférents	
  aux	
  MB	
  

et	
   sont	
   cholinergiques.	
   Cette	
   trace	
   est	
   différente	
   de	
   celles	
   observées	
   dans	
   d’autres	
  

neurones	
  :	
   elle	
   ne	
   se	
   présente	
   pas	
   sous	
   la	
   forme	
   d’une	
   augmentation	
   de	
   la	
   réponse	
   à	
  

l’odeur	
   utilisée	
   lors	
   du	
   conditionnement,	
   mais	
   sous	
   la	
   forme	
   d’une	
   diminution	
   de	
   la	
  

réponse	
   à	
   l’odeur.	
   Il	
   s’agit	
   de	
   la	
   seule	
   trace	
  mnésique	
   «	
  inhibitrice	
  »	
   observée	
   jusqu’à	
  

présent.	
  

	
  

c)	
  Etonnamment	
  aucune	
  trace	
  mnésique	
  associée	
  à	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  n’a	
  

encore	
  été	
  décrite	
  dans	
  les	
  MB	
  

Pour	
  l’instant,	
  aucune	
  trace	
  mnésique	
  n’a	
  été	
  observée	
  dans	
  les	
  MB	
  pour	
  la	
  MTM.	
  Etant	
  

donné	
   que	
   les	
   neurones	
   α/β	
   sont	
   impliqués	
   dans	
   cette	
   phase	
   de	
   mémoire,	
   il	
   serait	
  

intéressant	
  de	
  rechercher	
  la	
  présence	
  d’une	
  trace	
  dans	
  ces	
  neurones.	
  Il	
  est	
  possible	
  que	
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cette	
  recherche	
  ait	
  été	
   tentée,	
  mais	
  à	
  un	
  temps	
  ne	
  permettant	
  pas	
  son	
  observation,	
  ou	
  

que	
   les	
   sondes	
   utilisées	
   n’aient	
   pas	
   eu	
   les	
   caractéristiques	
   nécessaires	
   pour	
   observer	
  

cette	
  modification	
  de	
  la	
  réponse	
  à	
  l’odeur.	
  

	
  

	
  

4)	
   Une	
   trace	
  mnésique	
   de	
   la	
   STM	
   observée	
   dans	
   les	
   neurones	
   de	
   projection	
   des	
  

voies	
  olfactives	
  (dans	
  les	
  lobes	
  antennaires)	
  

La	
  seule	
  trace	
  de	
  STM	
  décrite	
  à	
  ce	
  jour	
  apparaît	
  dans	
  les	
  lobes	
  antennaires	
  entre	
  3	
  et	
  10	
  

min	
   après	
   conditionnement	
   (Yu	
   et	
   al.,	
   2004).	
   Avant	
   conditionnement,	
   seuls	
   certains	
  

neurones	
   de	
   projection	
   répondent	
   à	
   une	
   odeur	
   précise	
   selon	
   un	
   pattern	
   stéréotypé.	
  

Après	
  conditionnement,	
  la	
  présentation	
  de	
  cette	
  odeur	
  active	
  un	
  plus	
  grand	
  nombre	
  de	
  

neurones.	
  De	
  nouveaux	
  neurones	
  de	
  projection	
  sont	
  recrutés	
  à	
  ce	
  niveau	
  pour	
  répondre	
  

au	
  CS+.	
  Cette	
  observation	
  a	
  permis	
  de	
  proposer	
  l’hypothèse	
  que	
  l’intégration	
  de	
  l’odeur	
  

et	
  des	
  chocs	
  se	
  ferait	
  en	
  premier	
  lieu	
  dans	
  les	
  lobes	
  antennaires.	
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III.	
   Rôles	
   de	
   l’Amyloid	
   Precursor	
   Protein	
   (APP)	
   et	
   des	
   peptides	
  

amyloïdes	
  

1)	
  La	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  

La	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  est	
  un	
  trouble	
  neurodégénératif	
  décrite	
  par	
  Aloïs	
  Alzheimer	
  en	
  

1906	
  (observations	
  parues	
  en	
  1995	
  dans	
  l’article	
  de	
  Stelzmann	
  et	
  al.	
  (1995)	
  traduit	
  de	
  

«	
  Über	
   eine	
   eigenartige	
   Erkrankung	
   der	
   Hirnrinde	
  »	
   de	
   1906).	
   La	
   première	
  

manifestation	
   clinique	
   est	
   la	
   perte	
   des	
   souvenirs	
   récents,	
   et	
   elle	
   évolue	
   vers	
   une	
  

altération	
   de	
   toutes	
   les	
   capacités	
   mnésiques	
   et	
   la	
   détérioration	
   progressive	
   de	
   la	
  

condition	
   cognitive	
   menant	
   ultimement	
   au	
   décès.	
   L’âge	
   étant	
   le	
   premier	
   facteur	
   de	
  

risque	
  de	
  la	
  maladie,	
  et	
  compte	
  tenu	
  de	
  l’allongement	
  de	
  l’espérance	
  de	
  vie,	
  la	
  recherche	
  

de	
   traitements	
   apparaît	
   comme	
  un	
   enjeu	
   de	
   société	
  majeur	
   (pour	
   revue,	
   Bekris	
   et	
   al.,	
  

2010).	
  	
  

Histologiquement,	
   deux	
   types	
   de	
   lésions	
   caractéristiques	
   sont	
   observables	
   chez	
   les	
  

patients	
  :	
   des	
   dégénérescences	
   neurofibrillaires	
   dues	
   à	
   des	
   inclusions	
   filamenteuses	
  

constituées	
  de	
  protéines	
  Tau	
  hyperphosphorylées	
  dans	
  le	
  cytoplasme	
  de	
  neurones,	
  et	
  la	
  

présence	
  de	
  plaques	
  dites	
  amyloïdes	
  composées	
  d’agrégats	
  extracellulaires	
  de	
  peptides	
  

amyloïdes-­‐β	
  (Aβ)	
  (pour	
  revue,	
  Querfurth	
  and	
  LaFerla,	
  2010).	
  

Il	
   existe	
  deux	
   formes	
  de	
   la	
  maladie	
  :	
   une	
   forme	
   sporadique,	
   très	
  majoritaire,	
   qui	
   se	
  

manifeste	
   essentiellement	
   après	
   60	
   ans,	
   et	
   une	
   forme	
   héréditaire,	
   apparaissant	
   plus	
  

précocement.	
   Les	
   formes	
   sporadiques	
   présentent	
   une	
   composante	
   génétique,	
   souvent	
  

un	
   allèle	
   apportant	
   une	
   susceptibilité	
   à	
   la	
   maladie	
   (l’allèle	
   Apolipoprotéine	
   E4,	
   ou	
  

ApoE4,	
  présent	
  dans	
  10	
  à	
  20	
  %	
  de	
  la	
  population	
  par	
  exemple),	
  ainsi	
  qu’une	
  composante	
  

environnementale,	
   comme	
   l’exposition	
   à	
   l’aluminium,	
   le	
   diabète,	
   les	
   maladies	
  

cardiovasculaires…	
  Il	
  est	
  intéressant	
  de	
  noter	
  que	
  certains	
  facteurs	
  environnementaux,	
  

comme	
  la	
  consommation	
  régulière	
  d’antioxydants,	
  l’activité	
  physique	
  et	
  les	
  interactions	
  

sociales	
   régulières,	
   permettent	
   de	
   réduire	
   l’incidence	
   de	
   la	
   maladie	
   (pour	
   revue,	
  

Stozická	
  et	
  al.,	
  2007).	
  	
  

Les	
  formes	
  héréditaires	
  sont	
  très	
  rares	
  (moins	
  de	
  0,1	
  %	
  des	
  cas)	
  et	
  sont	
  dues	
  à	
  une	
  

mutation	
   autosomique	
   dominante	
   présente	
   sur	
   le	
   gène	
   codant	
   l’Amyloïd	
   Precursor	
  

Protein	
   (APP),	
   ou	
   les	
   gènes	
   codant	
   les	
   présénilines	
   1	
   et	
   2	
   (pour	
   revue,	
   Bekris	
   et	
   al.,	
  

2010).	
   Leur	
   symptomatologie	
   est	
   similaire	
   à	
   celle	
   des	
   formes	
   sporadiques,	
   mais	
   plus	
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agressive.	
   L’étude	
   des	
   formes	
   héréditaires	
   sert	
   de	
   base	
   pour	
   la	
   compréhension	
   des	
  

mécanismes	
   moléculaires	
   et	
   des	
   dysfonctionnements	
   neuronaux	
   responsables	
   de	
   la	
  

maladie.	
  

	
  

	
  

2)	
  APP,	
  un	
  acteur	
  majeur	
  de	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  

Les	
  mutations	
  du	
  gène	
  APP	
  sont	
   impliquées	
  dans	
  15	
  à	
  20	
  %	
  des	
  cas	
  héréditaires	
  de	
   la	
  

maladie	
   d’Alzheimer.	
   Sachant	
   qu’APP	
   est	
   présent	
   sur	
   le	
   chromosome	
   21,	
   il	
   est	
  

intéressant	
  de	
  noter	
  que	
  les	
  personnes	
  souffrant	
  du	
  syndrome	
  de	
  Down,	
  ou	
  trisomie	
  21,	
  

développent	
   précocement	
   une	
   démence	
   de	
   type	
  maladie	
   d’Alzheimer.	
   La	
  majorité	
   des	
  

autres	
  mutations	
  impliquées	
  dans	
  cette	
  maladie	
  concerne	
  les	
  gènes	
  de	
  présénilines	
  1	
  et	
  

2	
  qui	
  font	
  partie	
  du	
  complexe	
  protéique	
  de	
  la	
  γ-­‐sécrétase.	
  Ces	
  mutations	
  provoquent	
  une	
  

augmentation	
   de	
   la	
   protéolyse	
   d’APP,	
   ce	
   qui	
   conduit	
   à	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
  

production	
  de	
  différents	
  produits	
  pouvant	
  avoir	
  des	
  rôles	
  toxiques,	
  comme	
  les	
  peptides	
  

Aβ,	
  principaux	
  composants	
  des	
  plaques	
  amyloïdes.	
  	
  	
  

	
  Par	
  conséquent,	
   la	
  protéine	
  APP	
  a	
  été	
  placée	
  comme	
  acteur	
  central	
  et	
  majeur	
  de	
   la	
  

maladie	
  d’Alzheimer.	
  

	
  

a)	
  APP	
  chez	
  les	
  mammifères	
  

Les	
  mammifères	
  possèdent	
  2	
  homologues	
  du	
  gène	
  APP	
  :	
  APP-­‐Like	
  Protein	
  (APLP)	
  1	
  et	
  2.	
  

Les	
  gènes	
  APP,	
  APLP1	
  et	
  APLP2	
  présentent	
  des	
  fonctions	
  redondantes,	
  et	
   le	
  knock-­‐out	
  

des	
  3	
  gènes	
  chez	
  la	
  souris	
  est	
  létal	
  (Heber	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Herms	
  et	
  al.,	
  2004),	
  compliquant	
  

ainsi	
   l’étude	
  exacte	
  des	
   fonctions	
  d’APP.	
  Ce	
  gène	
  a	
  été	
   fortement	
  conservé	
  au	
  cours	
  de	
  

l’évolution.	
  Il	
  est	
  principalement	
  connu	
  pour	
  être	
  le	
  précurseur	
  des	
  peptides	
  Aβ.	
  	
  

APP	
   est	
   une	
   protéine	
   membranaire	
   de	
   type	
   I	
   avec	
   un	
   seul	
   domaine	
  

transmembranaire,	
   une	
   large	
   région	
   ectoplasmique	
   N-­‐terminale	
   et	
   une	
   région	
   C-­‐

terminale	
  cytoplasmique	
  plus	
  courte.	
  La	
  région	
  ectoplasmique	
  est	
  composée	
  de	
  2	
  grands	
  

domaines,	
   E1	
   et	
   E2,	
   séparés	
   par	
   un	
   domaine	
   inhibiteur	
   de	
   protéase	
   Kunit	
   (KPI)	
  :	
   E1	
  

contient	
  des	
  domaines	
  de	
  liaison	
  à	
  l’héparine	
  de	
  type	
  facteur	
  de	
  croissance	
  (HBD/GFLD),	
  

ainsi	
  que	
  des	
  domaines	
  de	
  liaison	
  à	
  des	
  métaux	
  comme	
  le	
  cuivre	
  et	
  le	
  zinc,	
  alors	
  que	
  E2	
  

ne	
   présente	
   qu’un	
   domaine	
   HBD/GFLD.	
   La	
   partie	
   cytoplasmique	
   contient	
   un	
   motif	
  

d’interaction	
   protéique	
   YENPTY,	
   qui	
   semble	
   impliqué	
   dans	
   de	
   nombreuses	
   fonctions	
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d’APP	
  et	
  qui	
  pourrait	
  permettre	
  son	
   internalisation	
  (Figure	
  19,	
   Jacobsen	
  and	
  Iverfeldt,	
  

2009).	
  

	
  

	
  

Figure	
  19	
  :	
  Illustration	
  schématique	
  de	
  l’organisation	
  des	
  domaines	
  de	
  la	
  famille	
  d’APP	
  (Jacobsen	
  

and	
  Iverfeldt,	
  2009).	
  	
  

Tous	
  les	
  membres	
  de	
  la	
  famille	
  d’APP	
  contiennent	
  un	
  domaine	
  de	
  liaison	
  à	
  l’héparine/de	
  type	
  facteur	
  de	
  

croissance	
   (HBD/GFLD),	
   des	
   domaines	
   de	
   liaison	
   au	
   cuivre	
   et	
   au	
   zinc	
   (CuBD	
   et	
   ZnBD),	
   un	
   domaine	
  

acidique	
  (DE)	
  et	
  un	
  motif	
  d’interaction	
  protéique	
  (YENPTY)	
  en	
  C-­‐terminal.	
  

	
  

APP	
  est	
  principalement	
  présente	
  dans	
  les	
  neurones	
  mais	
  aussi	
  dans	
  d’autres	
  tissus.	
  Il	
  

existe	
  3	
  isoformes	
  majeures	
  d’APP	
  :	
  APP695,	
  751	
  et	
  770	
  (Jacobsen	
  and	
  Iverfeldt,	
  2009).	
  

APP	
   peut	
   subir	
   de	
   nombreuses	
   modifications	
   post-­‐traductionnelles	
   en	
   fonction	
   de	
  

différents	
   stimuli,	
   comme	
   le	
   stress	
   cellulaire,	
   	
  dont	
   la	
   présence	
   permet	
   de	
  moduler	
   le	
  

clivage	
  d’APP	
  par	
  l’une	
  ou	
  l’autre	
  des	
  sécrétases	
  (Jacobsen	
  and	
  Iverfeldt,	
  2009).	
  	
  

	
  

b)	
  Maturation	
  de	
  la	
  protéine	
  APP	
  

La	
   protéine	
   APP	
   peut	
   être	
   clivée	
   selon	
   deux	
   voies	
   de	
   maturation	
  :	
   la	
   voie	
  

amyloïdogénique,	
  principalement	
  connue	
  pour	
  produire	
  des	
  peptides	
  Aβ,	
  et	
  la	
  voie	
  non	
  

amyloïdogénique,	
   provoquant	
   la	
   libération	
   de	
   la	
   partie	
   sécrétée	
   sAPPα	
   dont	
   de	
  

nombreuses	
   publications	
   pointent	
   le	
   rôle	
   neuroprotecteur	
   (Müller	
   and	
   Zheng,	
   2012).	
  

Lors	
   de	
   ces	
   deux	
   voies,	
   des	
   clivages	
   séquentiels	
   d’APP	
   ont	
   lieu	
   permettant	
   de	
   libérer	
  

différents	
   produits.	
   Ces	
   clivages	
   sont	
   réalisés	
   par	
   des	
   sécrétases	
  :	
   d’abord	
   par	
   l’α-­‐

sécrétase,	
   appartenant	
   à	
   la	
   famille	
   des	
   métalloprotéinases	
   ADAM,	
   ou	
   la	
   β-­‐sécrétase,	
  

Sequencing of Ab subsequently led to the molecular

cloning of the longer precursor protein APP [1]. APP was
originally proposed to be a receptor, and there is increasing

evidence supporting this view, as will be discussed in more

detail below.
The accumulation of Ab, which is produced through

sequential cleavage of APP (reviewed in [10]), is consid-

ered to cause AD pathology and to induce the formation of
neurofibrillary tangles, cell loss, vascular damage, and

dementia [11]. The hypothesis is supported by the fact that
the mutations causing familial early onset forms of AD

occur either in APP or in presenilin-1 or -2 (PS1 or PS2),

which are involved in the processing of APP. Most of these
mutations increase the production and/or accumulation of,

in particular, Ab42. It is also known that patients with

Down’s syndrome, caused by trisomy of chromosome 21,
which contains the APP gene, develop AD-like pathology

[12].

The APP family

All APP family members are type 1 integral membrane

proteins, with a single membrane-spanning domain, a large

ectoplasmic N-terminal region and a shorter cytoplasmic
C-terminal region (cf. [1, 13]). The APP sequence can be

divided into multiple distinct domains (Fig. 1). The ecto-

plasmic region of APP, which constitutes the major part of

the protein, can be divided into the E1 and E2 domains

(reviewed in [14]). The E1 domain can be further divided
into a number of subdomains, including a heparin-binding/

growth-factor-like domain (HFBD/GFLD), a copper-bind-

ing domain (CuBD) and a zinc-binding domain (ZnBD).
The E1 domain is followed by an acidic region rich in

aspartic acid and glutamic acid (DE) and a Kunitz protease

inhibitor domain (KPI; not present in APP695). The E2
region consists of another HFBD/GFLD and a random coil

(RC) region. The cytoplasmic region of APP contains a
protein interaction motif, namely the YENPTY sequence

(including the NPXY internalization signal), which is

conserved in all APP homologues. The sequences of all
APP homologues can be divided into similar domain

structures as APP (Fig. 1).

There are three major isoforms of mammalian APP:
APP695, APP751, and APP770. Alternative splicing of

APLP2 also produces multiple protein isoforms, while only

one form of APLP1 has been detected. The main difference
between the APP isoforms is the presence or absence of the

KPI domain and a chondroitin sulfate glycosaminoglycan

(CS GAG) attachment site. This is also the case for the
APLP2 isoforms. APLP1 consists of 650 amino acids and

lacks both the KPI domain and the CS GAG attachment

site [2, 15]. APP and APLP2 are ubiquitously expressed.
However, the different isoforms can be preferentially

expressed in different cell types, such as the 695-amino-

acid-long isoform of APP, which is mainly found in cells of

Fig. 1 Schematic illustration of
the domain organization of APP
and its homologues. All
members of the APP family
contain heparin-binding/growth-
factor-like domains (HBD/
GFLD), copper- and zinc-
binding domains (CuBD and
ZnBD), an acidic domain (DE),
and a protein interaction motif
(YENPTY) in the C-terminal

2300 K. T. Jacobsen, K. Iverfeldt
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BACE,	
   puis,	
   dans	
   un	
   second	
   temps,	
   par	
   la	
   γ-­‐sécrétase,	
   complexe	
   protéique	
   composé	
  

entre	
  autres	
  des	
  présenilines	
  1	
  et	
  2	
  (PS1	
  et	
  2).	
  

Dans	
   la	
   voie	
   non	
   amyloïdogénique,	
   APP	
   est	
   d’abord	
   clivée	
   par	
   l’α-­‐sécrétase	
   pour	
  

libérer	
  le	
  sAPPα	
  extracellulaire	
  et	
  un	
  fragment	
  α-­‐CTF	
  membranaire	
  qui	
  va	
  être	
  ensuite	
  

clivé	
   par	
   la	
   γ-­‐sécrétase	
   pour	
   générer	
   un	
   fragment	
   p3	
   extracellulaire	
   et	
   un	
   fragment	
  

intracellulaire	
  (APP	
  IntraCellular	
  Domain,	
  AICD).	
  Lors	
  de	
  la	
  voie	
  amyloïdogénique,	
  APP	
  

est	
   clivée	
   par	
   la	
   β-­‐sécrétase	
   pour	
   former	
   un	
   fragment	
   extracellulaire	
   sAPPβ,	
   et	
   un	
  

fragment	
  membranaire	
  β-­‐CTF	
  qui	
  est	
  clivé	
  ensuite	
  par	
  la	
  γ-­‐sécrétase	
  pour	
  produire	
  un	
  

fragment	
  extracellulaire	
  Aβ	
  et	
  un	
  AICD	
  (Figure	
  20).	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  20	
  :	
  Les	
  clivages	
  séquentiels	
  d’APP	
  se	
  produisent	
  suivant	
  2	
  voies	
  (adapté	
  de	
  Nalivaeva	
  and	
  

Turner,	
  2013).	
  	
  

La	
  voie	
  non	
  amyloïdogénique	
  d’APP	
  est	
  initiée	
  par	
  un	
  clivage	
  par	
  l’α-­‐sécrétase,	
  suivi	
  d’un	
  clivage	
  par	
  la	
  γ-­‐

sécrétase.	
  La	
  voie	
  amyloïdogénique	
  est	
  initiée	
  par	
  l’activité	
  de	
  la	
  β-­‐sécrétase	
  BACE1,	
  suivie	
  par	
  celle	
  de	
  la	
  

γ-­‐sécrétase.	
   Ces	
   deux	
   voies	
   génèrent	
   des	
   ectodomaines	
   solubles	
   (sAPPα	
   et	
   sAPPβ)	
   et	
   un	
   fragment	
  

intracellulaire	
   identique	
   AICD.	
   L’AICD	
   produit	
   par	
   la	
   voie	
   non	
   amyloïdogénique	
   est	
   dégradé	
   par	
   une	
  

peptidase,	
   l’IDE,	
   dès	
   sa	
   libération	
   dans	
   le	
   cytoplasme,	
   alors	
   que	
   l’AICD	
   produit	
   par	
   la	
   voie	
  

amyloïdogénique	
  est	
  importé	
  dans	
  le	
  noyau	
  où	
  il	
   jouerait	
  un	
  rôle	
  pour	
  l’activation	
  de	
  la	
  transcription	
  de	
  

différents	
  gènes.	
  Seule	
  la	
  voie	
  amyloïdogénique	
  permet	
  de	
  produire	
  des	
  peptides	
  Aβ.	
  

	
  

proteolytic pathways and their aberrant actions in AD are fully
described in this issue [41] and here we will focus on the APP iso-
forms and the generation of the intracellular domain of APP (AICD)
and its physiological and pathological actions, particularly in sig-
nalling from membrane to nucleus through epigenetic modulation
of gene expression.

4. APP and normal brain functions

Although still not fully understood, the role of APP in normal
functioning of the brain and other organs had been intensively
studied. The protein sequence analysis of the APP superfamily
members strongly suggests that the normal function of APP relates
to cell–cell interaction and cell–substrate adhesion [11,42] consis-
tent with a role in development. Several recent studies confirmed
that, in developing brain, APP is required for neuronal precursor
cells to migrate correctly in the nascent cortical plate [43] and that
this effect of APP requires its interaction with products of other
proteins, DISC-1, and Disabled-1 [44]. The most recent data also
suggest that pancortins, proteins expressed in developing and ma-
ture brain cortex and reducing the activity of b-secretase, interact
with APP promoting neuronal cell migration [45]. APP was also
shown to play an important role in cell cycle progression of neural
stem cells, through the interaction of APP with amyloid precursor
protein binding protein-1 (APP-BP1). In rat, substantial expression
of both APP-BP1 and APP was observed in embryonic brain and in
the early postnatal period (up to P12) with only low levels of APP-
BP1 found in the adult brain [46]. During embryogenesis the
APP695 isoform was shown to be the major form involved in
embryonic brain maturation [47]. Apart from brain development,
APP is also required for formation of neuromuscular junctions
where APP co-localises with acetylcholine receptors [48].

APP has many other interacting proteins and the APP interac-
tome may play important roles in regulating its trafficking, pro-
cessing and signaling effects [49]. The increase of APP levels
during synaptogenesis suggests a functional role of this protein
in the process of neuronal network formation. Confocal micro-
scopic analyses in primary neurons showed colocalization of APP
with synaptic vesicle proteins among which synaptotagmin-1, a
resident synaptic vesicle protein, directly binds to APP. This

allowed the authors to suggest that APP interacts with the calcium
sensor of synaptic vesicles and as such might play a role in the reg-
ulation of synaptic vesicle exocytosis [50].

One of the important neuronal functions recently described for
APP is to maintain neuronal calcium homeostasis and cell oscilla-
tions which is essential for synaptic transmission and neuronal
networking [51]. This was based on the observation that APP
over-expression inhibits spontaneous synchronous calcium oscilla-
tions in rat cortical neurones in culture and that phosphorylation
of T668 in the APP intracellular domain is needed for this effect
[52]. The role of APP in learning and memory is substantiated by
studies showing that regulation of its level of expression can mod-
ulate synaptic spine density, which is mediated predominantly via
its soluble, a-cleaved APP ectodomain (sAPPa) [53,54]. Further-
more, both APP and APLP2 are essential at PNS and CNS synapses
for spatial learning and long-term potentiation (LTP) [55].

In adult brain APP has been also suggested to play an important
role in axonal outgrowth and restoration of neuronal functions
after injury. Thus, in the Drosophila head injury model, APP was
shown to be up-regulated up to 7 days after the impact [56] and
this observation was confirmed in APP overexpressing mice which
had more efficient sciatic nerve regeneration after injury due to
better organisation of regenerating fibres. In these mice, APP was
also shown to prevent neuropathic pain [57].

Among numerous physiological functions ascribed to APP, one
is related to its ferroxidase and iron-trafficking properties suggest-
ing that some neurotrophic properties of APP and its fragments
could be mediated by iron regulation [58]. On the other hand, iron
regulates APP mRNA expression suggesting a role for iron in the
metabolism of APP [59]. Similarly, it was shown that copper can
regulate APP expression and supporting a hypothesis on a role
for APP in copper homeostasis. Both iron and copper-regulated
APP expression were suggested as potential therapeutic targets
in AD [60].

Reconstitution experiments with APP695 suggested that APP can
act as a receptor-like protein that could operate through a G pro-
tein [61] and regulation of Go GTPase activity by APP was con-
firmed by Brouillet and colleagues [62]. More recent work
suggested that neurotoxicity of Ab is mediated by a mechanism
that involves APP-dependent Go protein activation and that a

Fig. 2. Proteolytic processing of APP and generation of functionally active AICD. The b-,c-secretase amyloidogenic pathway principally mediates the nuclear signalling by
AICD. Some of the genes reported to be regulated by AICD are indicated. For a more complete listing, see [37,80]. sAPPa, soluble form of APP produced by a-secretase
cleavage; sAPPb, soluble form of APP produced by b-secretase cleavage.
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members strongly suggests that the normal function of APP relates
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this effect of APP requires its interaction with products of other
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suggest that pancortins, proteins expressed in developing and ma-
ture brain cortex and reducing the activity of b-secretase, interact
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APP has many other interacting proteins and the APP interac-
tome may play important roles in regulating its trafficking, pro-
cessing and signaling effects [49]. The increase of APP levels
during synaptogenesis suggests a functional role of this protein
in the process of neuronal network formation. Confocal micro-
scopic analyses in primary neurons showed colocalization of APP
with synaptic vesicle proteins among which synaptotagmin-1, a
resident synaptic vesicle protein, directly binds to APP. This

allowed the authors to suggest that APP interacts with the calcium
sensor of synaptic vesicles and as such might play a role in the reg-
ulation of synaptic vesicle exocytosis [50].

One of the important neuronal functions recently described for
APP is to maintain neuronal calcium homeostasis and cell oscilla-
tions which is essential for synaptic transmission and neuronal
networking [51]. This was based on the observation that APP
over-expression inhibits spontaneous synchronous calcium oscilla-
tions in rat cortical neurones in culture and that phosphorylation
of T668 in the APP intracellular domain is needed for this effect
[52]. The role of APP in learning and memory is substantiated by
studies showing that regulation of its level of expression can mod-
ulate synaptic spine density, which is mediated predominantly via
its soluble, a-cleaved APP ectodomain (sAPPa) [53,54]. Further-
more, both APP and APLP2 are essential at PNS and CNS synapses
for spatial learning and long-term potentiation (LTP) [55].

In adult brain APP has been also suggested to play an important
role in axonal outgrowth and restoration of neuronal functions
after injury. Thus, in the Drosophila head injury model, APP was
shown to be up-regulated up to 7 days after the impact [56] and
this observation was confirmed in APP overexpressing mice which
had more efficient sciatic nerve regeneration after injury due to
better organisation of regenerating fibres. In these mice, APP was
also shown to prevent neuropathic pain [57].

Among numerous physiological functions ascribed to APP, one
is related to its ferroxidase and iron-trafficking properties suggest-
ing that some neurotrophic properties of APP and its fragments
could be mediated by iron regulation [58]. On the other hand, iron
regulates APP mRNA expression suggesting a role for iron in the
metabolism of APP [59]. Similarly, it was shown that copper can
regulate APP expression and supporting a hypothesis on a role
for APP in copper homeostasis. Both iron and copper-regulated
APP expression were suggested as potential therapeutic targets
in AD [60].

Reconstitution experiments with APP695 suggested that APP can
act as a receptor-like protein that could operate through a G pro-
tein [61] and regulation of Go GTPase activity by APP was con-
firmed by Brouillet and colleagues [62]. More recent work
suggested that neurotoxicity of Ab is mediated by a mechanism
that involves APP-dependent Go protein activation and that a

Fig. 2. Proteolytic processing of APP and generation of functionally active AICD. The b-,c-secretase amyloidogenic pathway principally mediates the nuclear signalling by
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Les	
   deux	
   voies	
   de	
   protélolyse	
   permettent	
   donc	
   la	
   libération	
   du	
   fragment	
   AICD.	
  

Néanmoins,	
   l’AICD	
   produit	
   par	
   la	
   voie	
   non	
   amyloide,	
   et	
   celui	
   produit	
   par	
   la	
   voie	
  

amyloide,	
  auraient	
  des	
  destins	
  différents	
  :	
  le	
  premier	
  serait	
  dégradé	
  peu	
  de	
  temps	
  après	
  

sa	
   libération	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   membrane	
   cellulaire	
   où	
   se	
   produit	
   la	
   coupure	
   par	
   l’α-­‐

sécrétase	
   (Figure	
   21),	
   alors	
   que	
   le	
   deuxième,	
   libéré	
   des	
   endosomes	
   où	
   se	
   produit	
   la	
  

coupure	
   par	
   la	
   β-­‐sécrétase	
   (Figure	
   21),	
   se	
   lierait	
   à	
   diverses	
   protéines	
   avant	
   d’être	
  

transporté	
  dans	
   le	
  noyau	
   (Figure	
  20).	
  L’AICD	
   jouerait	
  un	
   rôle	
  dans	
   la	
   transcription	
  de	
  

nombreux	
   gènes,	
   dont	
   APP	
   lui-­‐même,	
   et	
   d’autres	
   codant	
   des	
   enzymes	
   de	
   dégradation	
  

des	
  peptides	
  Aβ,	
  ainsi	
  que	
  des	
  protéines	
  impliquées	
  dans	
  différents	
  mécanismes	
  (GSK3β,	
  

EFGR,	
   p53…).	
   Le	
   statut	
   de	
   phosphorylation	
   d’APP	
   au	
   niveau	
   du	
   motif	
   YENPTY	
  

d’internalisation	
   nucléaire	
   contenu	
   dans	
   la	
   séquence	
   d’AICD	
   modulerait	
   l’interaction	
  

d’AICD	
  avec	
  des	
  adaptateurs	
  nucléaires	
  (Zheng	
  and	
  Koo,	
  2011).	
  	
  

Les	
  rôles	
  d’autres	
  métabolites	
   issus	
  de	
   la	
  maturation	
  d’APP	
  ont	
  pu	
  être	
  décrits	
  :	
  par	
  

exemple,	
  sAPPβ	
  peut	
  se	
   lier	
  à	
  un	
  récepteur	
  et	
  activer	
   la	
  transcription	
  de	
  gènes	
  comme	
  

transthyrethin	
   (TTR),	
   codant	
   une	
   protéine	
   séquestrant	
   les	
   peptides	
   amyloïdes,	
   ou	
  

Klotho,	
  impliqué	
  dans	
  le	
  vieillissement.	
  Ce	
  métabolite	
  est	
  aussi	
  impliqué	
  dans	
  la	
  réponse	
  

apoptotique	
   des	
   neurones	
   en	
   l’absence	
   de	
   facteurs	
   neurotrophiques	
   (Zheng	
   and	
   Koo,	
  

2011).	
   Il	
  a	
  aussi	
  été	
  montré	
  qu’APP	
  était	
   requis	
  comme	
  récepteur	
  cargo	
  aux	
  kinésines	
  

pour	
   les	
  vésicules	
  de	
   transport	
   lors	
  du	
   transport	
  axonal	
   (Neve	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Zheng	
  and	
  

Koo,	
  2006).	
  

Chez	
   les	
   patients	
   atteints	
   de	
   la	
   maladie	
   d’Alzheimer,	
   ainsi	
   que	
   chez	
   les	
   animaux	
  

modèles,	
   des	
   peptides	
   Aβ	
   ont	
   pu	
   être	
   observés	
   aussi	
   bien	
   dans	
   le	
   compartiment	
  

extracellulaire	
  que	
  dans	
  le	
  compartiment	
  intracellulaire.	
  	
  La	
  génération	
  de	
  ces	
  peptides	
  

se	
   faisant	
   dans	
   les	
   endosomes,	
   il	
   a	
   été	
   supposé	
   que	
   les	
   endosomes	
   contenant	
   les	
  

peptides	
  puissent	
  soit	
  fusionner	
  avec	
  la	
  membrane	
  pour	
  libérer	
  des	
  peptides	
  Aβ	
  dans	
  le	
  

milieu	
  extracellulaire,	
  soit	
  rester	
  dans	
  le	
  cytoplasme,	
  ou	
  encore	
  fusionner	
  avec	
  l’appareil	
  

de	
   Golgi,	
   ce	
   qui	
   permettrait	
   une	
   accumulation	
   de	
   peptides	
   Aβ	
   intracellulaires	
   (Figure	
  

21).	
  	
  

	
  



 45 

	
  

Figure	
  21	
  :	
  Trafic	
  et	
  maturation	
  d’APP	
  dans	
  les	
  neurones	
  (O'Brien	
  and	
  Wong,	
  2011).	
  	
  

APP	
  (en	
  violet)	
  est	
  transporté	
  de	
  l’appareil	
  de	
  Golgi	
  dans	
  l’axone	
  (1)	
  ou	
  dans	
  le	
  compartiment	
  endosomal	
  

(2).	
  Après	
  insertion	
  à	
  la	
  membrane	
  cellulaire,	
  une	
  partie	
  de	
  l’APP	
  présent	
  est	
  clivée	
  par	
  l’α-­‐sécrétase	
  (6)	
  

pour	
   générer	
   le	
   fragment	
   sAPPα	
   (en	
   vert)	
   qui	
   va	
   diffuser	
  ;	
   alors	
   qu’une	
   autre	
   partie	
   est	
   ré-­‐internalisée	
  

dans	
   des	
   endosomes	
   (3)	
   où	
   les	
   fragments	
   Aβ	
   et	
   sAPPβ	
   (en	
   bleu)	
   sont	
   générés.	
   Les	
   endosomes	
   sont	
  

recyclés	
  à	
  la	
  membrane	
  cellulaire	
  (4)	
  pour	
  libérer	
  les	
  peptides	
  Aβ	
  et	
  les	
  fragments	
  sAPPβ.	
  Il	
  est	
  possible	
  

que	
  des	
  endosomes	
  retournent	
  à	
  l’appareil	
  de	
  Golgi	
  avant	
  que	
  le	
  clivage	
  d’APP	
  n’ait	
  lieu	
  (5).	
  

	
  

Concernant	
  l’APP	
  membranaire,	
  il	
  peut	
  se	
  présenter	
  sous	
  la	
  forme	
  de	
  cisdimères	
  à	
  la	
  

membrane,	
   et	
   ce	
   dès	
   le	
   réticulum	
   endoplasmique	
   (ER	
  ;	
   Isbert	
   et	
   al.,	
   2011).	
   APP	
   peut	
  

aussi	
   former	
  des	
   transdimères	
  entre	
   les	
  membranes	
  de	
  cellules	
  adjacentes,	
   renforçant	
  

ainsi	
  l’adhérence	
  et	
  facilitant	
  la	
  plasticité	
  synaptique	
  (Stahl	
  et	
  al.,	
  2014).	
  	
  La	
  formation	
  de	
  

ces	
  complexes	
  repose	
  sur	
  la	
  dimérisation	
  des	
  domaines	
  E1	
  et	
  E2	
  et	
  requiert	
  le	
  domaine	
  

KPI	
   pour	
   les	
   cisdimères	
   (Ben	
   Khalifa	
   et	
   al.,	
   2012)	
   ou	
   le	
   domaine	
   de	
   liaison	
   au	
   cuivre	
  

pour	
  les	
  transdimères	
  (Baumkotter	
  et	
  al.,	
  2014).	
  	
  

Sous	
   forme	
  de	
  monomère,	
   il	
   a	
  été	
  proposé	
  qu’APP	
  puisse	
  agir	
   comme	
  un	
  récepteur	
  

(Okamoto	
  et	
  al.,	
  1995).	
  L’un	
  des	
  ligands	
  d’APP	
  serait	
  sAPPα,	
  un	
  des	
  métabolites	
  issu	
  de	
  

la	
   maturation	
   d’APP	
  :	
   la	
   liaison	
   de	
   sAPPα	
   sur	
   APP	
   permettrait	
   la	
   mise	
   en	
   place	
   de	
  

signaux	
   intracellulaires	
   impliqués	
   dans	
   la	
   plasticité	
   synaptique,	
   via	
   la	
  modulation	
   des	
  

récepteurs	
  NMDA,	
   ou	
   la	
   survie	
   et	
   la	
   croissance	
   neuronale	
   (Zheng	
   and	
  Koo,	
   2011).	
   Un	
  

autre	
   ligand	
   d’APP	
   serait	
   le	
   peptide	
   amyloïde	
  :	
   sa	
   liaison	
   avec	
   APP	
   faciliterait	
   sa	
  

dimérisation	
  et	
  son	
  clivage	
  par	
  la	
  β-­‐sécrétase,	
  créant	
  une	
  boucle	
  de	
  régulation	
  positive	
  

de	
  la	
  production	
  de	
  ces	
  peptides	
  (Lorenzo	
  et	
  al.,	
  2000).	
  D’autres	
  ligands	
  putatifs	
  ont	
  été	
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endosomal compartment (2). After insertion into the cell surface, some APP is cleaved by α-secretase (6) generating the sAPPα
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it complements BACE1 activity (Fukumori
et al. 2006, Parvathy et al. 1999).

The enzymes that cleave APP have been ex-
tensively characterized. BACE1, a transmem-
brane aspartic protease, is directly involved in
the cleavage of APP at the +1 (prior to amino
acid 1) and +11 sites of Aβ. Neurons from
BACE1-/- mice do not produce Aβ, confirming
that BACE1 is the neuronal β-secretase (Cai
et al. 2001). Following BACE1 cleavage and
release of the sAPPβ ectodomain, the APP C-
terminal fragment is cleaved by the γ-secretase
complex at one of several sites varying from +40
to +44 to generate Aβ peptides (1–40 and 1–42
being most common) and the APP intracellular
domain (Figure 2).

γ-secretase is a multiprotein complex com-
posed of presenilin 1 (PS1) or presenilin 2
(PS2); nicastrin (Nct), a type I transmembrane
glycoprotein; and Aph-1 and Pen-2, two multi-
pass transmembrane proteins (Bergmans & De

Strooper 2010). This complex is essential for
the sequential intramembranous proteolysis of
a variety of transmembrane proteins. PS1 and
PS2 contain two aspartyl residues that play cru-
cial roles in intramembranous cleavage; substi-
tutions of these residues (D257 in TM 6 and
at D385 in TM 7) reduces cleavage of APP
and Notch1 (De Strooper et al. 1999, Wolfe
et al. 1999). The functions of the various γ-
secretase proteins and their interactions in the
complex are not yet fully defined, but it has
been suggested that the ectodomain of nicas-
trin recognizes and binds to the amino-terminal
stubs of previously cleaved transmembrane pro-
teins. Aph-1 aids the formation of a precomplex,
which interacts with PS1 or PS2 while Pen-2
enters the complex to initiate the cleavage of
PS1 or PS2 to form an N-terminal 28-kDa frag-
ment and a C-terminal 18-kDa fragment, both
of which are critical to the γ-secretase complex
(Takasugi et al. 2003).
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identifiés	
   comme	
  Netrin1,	
   impliquée	
  dans	
   la	
   guidance	
   axonale,	
   F-­‐Sondin,	
  BRI2	
   (Zheng	
  

and	
  Koo,	
  2006;	
  2011)…	
  

	
  

c)	
  Les	
  plaques	
  amyloïdes	
  

Les	
   plaques	
   amyloïdes,	
   ou	
   séniles,	
   sont	
   des	
   dépôts	
   extracellulaires	
   hétérogènes	
  

principalement	
   constitués	
   de	
   peptides	
   Aβ.	
   Elles	
   peuvent	
   être	
  marquées	
   par	
   plusieurs	
  

colorants	
  :	
   le	
   rouge	
   Congo,	
   la	
   thioflavine	
   S	
   et	
   le	
   bleu	
   de	
   toluidine	
   par	
   exemple.	
   Les	
  

peptides	
  Aβ	
  s’agrègent	
  en	
  feuillets	
  β	
  insolubles,	
  résistants	
  à	
  la	
  protéolyse,	
  et	
  qui	
  peuvent	
  

être	
   entourés	
   de	
   plusieurs	
   autres	
   composés,	
   comme	
   l’ApoE,	
   les	
   protéoglycanes	
   et	
  

d’autres	
  facteurs	
  démontrant	
  une	
  inflammation	
  environnante.	
  	
  

La	
  toxicité	
  des	
  peptides	
  amyloïdes	
  a	
  poussé	
  à	
  concentrer	
  la	
  recherche	
  sur	
  leur	
  mode	
  

de	
  production,	
  d’agrégation	
  et	
  de	
  dégradation.	
  

	
  

	
  

3)	
  Les	
  peptides	
  Aβ	
  

a)	
  L’hypothèse	
  de	
  la	
  cascade	
  amyloïde	
  

Il	
  a	
  pu	
  être	
  observé	
  que	
  l’accumulation	
  des	
  peptides	
  Aβ	
  pour	
  former	
  les	
  plaques	
  séniles	
  

suit	
   une	
   distribution	
   particulière	
   selon	
   les	
   zones	
   du	
   cerveau,	
   distribution	
   qui	
   est	
  

stéréotypée	
  selon	
  différents	
  stades	
  de	
  la	
  maladie	
  dits	
  de	
  Braak	
  (Braak	
  and	
  Braak,	
  1991).	
  

Pour	
  expliquer	
   l’évolution	
  et	
   les	
  causes	
  de	
   la	
  maladie	
  en	
   fonction	
  de	
  cette	
  distribution	
  

des	
  peptides	
  Aβ,	
  l’hypothèse	
  de	
  la	
  cascade	
  amyloïde	
  a	
  été	
  proposée	
  (Hardy	
  and	
  Selkoe,	
  

2002;	
   O'Brien	
   and	
   Wong,	
   2011)	
  :	
   l’accumulation	
   et	
   le	
   dépôt	
   des	
   peptides	
   Aβ sont	
   la	
  	
  

cause	
  du	
  développement	
  de	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  et	
  de	
  ses	
  symptômes.	
  Ceux-­‐ci,	
  ainsi	
  

que	
   les	
   autres	
   caractéristiques	
   de	
   la	
  maladie	
   comme	
   les	
   neurofilaments	
   de	
   protéines	
  

Tau	
   hyperphosphorylées	
   par	
   exemple,	
   sont	
   présentés	
   comme	
  des	
   conséquences	
   de	
   la	
  

dérégulation	
   de	
   la	
   quantité	
   de	
   peptides	
   Aβ	
  :	
   défaut	
   de	
   fonction	
   des	
   synapses,	
   stress	
  

oxydatif,	
   altération	
   du	
   rapport	
   d’activité	
   entre	
   les	
   kinases	
   et	
   les	
   phosphatases,	
   mort	
  

neuronale.	
   C’est	
   cette	
   hypothèse	
   qui	
   a	
   posé	
   le	
   socle	
   de	
   la	
   majorité	
   des	
   recherches	
  

thérapeutiques	
  pour	
  contrer	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  :	
  chercher	
  à	
  diminuer	
  la	
  quantité	
  de	
  

peptides	
   Aβ	
   pour	
   empêcher	
   leur	
   accumulation	
   en	
   augmentant	
   leur	
   dégradation	
  

(augmenter	
  les	
  protéases	
  pouvant	
  dégrader	
  ces	
  peptides),	
  en	
  diminuant	
  leur	
  production	
  

(diminuer	
  BACE).	
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Plusieurs	
  études	
  ont	
  étudié	
  le	
  rôle	
  de	
  l’Apolipoprotéine	
  E	
  (ApoE),	
  une	
  glycoprotéine	
  

permettant	
  de	
   transporter	
  des	
   lipoprotéines	
  et	
   le	
   cholestérol.	
  En	
  effet,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
  

que	
  la	
  présence	
  de	
   l’allèle	
  ApoE4	
  est	
  un	
  facteur	
  de	
  risque	
  pour	
   la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  

(pour	
  revue,	
  Bekris	
  et	
  al.,	
  2010;	
  Tudorache	
  et	
  al.,	
  2017).	
  L’ApoE	
  peut	
  fixer	
  les	
  peptides	
  

Aβ	
   et	
  permettre	
   leur	
   efflux	
   à	
   travers	
   la	
   barrière	
  hémato-­‐encéphalique	
  ou	
   les	
   adresser	
  

aux	
  lysosomes	
  pour	
  qu’ils	
  soient	
  dégradés	
  :	
  plusieurs	
  études	
  ont	
  démontré	
  que	
  l’ApoE3,	
  

majoritaire,	
  permet	
  de	
  diminuer	
   la	
  quantité	
  de	
  peptides	
  dans	
   le	
   liquide	
   cérébral	
   alors	
  

que	
   l’ApoE4	
   a	
   une	
   affinité	
   inférieure	
   pour	
   les	
   peptides	
   amyloïdes,	
   ce	
   qui	
   limite	
   leur	
  

filtration	
  et	
  favorise	
  leur	
  agrégation	
  (pour	
  revue,	
  Tanzi	
  and	
  Bertram,	
  2001).	
  	
  

Des	
   agrégats	
   amyloïdes	
   intracellulaires	
   neuronaux	
   ont	
   aussi	
   pu	
   être	
   observés.	
  

L’apparition	
   de	
   ces	
   agrégats	
   est	
   corrélée	
   avec	
   l’apparition	
   de	
   troubles	
   cognitifs	
   et	
  

comportementaux	
  chez	
  différents	
  modèles	
  animaux	
  (Crowther	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Tampellini	
  

et	
  al.,	
  2011)	
  et	
  chez	
  l’homme	
  (Gouras	
  et	
  al.,	
  2010).	
  

	
  

b)	
  Les	
  autres	
  hypothèses	
  :	
  vers	
  un	
  rôle	
  physiologique	
  des	
  peptides	
  amyloïdes	
  ?	
  

Le	
  rôle	
  toxique	
  des	
  plaques	
  amyloïdes	
  a	
  été	
  largement	
  documenté	
  (Gouras	
  et	
  al.,	
  2014)	
  

et	
   par	
   conséquent,	
   le	
   rôle	
   des	
  peptides	
   amyloïdes	
   est	
   généralement	
   considéré	
   comme	
  

négatif	
   (agrégation,	
  diminution	
  de	
   la	
  LTP,	
  neurodégénérescence…).	
  En	
   revanche,	
   il	
   n’a	
  

pas	
   pu	
   être	
   démontré	
   si	
   la	
   formation	
   des	
   plaques	
   est	
   une	
   cause	
   ou	
   plutôt	
   une	
  

conséquence	
  du	
  développement	
  de	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  (Robinson	
  and	
  Bishop,	
  2002;	
  

Puzzo	
   et	
   al.,	
   2015).	
   L’agrégation	
   des	
   peptides	
   Aβ	
   pourrait	
   initialement	
   être	
   un	
  

mécanisme	
   de	
   défense	
   de	
   l’organisme	
   pour	
   faciliter	
   la	
   phagocytose	
   de	
   molécules	
  

toxiques,	
   comme	
   des	
   ions	
   métalliques	
   (Robinson	
   and	
   Bishop,	
   2002).	
   La	
   dérégulation	
  

d’un	
  tel	
  mécanisme	
  empêcherait	
  la	
  réalisation	
  de	
  la	
  fonction	
  physiologique	
  des	
  peptides,	
  

rendant	
   ces	
   plaques	
   toxiques.	
   Récemment,	
   plusieurs	
   articles	
   ont	
   proposé	
   que	
   les	
  

peptides	
   amyloïdes	
   en	
  quantité	
   faibles	
  pourraient	
   aussi	
   avoir	
  un	
   rôle	
  positif.	
   Puzzo	
  et	
  

collègues	
  ont	
  montré	
  en	
  2011	
  chez	
  la	
  souris	
  qu’une	
  très	
  faible	
  quantité	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  

(200	
   picomolaires)	
   permettait	
   une	
   amélioration	
   de	
   la	
   LTP	
   via	
   une	
   action	
   sur	
   les	
  

récepteurs	
  nicotiniques	
  α7	
   (Puzzo	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Cette	
  découverte	
  pourrait	
   indiquer	
  un	
  

rôle	
   physiologique	
   de	
   ces	
   peptides	
   dont	
   la	
   quantité	
   serait	
   dérégulée	
   lors	
   du	
  

vieillissement	
   ou	
   de	
   processus	
   pathologiques	
   (augmentation	
   de	
   la	
   production,	
  

diminution	
   de	
   la	
   dégradation,	
   diminution	
   des	
   protéines	
   chaperonnes…),	
   ce	
   qui	
  

entrainerait	
  des	
  anomalies.	
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D’autres	
  hypothèses	
  ont	
  été	
  proposées	
  concernant	
  la	
  physiologie	
  d’APP	
  ainsi	
  que	
  sur	
  

les	
   causes	
   de	
   la	
   dérégulation	
   de	
   la	
   quantité	
   de	
   peptides	
   Aβ.	
   En	
   effet,	
   l’augmentation	
  

anormale	
   de	
   la	
   production	
   de	
   ces	
   peptides	
   peut	
   donner	
   lieu	
   à	
   une	
   perte	
   de	
   fonction	
  

physiologique	
  aussi	
  bien	
  des	
  peptides	
  amyloïdes	
  que	
  de	
  son	
  précurseur	
  APP,	
  et	
  donc	
  de	
  

ses	
   autres	
   métabolites,	
   dont	
   la	
   quantité	
   à	
   la	
   membrane	
   diminue	
   lors	
   de	
   la	
   maladie	
  

d’Alzheimer,	
  ainsi	
  que	
  des	
  autres	
  produits	
  de	
  maturation	
  d’APP.	
  	
  

Il	
  a	
  aussi	
  été	
  proposé	
  que	
  la	
  dérégulation	
  de	
  la	
  quantité	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  pourrait	
  être	
  

la	
  cause	
  d’un	
  accident	
  ischémique	
  qui	
  précipiterait	
  la	
  mort	
  cellulaire	
  observée	
  lors	
  de	
  la	
  

maladie	
   d’Alzheimer	
   (Yamashima,	
   2013;	
   Saito	
   and	
   Ihara,	
   2014;	
   Yamashima,	
   2016;	
  

Regen	
  et	
  al.,	
  2017).	
  

	
  

c)	
  Les	
  autres	
  rôles	
  déjà	
  connus	
  

Il	
  a	
  été	
  montré	
  chez	
   les	
  mammifères	
  que	
   les	
  peptides	
  Aβ	
  peuvent	
  se	
   lier	
  à	
   la	
  protéine	
  

APP	
   et	
   favoriserait	
   sa	
   dimérisation	
   (Lefort	
   et	
   al.,	
   2012).	
   Cela	
   empêcherait	
   la	
  

transduction	
   de	
   signaux	
   et	
   favoriserait	
   le	
   clivage	
   protéolytique	
   par	
   BACE1	
   d’APP,	
  

formant	
   ainsi	
   une	
   boucle	
   de	
   régulation	
   positive	
   en	
   augmentant	
   la	
   production	
   de	
  

peptides	
  Aβ	
  (Lorenzo	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Scheuermann	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Lefort	
  et	
  al.,	
  2012).	
  

	
  

	
  

4)	
  APPL,	
  l’homologue	
  de	
  hAPP	
  chez	
  la	
  drosophile	
  

a)	
  Découverte	
  du	
  gène	
  APP-­‐Like	
  

En	
   1989	
   un	
   gène	
   présentant	
   un	
   fort	
   degré	
   d’homologie	
   avec	
   le	
   gène	
   humain	
   APP	
   est	
  

découvert	
  (Rosen	
  et	
  al.,	
  1989).	
  Ce	
  gène	
  code	
  une	
  protéine	
  de	
  886	
  acides-­‐aminés	
  qui	
  est	
  

plus	
   longue	
   qu’APP.	
   Les	
   domaines	
   extracellulaires	
   E1	
   et	
   E2	
   présentent	
   une	
   forte	
  

homologie	
   avec	
   les	
   domaines	
   de	
   la	
   protéine	
   humaine	
   (38%	
   et	
   37%	
   d’identité	
  

respectivement).	
   De	
   même,	
   le	
   domaine	
   cytoplasmique	
   de	
   50	
   aa	
   présentant	
   47%	
  

d’identité	
  (Figure	
  22).	
  Ce	
  gène	
  est	
  non-­‐essentiel,	
  ce	
  qui	
  est	
  un	
  grand	
  avantage	
  pour	
  son	
  

étude	
   par	
   rapport	
   aux	
   mammifères	
  :	
   il	
   est	
   possible	
   d’étudier	
   des	
   mutants	
   nul,	
  

n’exprimant	
  aucun	
  APPL,	
  ce	
  qui	
  permet	
  d’étudier	
  la	
  fonction	
  exacte	
  de	
  ce	
  gène.	
  De	
  plus,	
  

il	
  est	
  possible	
  d’étudier	
  séparément	
  son	
  rôle	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  et	
  chez	
  l’adulte	
  

ainsi	
  que	
  d’étudier	
  le	
  rôle	
  d’un	
  de	
  ses	
  métabolites	
  grâce	
  aux	
  nombreux	
  outils	
  génétiques	
  

disponibles	
  chez	
  la	
  drosophile.	
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Figure	
  22	
  :	
  Schéma	
  comparatif	
  de	
  la	
  structure	
  d’Appl	
  de	
  drosophile	
  et	
  d’APP	
  humain	
  (Rosen	
  et	
  al.,	
  

1989).	
  	
  

Le	
  gène	
  Appl	
   code	
  pour	
  une	
  protéine	
  de	
  886	
  acides-­‐aminés	
  (810	
  aa	
  pour	
   la	
  partie	
  extracellulaire,	
  53	
  aa	
  

cytoplasmiques	
   en	
   C-­‐ter	
   et	
   23	
   aa	
   hydrophobiques	
   transmembranaires).	
   Cette	
   protéine	
   est	
   plus	
   longue	
  

qu’APP	
   car	
   les	
   séquences	
   entre	
   les	
   domaines	
   extracellulaires	
   E1	
   et	
   E2	
   ainsi	
   qu’entre	
   E2	
   et	
   le	
   domaine	
  

transmembranaire	
  sont	
  plus	
  longues	
  que	
  chez	
  les	
  mammifères.	
  

	
  

La	
  délétion	
  du	
  gène	
  Appl	
  provoque	
  un	
  défaut	
  de	
  phototaxie	
  qui	
  peut	
  être	
  sauvé	
  par	
  

l’expression	
   d’APPL	
   ou	
   de	
   la	
   protéine	
   humaine	
   APP,	
   prouvant	
   ainsi	
   l’homologie	
  

fonctionnelle	
  entre	
  les	
  deux	
  protéines	
  (Luo	
  et	
  al.,	
  1992).	
  

Le	
   gène	
   Appl	
   est	
   principalement	
   exprimé	
   dans	
   le	
   système	
   nerveux	
   central	
   de	
   la	
  

drosophile	
   adulte	
   (Martin-­‐Morris	
   and	
  White,	
   1990),	
   dans	
   les	
   neurones	
   ainsi	
   que	
  dans	
  

deux	
  types	
  de	
  glie	
  :	
  les	
  cellules	
  gliales	
  «	
  astrocyte-­‐like	
  »	
  et	
  la	
  glie	
  corticale	
  (Farca	
  Luna	
  et	
  

al.,	
  2017).	
  Il	
  est	
  aussi	
  exprimé	
  dans	
  le	
  système	
  nerveux	
  périphérique	
  chez	
  l’embryon	
  de	
  

stades	
  13	
  et	
  14.	
  Chez	
  la	
  larve,	
  APPL	
  est	
  exprimé	
  dans	
  le	
  système	
  nerveux	
  central	
  hormis	
  

dans	
  la	
  glie,	
  les	
  cellules	
  mères	
  ganglionnaires	
  et	
  dans	
  les	
  neurones	
  pré-­‐mitotiques.	
  

Deux	
  formes	
  de	
  la	
  protéine	
  APPL	
  ont	
  été	
  identifiées	
  en	
  1990	
  (Luo	
  et	
  al.,	
  1990)	
  :	
  une	
  

forme	
   membranaire	
   et	
   une	
   forme	
   sécrétée,	
   indiquant	
   ainsi	
   qu’APPL	
   pourrait	
   être	
  

maturée	
  de	
  façon	
  similaire	
  à	
   l’APP	
  humaine.	
  Les	
  sécrétases	
  α	
  (Kuzbanian,	
  Rooke	
  et	
  al.,	
  

1996),	
   β	
   (dBACE1,	
   Carmine-­‐Simmen	
   et	
   al.,	
   2009)	
   et	
   γ	
   (dPSN,	
   Boulianne	
   et	
   al.,	
   1997;	
  

Hong	
  and	
  Koo,	
  1997)	
  ont	
  été	
  caractérisées	
  chez	
  la	
  drosophile,	
  confirmant	
  qu’APPL	
  subit	
  

les	
  mêmes	
  voies	
  de	
  maturation	
  que	
  son	
  homologue	
  APP.	
  

	
  

b)	
  Des	
  rôles	
  importants	
  dans	
  le	
  transport	
  axonal	
  et	
  le	
  développement	
  

Le	
   gène	
  Appl	
   semble	
   impliqué	
   dans	
   le	
   transport	
   axonal.	
  Appl	
   interagit	
   génétiquement	
  

avec	
   le	
   gène	
   Khc	
   (Kinesin	
   heavy	
   chain)	
   qui	
   code	
   la	
   chaine	
   lourde	
   de	
   la	
   kinésine,	
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FIG. 5. Comparison of sl/c4 polypeptide and the human APP.
(A) The model of APP is adapted from Kang et al. (10) and the
analogous s1/c4 polypeptide model is presented. The N terminus is
at left; the circle at the N terminus represents the putative signal
sequence. The regions of homology El, E2, and C between sl/c4
polypeptide (Drosophila) and APP (human) are drawn as wide
blocks; the loops in the Drosophila polypeptide represent the
additional amino acids in the regions between the conserved do-
mains. Asterisks indicate putative N-glycosylation sites. (B) Amino
acid alignment (single-letter code) in the regions of strong homology.
sl/c4 polypeptide (top line; Dr), APP (bottom line; Hu), vertical line
indicates amino acid identity, dot indicates conservative change.
Amino acid number is given preceding each row of sequence. In the
comparison ofthe extracellular 1 region, conserved cysteine residues
are indicated by A below the residue; the 19-amino acid stretch
showing a high degree of homology is underlined. In the extracellular
2 region, the putative N-glycosylation site is highlighted by a dotted
line. In the cytoplasmic comparison, 12 residues, including the
conserved nonapeptide, are underlined.

inhibitor domain containing protein in Drosophila, or such a
function may not be required in Drosophila.
We postulate that the Drosophila APP-like protein pro-

duced from the 6.5-kb transcript is encoded by the vnd gene.
The 6.5-kb transcript is the only one detected within the
genomic region containing the vnd gene, and only one
essential function (vnd) genetically maps to this interval. The
vnd function has been previously shown to be important for
the formation ofthe embryonic nervous system, as evidenced
by the failure to complete ventral cord condensation in the
mutant embryos (2, 3). In addition, the vnd mutant embryonic

neuropil appears highly disorganized, with lesions in the
axonal tracts along the transverse and longitudinal commis-
sures (3, 5). The correspondence between the neural pheno-
type displayed by vnd mutations and the nervous system-
enriched expression of the 6.5-kb transcript supports our
hypothesis. This hypothesis will be validated if transduced
DNA encoding the 6.5-kb transcript is capable ofrescuing the
phenotype of vnd mutations.

We appreciate comments on the manuscript from Dr. Jeffrey C.
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le	
  moteur	
  antérograde	
  du	
  trafic	
  vésiculaire.	
  De	
  plus,	
  la	
  surexpression	
  d’APPL	
  génère	
  des	
  

phénotypes	
  similaires	
  à	
  ceux	
  des	
  mutants	
  Khc	
  (Torroja	
  et	
  al.,	
  1999a).	
  Cette	
  interaction	
  

se	
   fait	
   via	
   l’extrémité	
   C-­‐terminale	
   d’APPL,	
   indiquant	
   ainsi	
   un	
   rôle	
   d’APPL	
   comme	
  

récepteur	
   vésiculaire	
   pour	
   la	
   kinésine.	
   La	
   localisation	
   d’APPL	
   dans	
   les	
   axones,	
   son	
  

transport	
   et	
   celui	
   d’organelles	
   sont	
   dépendants	
   de	
   cette	
   interaction	
   APPL-­‐kinésine	
  

(Gunawardena	
  and	
  Goldstein,	
  2001).	
  

APPL	
   joue	
   aussi	
   un	
   rôle	
   dans	
   le	
   développement	
   de	
   la	
   jonction	
   neuromusculaire	
  

(Torroja	
  et	
  al.,	
  1999b).	
  Elle	
  agirait	
  comme	
  un	
  récepteur	
  pour	
  un	
  ligand,	
  ou	
  des	
  ligands,	
  

encore	
   inconnu(s),	
   et	
   activerait	
   une	
   cascade	
   de	
   transduction	
   dépendante	
   des	
   petites	
  

protéines	
  G0.	
   Cette	
   cascade	
  de	
   transduction	
  permettrait	
   la	
  différenciation	
  des	
  boutons	
  

synaptiques.	
   Les	
   situations	
   augmentant	
   la	
   quantité	
   d’APPL	
   membranaire,	
   comme	
   la	
  

délétion	
  de	
  la	
  séquence	
  d’internalisation	
  ou	
  un	
  niveau	
  élevé	
  d’activité	
  électrique	
  comme	
  

chez	
   le	
   mutant	
   Shaker,	
   permettraient	
   la	
   différenciation	
   d’un	
   plus	
   grand	
   nombre	
   de	
  

boutons	
  synaptiques.	
  

De	
  plus,	
  l’interaction	
  entre	
  APPL	
  et	
  Notch	
  lors	
  du	
  développement	
  du	
  système	
  nerveux	
  

périphérique,	
  au	
  niveau	
  des	
  organes	
  mécano-­‐sensoriels,	
  a	
  aussi	
  été	
  soulignée	
  (Merdes	
  et	
  

al.,	
  2004)	
  :	
  	
  APPL	
  pourrait	
  bloquer	
  la	
  liaison	
  de	
  Notch	
  sur	
  son	
  récepteur	
  en	
  séquestrant	
  

Notch	
  via	
  le	
  motif	
  NPTY	
  présent	
  sur	
  son	
  domaine	
  extracellulaire.	
  	
  

Enfin,	
  APPL	
  est	
  requise	
  pour	
  le	
  développement	
  normal	
  des	
  lobes	
  α,	
  de	
  façon	
  cellulaire	
  

non	
   autonome,	
   et	
   des	
   lobes	
   β,	
   de	
   façon	
   cellulaire	
   autonome	
   (Soldano	
   et	
   al.,	
   2013).	
   Ce	
  

rôle	
  se	
  fait	
  en	
  modulant	
  la	
  phosphorylation	
  de	
  Dishevelled	
  (Ddh)	
  par	
  la	
  Protéine	
  Kinase	
  

Abelson	
  (Abl)	
  en	
  recrutant	
  cette	
  dernière,	
  ce	
  qui	
  permet	
  d’activer	
  la	
  voie	
  Wnt	
  Planar	
  Cell	
  

Polarity	
  (Figure	
  23).	
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Figure	
  23	
  :	
  APPL	
  comme	
  modulateur	
  de	
  la	
  voie	
  de	
  signalisation	
  Wnt-­PCP	
  requise	
  pour	
  la	
  guidance	
  

axonale	
  (Soldano	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  

En	
   présence	
   d’un	
   signal	
  Wnt,	
   Fz	
   se	
   lie	
   à	
   Dsh,	
   qui	
   doit	
   être	
   phosphorylé	
   par	
   la	
   kinase	
   Abelson	
   pour	
   se	
  

relocaliser	
   correctement	
   à	
   la	
   membrane.	
   APPL	
   ferait	
   partie	
   du	
   complexe	
   membranaire	
   formé	
   par	
   les	
  

protéines	
   Fz1	
   et	
   Vang,	
   et	
   pourrait	
   ensuite	
   recruter	
   la	
   kinase	
   Abl	
   et	
   moduler	
   positivement	
   la	
  

phosphorylation	
   de	
   Dsh.	
   L’activation	
   de	
   cette	
   voie	
   de	
   signalisation	
   est	
   requise	
   pour	
   la	
   croissance	
   des	
  

axones	
  β	
  des	
  MB.	
  

	
  

c)	
  Un	
  rôle	
  dans	
  la	
  mémoire	
  

La	
   présence	
   d’un	
   gène	
   unique	
  Appl	
   chez	
   la	
   drosophile	
   simplifie	
   l’étude	
   de	
   sa	
   fonction	
  

chez	
  cet	
  organisme.	
  En	
  utilisant	
  des	
  RNAi	
  conditionnels,	
   il	
  a	
  pu	
  être	
  démontré	
  qu’Appl	
  

est	
  nécessaire	
  dans	
  les	
  MB	
  spécifiquement	
  pour	
  la	
  MTM	
  et	
  la	
  LTM	
  (Goguel	
  et	
  al.,	
  2011;	
  

Bourdet	
  et	
  al.,	
  2015b).	
  Bourdet	
  et	
  collègues	
  (2015b)	
  ont	
  montré	
  que	
  le	
  défaut	
  de	
  MTM	
  

provoqué	
  par	
  une	
  perte	
  de	
  fonction	
  partielle	
  d’Appl	
  pouvait	
  être	
  sauvé	
  par	
  l’expression	
  

dans	
   les	
  MB	
   de	
   formes	
   exclusivement	
  membranaire	
   (APPLsd,	
   Torroja	
   et	
   al.,	
   1996),	
   ou	
  

sécrétée	
   (APPLs,	
   Torroja	
   et	
   al.,	
   1996),	
   indiquant	
   ainsi	
   un	
   rôle	
   possible	
   des	
   formes	
  

sécrétées	
  comme	
  ligand	
  potentiel	
  des	
   formes	
  membranaires	
  qui	
  activerait	
   les	
  voies	
  de	
  

signalisation	
   nécessaires	
   aux	
   effets	
   neurotrophiques	
   et	
   neuroprotecteurs	
   connus	
   de	
  

sAPPL	
  (Wentzell	
  et	
  al.,	
  2012).	
  	
  

En	
  revanche,	
  le	
  défaut	
  de	
  LTM	
  provoqué	
  par	
  une	
  perte	
  de	
  fonction	
  partielle	
  d’Appl	
  ne	
  

peut	
   être	
   sauvé	
   que	
  par	
   la	
   seule	
   surexpression	
  d’APPL	
   sauvage	
  :	
   la	
   surexpression	
  des	
  

formes	
  APPLs	
  ou	
  d’APPLsd	
  ne	
  semble	
  pas	
  suffisante.	
  Même	
  s’il	
  est	
  difficile	
  de	
  conclure	
  de	
  

résultats	
  négatifs,	
   l’absence	
  de	
   sauvetage	
  par	
  APPLs	
  pourrait	
   être	
  expliquée	
  par	
   le	
   fait	
  

que	
  dans	
  un	
  contexte	
  génétique	
  exprimant	
  50%	
  d’APPL,	
   il	
  n’y	
  aurait	
  pas	
  suffisamment	
  

FRT2A/TM6,Tb,Hu, hsFlp,UAS-CD8-GFP;;FRT2A,tubGal80/
TM3;OK107, hsFlp, UAS-CD8-GFP; FRT2A, tubGal80/
TM3;OK107, Flp122; sp/CyO;Fz p21,ri,FRT2A/TM2,
fz2C1ri,FRT2A/TM3,Sb, yw,hsflip;Fz1H51Fz2C1riFRT2A/TM2,
UAS-Fz-DN/CyO;P247Gal4/TM6c, UAS-Abl-KD/CyO;P247-
Gal. Abl4 kar1 red1 e1/TM6B, Tb1, w*;UAS-Abl/CyO;P247, w;
fz [KD]/TM3,Sb, Vangstbm-6, w;201Y,UAS-GFP, FRT19A;ry50,
FRT19A,tub-Gal80,hsFLP/FM7;UAS-CD8-GFP/CyO;OK107,
UAS-Appl/CyO;P247Gal4, UAS-sAppl/Cyo;P247Gal4, w1,
dsh:1, dsh.Dsh-GFP (J7)/TM6. dshV26,dsh.Dsh-GFP;
dsh.Dsh-GFP Y473F, and Act-stbm-EYFP/TM3.

Accession Numbers/ID Numbers
APPL (FBgn0000108), fz (FBgn0001085), fz2 (FBgn0016797),

Fzd5 (NP_003459.2), dsh (FBgn0000499), dvl1 (AAB65242.1),
dvl2 (AAB65243.1), Vang (FBgn0015838), Vagl2 (NP_065068.1),
and Abl (FBgn0000017).

Immunochemistry
Larval, pupal, or adult brains were dissected in phosphate

buffered saline (PBS) and fixed in 3.7% formaldehyde in PBT
(PBS+ Triton 6100 0.1%) for 15 min. The samples were
subsequently rinsed three times in PBT and blocked in PAX-
DG for 1 h. Following these steps, the brains were incubated with
the primary antibody diluted in PAX-DG overnight at 4uC. This
incubation was followed by three washes with PBT and a
subsequent incubation with the appropriate fluorescent secondary
antibodies for 2 h at RT. After three rinses in PBT, the brains
were put in 50% Glycerol diluted in PBS and then mounted in
Vectashield (Vector Labs) mounting medium. The following
antibodies were used: rabbit anti-GFP (Invitrogen, 1:1,000),
mouse anti-FasII (Hybridoma Bank, 1:50), rabbit anti-APP-C-
term (kind gift of Bart de Strooper lab, 1:5,000), and anti-
Phalloidin TRITC (1:1,000).

Microscopy and Image Analysis
The mounted brains were imaged either on a LEICA DM 6000

CS microscope coupled to a LEICA CTR 6500 confocal system or
on a Nikon A1-R confocal (Nikon) mounted on a Nikon Ti-2000
inverted microscope (Nikon) and equipped with 405, 488, 561,
and 639 nm lasers from Melles Griot. The pictures were then
processed using ImageJ and Adobe Photoshop.

MARCM Procedure
Crosses were set up at 25uC and transferred every day. We

transferred 0 to 24 pupae in a fresh vial, and they were heath
shocked for 459 at 37uC and shifted back at 25uC until eclosion.
The morphology of the MB clones was analyzed in flies 0–7 d old.

Cell Culture and Treatments
WT MEFs, APP/APLP2 double KO MEFs, APP/APLP2

double KO+hAPP, and HEK-293T cells were propagated in
DMEM, 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 50 units/ml penicillin, 50
units/ml streptomycin. MEFs (200,000 cells per well) were seeded
in 24-well plates for biochemical analyses. MEFs were treated 2 d
after seeding with rmWnt5a (R&D Systems) for 2 h. Cells were
harvested for immunoblotting by direct lysis in 16Laemmli buffer
followed by boiling at 95uC for 5 min. Control stimulations were
done with 0.1% BSA in PBS.

Gel Electrophoresis and Western Blots
Protein from total cell lysates/samples was resolved in 10%

polyacrylamide gels (SDS-PAGE) under denaturing conditions
and then transferred to nitrocellulose membranes. The blots were
probed using polyclonal anti-FLAG M2 (F1804, Sigma-Aldrich
1:1,000), monoclonal anti-Myc (M4439,Sigma-Aldrich 1:1,000),
anti-Dvl1 (sc-8025, Santa Cruz Biotechnologies, 1:1,000), anti-
Dvl2 (#3224, Cell Signaling Technologies, 1:1,000), anti-V5
(R960-25, Invitrogen, 1:1,000), anti-HA (HA.11, MMS-101R,
Covance, 1:2,000), and anti-beta-actin (sc-1615, Santa Cruz
Biotechnology, 1:2,000). Bands were visualized using anti-IgG
HRP-conjugated secondary antibodies, and the ECL Western
Blotting Detection System (GE Healthcare, UK).

Co-Immunoprecipitation
For the Co-IP of Drosophila proteins, pCDNA3-APPL-FLAG

and pCDNA3-Vang-Myc were transiently transfected in
HEK293T cells (4.56106 cells per 10 cm dish) using Fugene
HD (Roche). After 3 d, cells were collected in Lysis Buffer
(150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCl pH 7.5, 10% glycerol, 0.4%
Nonidet P-40) and cleared with Dynabeads M-270 epoxy
(Invitrogen) for 459 at 4uC. After the clearing, lysates (half volume)
were incubated with anti-FLAG covalently conjugated to
Dynabeads M-270 (pre-saturated with BSA) for 1 h at 4uC. Beads
were then washed, and bound proteins were resuspended in 66
Laemmli and subjected to SDS-PAGE followed by Western blot
analysis. For the Co-IP of Drosophila and human proteins,
HEK293 cells grown at 50% confluency on 10-cm plates were
transfected with 6 mg of each plasmid. After 2 d, cells were lysed
for 15 min in 1 ml of lysis buffer ([0 mM Tris buffer pH 7.4,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP40 supplemented with
1 mM DTT and protease inhibitor cocktail (Roche, cat.
no. 11836145001)]. Lysates were centrifuged at 13,2006 g for
20 min at 4uC, supernatants were collected, and 0.4 ml of the
supernatant was incubated with 1 mg of indicated immunoprecip-
itating antibody for 1 h at 4uC. Immunoprecipitates were collected
on Protein G sepharose beads by overnight rotation, washed four
times with lysis buffer, resuspended in 26Laemmli sample buffer,

Figure 7. APPL is a novel modulator of Wnt-PCP signaling
required for axon guidance. Schematic representation of the
proposed model. APPL is a novel regulator of Wnt-PCP pathway. In
the presence of Wnt signaling, Fz binds Dsh, which needs to be
phosphorylated by Abelson kinase to correctly relocalize to the
membrane. We propose that Appl is part of the membrane complex
formed by the core PCP proteins Fz1 and Vang. In turn, Appl recruits
Abelson kinase to the complex and positively modulates Dsh
phosphorylation. The subsequent activation of the signaling is required
for MB b-axon growth.
doi:10.1371/journal.pbio.1001562.g007
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d’APPL	
   membranaire	
   pour	
   transduire	
   les	
   effets	
   d’APPLs	
   lors	
   de	
   la	
   formation	
   d’une	
  

mémoire	
  consolidée,	
  alors	
  qu’il	
  y	
  en	
  a	
  assez	
  pour	
  former	
  la	
  MTM.	
  Dans	
  le	
  cas	
  d’APPLsd,	
  

l’absence	
  de	
  sauvetage	
  peut	
  s’expliquer	
  par	
   le	
   fait	
  que	
  d’autres	
  peptides	
  provenant	
  du	
  

clivage	
  d’APPL	
  soient	
  nécessaires	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  :	
  en	
  effet,	
  la	
  surexpression	
  

d’APPLsd	
  ne	
  permet	
  pas	
  la	
  production	
  de	
  ces	
  peptides.	
  AICD	
  pourrait	
  ainsi	
  être	
  considéré	
  

comme	
   un	
   intervenant	
   puisqu’il	
   peut	
   agir	
   comme	
   un	
   facteur	
   de	
   transcription	
   lié	
   à	
   la	
  

mémoire	
  chez	
  les	
  mammifères	
  (Müller	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

	
  

d)	
  Présence	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  chez	
  la	
  drosophile	
  

Jusqu’à	
  récemment,	
  l’existence	
  physiologique	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  chez	
  la	
  drosophile	
  n’avait	
  

pas	
  pu	
  être	
  démontrée,	
  malgré	
  la	
  présence	
  des	
  enzymes	
  permettant	
  sa	
  production.	
  Par	
  

conséquent,	
   de	
   nombreux	
   modèles	
   de	
   la	
   maladie	
   d’Alzheimer	
   chez	
   la	
   drosophile	
  

expriment	
  des	
  peptides	
  Aβ	
  humains.	
  L’expression	
  neuronale	
  de	
  peptides	
  Aβ42	
  chez	
  des	
  

jeunes	
  drosophiles	
  provoque	
  des	
  défauts	
  de	
  MTM,	
  ainsi	
  qu’un	
  défaut	
  de	
  STM	
  chez	
  des	
  

mouches	
   âgées	
   (Iijima	
   et	
   al.,	
   2004;	
   2008).	
   De	
   plus,	
   une	
   expression	
   neuronale	
   d’APP	
  

humain	
   provoque	
   des	
   défauts	
   d’apprentissage	
   et	
   de	
   mémoire	
   chez	
   de	
   jeunes	
  

drosophiles,	
   défauts	
   qui	
   s’aggravent	
   avec	
   l’âge.	
   En	
   effet,	
   hAPP	
   peut	
   être	
   clivé	
   par	
   les	
  

sécrétases	
  de	
  la	
  drosophile,	
  ce	
  qui	
  provoque	
  la	
  formation	
  de	
  monomères	
  et	
  d’oligomères	
  

de	
   peptides	
   Aβ	
   qui	
   s’accumulent	
   dans	
   le	
   cerveau	
   de	
   la	
   drosophile	
   (Sarantseva	
   et	
   al.,	
  

2009).	
  

En	
  2009,	
  Carmine-­‐Simmen	
  et	
  collègues	
  ont	
  montré	
  qu’en	
  surexprimant	
  soit	
  APPL	
  soit	
  

APPL	
   et	
   dBACE,	
   la	
   β-­‐sécrétase	
   de	
   drosophile,	
   il	
   était	
   possible	
   d’observer	
   des	
   agrégats	
  

positifs	
  à	
  différents	
  marqueurs	
  amyloïdes	
  (bleu	
  de	
  toluidine,	
  ThioflavinS).	
  Ces	
  agrégats	
  

sont	
  aussi	
  marqué	
  par	
  des	
  anticorps	
  anti-­‐Aβ,	
   indiquant	
  ainsi	
  qu’ils	
   sont	
  probablement	
  

constitués	
   de	
   peptides	
   Aβ	
   endogènes	
   de	
   drosophile	
   (dAβ)	
   (Carmine-­‐Simmen	
   et	
   al.,	
  

2009).	
  

	
  	
  Les	
  auteurs	
  ont	
  voulu	
  confirmer	
  que	
  les	
  peptides	
  dAβ	
  pouvaient	
  former	
  des	
  dépôts	
  

en	
   générant	
   des	
   drosophiles	
   exprimant	
   un	
   peptide	
   artificiel	
   dAβ	
   tagué	
   HA	
   (dAβ-­‐HA).	
  

Etant	
  donné	
  que	
   la	
  séquence	
  du	
  peptide	
  Aβ	
  n’est	
  pas	
  conservée	
  entre	
  APP	
  et	
  APPL,	
   la	
  

séquence	
   d’APPL	
   utilisée	
   correspond	
   à	
   la	
   région	
   des	
   peptides	
   Aβ	
   chez	
   l’Homme.	
  

L’expression	
   de	
   ces	
   peptides	
   artificiels	
   provoque	
   des	
   dépôts	
   qui	
   sont	
   colorés	
   par	
   le	
  

rouge	
   Congo	
   et	
   la	
   ThioflavinS,	
   et	
   qui	
   réagissent	
   aux	
   anticorps	
   anti-­‐HA.	
   Chez	
   des	
  

drosophiles	
   âgées	
   de	
   30	
   jours	
   surexprimant	
   APPL,	
   il	
   a	
   aussi	
   pu	
   être	
   observé	
   des	
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vacuoles,	
  indiquant	
  une	
  neurodégénération,	
  conforme	
  avec	
  les	
  symptômes	
  apparaissant	
  

chez	
  les	
  mammifères	
  lors	
  de	
  l’accumulation	
  des	
  peptides	
  Aβ.	
  Ces	
  résultats	
  indiquent	
  que	
  

l’Aβ	
  de	
  drosophile	
  présente	
  les	
  mêmes	
  caractéristiques	
  que	
  l’Aβ	
  humain.	
  

Il	
   a	
   aussi	
   pu	
   être	
   montré	
   que	
   la	
   surexpression	
   de	
   ces	
   peptides,	
   de	
   même	
   que	
   la	
  

surexpression	
   de	
   dBACE,	
   affecte	
   la	
   MTM	
   lorsqu’elle	
   est	
   combinée	
   avec	
   une	
   perte	
   de	
  

fonction	
   partielle	
   d’APPL	
   (Bourdet	
   et	
   al.,	
   2015a).	
   Ce	
   résultat	
   pourrait	
   indiquer	
   une	
  

interaction	
  fonctionnelle	
  entre	
  APPL	
  et	
  les	
  peptides	
  amyloïdes.	
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IV.	
  Néprilysines	
  :	
  protéines	
  de	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  Aβ	
  

1)	
  Les	
  néprilysines	
  de	
  mammifères	
  

Les	
   néprilysines	
   (NEP)	
   sont	
   des	
   endopeptidases	
   majoritairement	
   membranaires,	
  

présentes	
  dans	
  tout	
   l’organisme	
  chez	
   les	
  Mammifères,	
  dégradant	
  de	
  petits	
  peptides	
  de	
  

moins	
   de	
   50	
   acides-­‐aminés	
   (Nalivaeva	
   et	
   al.,	
   2012a,	
   Figure	
   24).	
   Elles	
   remplissent	
   des	
  

rôles	
  très	
  différents	
  dus	
  à	
  leurs	
  nombreux	
  substrats	
  qui	
  varient	
  selon	
  le	
  compartiment	
  

dans	
  lequel	
  elles	
  se	
  trouvent	
  (dynorphines,	
  enkephalines,	
  neuropeptide	
  Y,	
  substance	
  P,	
  

etc.).	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  24	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  localisation	
  et	
  de	
  l’activité	
  de	
  NEP	
  dans	
  le	
  cerveau	
  de	
  

mammifère	
  (Nalivaeva	
  et	
  al.,	
  2012a).	
  	
  

NEP	
   est	
   localisée	
   en	
   pré	
   et	
   post-­‐synaptique	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   synapse	
   et	
   clive	
   ses	
   peptides	
   substrats,	
   y	
  

compris	
   les	
  peptides	
  Aβ,	
  permettant	
   l’arrêt	
  de	
   leur	
   fonction	
  et	
  donc	
  régulant	
   la	
   réponse	
  cellulaire	
  à	
   ces	
  

peptides	
   et	
   la	
   fonction	
   neuronale.	
   La	
   dégradation	
   des	
   neuropeptides	
   par	
   NEP	
   permet	
   d’empêcher	
   leur	
  

diffusion	
  hors	
  de	
  la	
  fente	
  synaptique,	
  permettant	
  aussi	
  de	
  restreindre	
  le	
  nombre	
  de	
  synapses	
  activées	
  par	
  

la	
   libération	
  de	
  neuropeptides.	
  Dans	
  le	
  cas	
  des	
  peptides	
  Aβ,	
  NEP	
  permet	
  aussi	
  d’éviter	
   l’accumulation	
  et	
  

l’agrégation	
  d’oligomères	
  toxiques.	
  	
  

	
  

Les	
  néprilysines	
  sont	
  principalement	
  étudiées	
  dans	
  le	
  cadre	
  des	
  maladies	
  cardiaques	
  

(via	
  le	
  système	
  angiotensine,	
  qu’elles	
  peuvent	
  réguler	
  en	
  dégradant	
  l’angiotensine	
  et	
  les	
  

endothelines),	
   et	
   en	
   tant	
  que	
  principales	
  enzymes	
  de	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  Aβ.	
  En	
  

effet,	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
   dans	
   l’hippocampe	
  de	
   souris,	
  Nep	
   est	
   exprimée	
   uniquement	
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Figure 1: Schematic presentation of NEP localization and functional activity in the brain. NEP being localised pre- and postsynaptically in
neuronal cells cleaves its neuropeptide substrates (including Aβ) terminating their properties and as such regulating cellular response to their
action and neuronal functions. In the case of Aβ, NEP also prevents accumulation and aggregation of toxic amyloid oligomers. All symbols
are explained in the figure.

Table 1: Functional role of NEP and some of its substrates in the CNS.

NEP substrates Functions

Adrenomedullin
Vasodilator; tolerance to oxidative stress and hypoxia; inhibition of dendrite formation in the cerebral cortex [62],
anxiety, pain [63]

Amyloid β-peptide LTP, synaptic plasticity, memory, AD pathology [64]

Angiotensin I Precursor to angiotensin II; enhances baroreceptor sensitivity [51]

Angiotensin II Central cardiovascular regulation; attenuates baroreceptor sensitivity [51]

Bradykinin Vasodilator; pain, hyperalgesia [65]; regulation of astrocyte calcium levels [66]

Cholecystokinin-8 Feeding behaviour, satiety, anxiety, obesity [67]

Corticotropin Sleep, fatigue [68]

Dynorphins Learning and memory, emotional control, stress response, pain [69]

Endomorphin Pain, analgesic effect [70]

Enkephalins Pain perception, cognitive functions, affective behaviours, locomotion [71]

Endothelin-1 Vasoconstriction, effects on water homeostasis and blood-brain barrier integrity, neuroinflammation, stroke [72]

Gastrin Circadian rhythms [73], pathophysiology of itch [50]

Neuropeptide Y
Food intake, hormonal release, circadian rhythms, cardiovascular regulation, thermoregulation, stress response,
anxiety and sleep [52]

Neurotensin Modulation of dopamine signalling; dendrite elongation and the maturation of dendritic spines [54]

Oxytocin Sexual arousal, bonding, stress, anxiolytic response [53]

Somatostatin Motor activity, sleep, sensory processes, cognitive functions [74]

Substance P
Pain and inflammation [75], drug addiction [76], learning and memory [77], depression and anxiety [78, 79],
itching [80]

VIP Circadian rhythm [81]
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dans	
   les	
   neurones	
   GABAergiques	
   et	
   glutamatergiques	
   et	
   est	
   transportée	
   le	
   long	
   des	
  

axones	
  pour	
  s’accumuler	
  aux	
  extrémités	
  axonales.	
  Cette	
  répartition	
  de	
  Nep	
  est	
  inverse	
  à	
  

la	
  répartition	
  des	
  zones	
  d’accumulation	
  des	
  peptides	
  amyloïdes	
  et	
  des	
  plaques	
  (Fukami	
  

et	
  al.,	
  2002).	
  	
  

Chez	
   l’Homme	
   il	
   a	
   pu	
   être	
   observé	
   que	
   l’expression,	
   la	
   quantité	
   et	
   l’activité	
  	
   des	
  

néprilysines	
  diminuait	
   avec	
   l’âge	
   et	
   lors	
   du	
  développement	
  de	
   la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  

(Nalivaeva	
   et	
   al.,	
   2012a;	
   Zhou	
   et	
   al.,	
   2013).	
   De	
   plus,	
   chez	
   les	
   patients	
   atteint	
   de	
   la	
  

maladie	
  d’Alzheimer,	
  l’expression	
  d’APP	
  et	
  de	
  BACE	
  augmente	
  alors	
  que	
  l’expression	
  de	
  

Nep	
   diminue	
   dans	
   les	
   régions	
   où	
   les	
   dépôts	
   de	
   peptides	
   amyloïdes	
   apparaissent	
  

(Yasojima	
   et	
   al.,	
   2001).	
   Dans	
   un	
   modèle	
   murin	
   de	
   la	
   maladie	
   d’Alzheimer,	
   il	
   a	
  

similairement	
   été	
   observé	
   que	
   l’expression	
   de	
   Nep	
   diminue	
   dans	
   l’hippocampe	
   au	
  

niveau	
  des	
  zones	
  où	
  les	
  peptides	
  Aβ	
  s’accumulent	
  (Iwata	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

Dans	
  des	
  modèles	
  murins	
  de	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer,	
  l’augmentation	
  des	
  néprilysines	
  

permet	
  de	
  diminuer	
  la	
  quantité	
  de	
  peptides	
  amyloïdes	
  (Poirier	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Iwata	
  et	
  al.,	
  

2004;	
   Spencer	
   et	
   al.,	
   2008;	
   Meilandt	
   et	
   al.,	
   2009)	
   alors	
   que	
   réciproquement,	
   leur	
  

diminution	
   provoque	
   une	
   augmentation	
   des	
   peptides	
   amyloïdes	
   (Hüttenrauch	
   et	
   al.,	
  

2015).	
   La	
   dégradation	
   des	
   peptides	
   amyloïdes	
   joue	
   un	
   rôle	
   dans	
   la	
  mémoire	
   puisque	
  

dans	
   les	
  modèles	
  murins	
   de	
   la	
  maladie	
   d’Alzheimer,	
   les	
   troubles	
  mnésiques	
   observés	
  

sont	
  améliorés	
  par	
   l’augmentation	
  des	
  néprilysines	
  (Poirier	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Spencer	
  et	
  al.,	
  

2008)	
  et	
  aggravés	
  par	
  leur	
  diminution	
  (Hüttenrauch	
  et	
  al.,	
  2015).	
  Certaines	
  études	
  sont	
  

en	
  contradiction	
  avec	
  ces	
  résultats	
  :	
  dans	
  un	
  modèle	
  murin	
  de	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer,	
  la	
  

surexpression	
   de	
   Nep	
   permet	
   de	
   diminuer	
   la	
   quantité	
   de	
   peptides	
   Aβ	
   solubles	
   et	
  

empêche	
  les	
  dépôts	
  de	
  peptides	
  mais	
  ne	
  parvient	
  pas	
  à	
  diminuer	
  la	
  quantité	
  de	
  trimères	
  

ni	
  à	
  améliorer	
  les	
  défauts	
  de	
  mémoire	
  observés	
  (Meilandt	
  et	
  al.,	
  2009).	
  	
  

De	
  nombreux	
  facteurs	
  peuvent	
   jouer	
  sur	
   l’expression,	
   la	
   localisation	
  et	
   l’activité	
  des	
  

néprilysines	
  :	
   l’expression	
   et	
   l’activité	
   de	
   Nep	
   sont	
   augmentées	
   par	
   la	
   somatostatine	
  

(Saito	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Rat	
  et	
  al.,	
  2011),	
  dont	
  la	
  production	
  diminue	
  aussi	
  avec	
  l’âge,	
  ainsi	
  que	
  

par	
   les	
   hormones	
   sexuelles	
   (George	
   et	
   al.,	
   2013).	
   La	
   localisation	
   de	
   Nep,	
   et	
   donc	
   sa	
  

capacité	
   à	
   dégrader	
   les	
   peptides	
   amyloïdes,	
   peut	
   être	
   régulée	
   par	
   l’état	
   de	
  

phosphorylation	
  de	
  son	
  domaine	
  intracellulaire	
  :	
   le	
  BDNF	
  (Brain	
  Derived	
  Neurotrophic	
  

Factor),	
  le	
  NGF	
  (Nerve	
  Growth	
  Factor)	
  et	
  les	
  NT-­‐3	
  et	
  -­‐4	
  (Neurotrophine-­‐3	
  et	
  -­‐4)	
  activent	
  

la	
  voie	
  MAPK,	
  ce	
  qui	
  permet	
  à	
  ERK	
  de	
  phosphoryler	
  le	
  domaine	
  intracellulaire	
  de	
  Nep,	
  

empêchant	
  ainsi	
  sa	
  localisation	
  à	
  la	
  membrane	
  cellulaire	
  (Kakiya	
  et	
  al.,	
  2012).	
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Malgré	
   ces	
   connaissances,	
   le	
   rôle	
   de	
   Nep	
   dans	
   la	
   mémoire	
   dans	
   des	
   conditions	
  

physiologiques	
  (et	
  non	
  lors	
  du	
  vieillissement	
  pathologique	
  ou	
  dans	
  des	
  modèles	
  murins	
  

de	
   la	
   maladie	
   d’Alzheimer)	
   n’a	
   jamais	
   été	
   abordé.	
   Etant	
   donné	
   la	
   diversité	
   de	
   leurs	
  

neuropeptides	
   cibles,	
   une	
   étude	
   de	
   leur	
   implication	
   dans	
   la	
   mémoire	
   permettrait	
   de	
  

mieux	
   comprendre	
   les	
  mécanismes	
   se	
  mettant	
   en	
   place	
   lors	
   du	
   développement	
   de	
   la	
  

maladie	
  d’Alzheimer.	
  

	
  
	
  

2)	
  Les	
  néprilysines	
  de	
  drosophile	
  

La	
   drosophile	
   exprime	
   5	
   néprilysines	
   (et	
   19	
   gènes	
   codant	
   pour	
   des	
   protéases	
  

néprilysine-­‐like,	
  (Turner	
  et	
  al.,	
  2001)	
  dont	
  4	
  sont	
  exprimées	
  dans	
  le	
  cerveau	
  (Tableau	
  1).	
  	
  

	
  

	
  

Tableau	
  1	
  :	
  Caractéristiques	
  des	
  5	
  Néprilysines	
  exprimées	
  par	
  la	
  drosophile	
  

	
  

Les	
  néprilysines	
  de	
  drosophile	
  ont	
  peu	
  été	
  étudiées.	
   Il	
   a	
  été	
  montré	
  qu’elles	
  ont	
  un	
  

rôle	
  dans	
  la	
  locomotion	
  (Nep2,	
  Bland	
  et	
  al.,	
  2009),	
  la	
  reproduction	
  (Nep2,	
  Thomas	
  et	
  al.,	
  

2005	
  ;	
  Nep1,	
  Nep2	
  et	
  Nep4,	
  Sitnik	
  et	
  al.,	
  2014),	
  la	
  physiologie	
  musculaire	
  (Nep4,	
  Panz	
  et	
  

al.,	
   2012),	
   la	
   fonction	
   rénale	
   (Nep2,	
   Thomas	
   et	
   al.,	
   2005)	
   ainsi	
   que	
   le	
   métabolisme	
  

énergétique	
  et	
  la	
  prise	
  alimentaire	
  (Nep4,	
  Hallier	
  et	
  al.,	
  2016).	
  

Chez	
  la	
  drosophile,	
  les	
  cibles	
  des	
  différentes	
  Nep	
  ne	
  sont	
  pas	
  connues	
  sauf	
  pour	
  Nep4	
  

dont	
   il	
   a	
   été	
  montré	
   que	
   dans	
   le	
  muscle	
   et	
   les	
   cellules	
   gliales	
   associées	
   aux	
  muscles,	
  

Nep4	
   peut	
   dégrader	
   certains	
   peptides	
   régulant	
   l’expression	
   des	
   peptides	
   insuline-­‐like	
  

(dilp1,	
  2,	
  3,	
  5)	
  (Hallier	
  et	
  al.,	
  2016).	
  

Nom	
   Membranaire	
  ?	
  
Détectable	
  dans	
  le	
  

cerveau	
  ?	
  

Nep1 Membranaire Détectée	
  

Nep2 
Constitutivement	
  sécrétée	
  

(clivage	
  protéolytique) 
Détectée	
  

Nep3 Membranaire Détectée	
  

Nep4 
Membranaire	
  et	
  sécrétée	
  

(épissage	
  alternatif) 
Détectée	
  

Nep5 Membranaire Non-­‐détectée 
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De	
  façon	
  intéressante,	
  2	
  cribles,	
  cherchant	
  à	
  caractériser	
  des	
  protéines	
  modulant	
  les	
  

phénotypes	
  causés	
  par	
  l’expression	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  humains,	
  ont	
  identifié	
  Nep2	
  comme	
  

suppresseur	
  de	
  la	
  toxicité	
  de	
  ces	
  peptides	
  (Finelli	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Cao	
  et	
  al.,	
  2008).	
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V.	
  Objectifs	
  de	
  la	
  thèse	
  

	
  

Les	
  recherches	
  que	
  j’ai	
  effectuées	
  au	
  cours	
  de	
  ma	
  thèse	
  se	
  concentrent	
  essentiellement	
  

sur	
   le	
   rôle	
   des	
   néprilysines	
   et	
   de	
   leurs	
   cibles	
  :	
   l’étude	
   de	
   leur	
   implication	
   dans	
   la	
  

mémoire	
  ainsi	
  que	
  celle	
  de	
  deux	
  de	
   leurs	
  cibles	
  potentielles,	
   les	
  peptides	
  amyloïdes	
  et	
  

AMN.	
  	
  

	
  

1)	
   Les	
   néprilysines	
   ont-­‐elles	
   un	
   rôle	
   dans	
   la	
   mémoire	
   dans	
   des	
   conditions	
   non	
  

pathologiques?	
  

Le	
   rôle	
   des	
   néprilysines	
   dans	
   la	
   mémoire	
   a	
   toujours	
   été	
   analysé	
   dans	
   des	
   modèles	
  

pathologiques	
  murins	
  (surexpression	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  ou	
  vieillissement).	
  Il	
  a	
  ainsi	
  pu	
  être	
  

démontré	
  que	
   les	
  néprilysines	
  avaient	
  un	
  rôle	
  dans	
  ces	
  cas	
  particuliers,	
  probablement	
  

en	
  dégradant	
  les	
  peptides	
  Aβ	
  et	
  en	
  empêchant	
  ainsi	
  leur	
  agrégation	
  et	
  leur	
  effet	
  toxique	
  

sur	
  la	
  mémoire.	
  	
  

Pour	
  étudier	
  leur	
  rôle	
  chez	
  des	
  drosophiles	
  jeunes	
  saines,	
  nous	
  avons	
  utilisé	
  des	
  RNAi	
  

spécifiques	
  sous	
  le	
  contrôle	
  de	
  drivers	
  inductibles	
  afin	
  d’étudier	
  leur	
  implication	
  dans	
  la	
  

mémoire	
  dans	
  des	
  conditions	
  physiologiques.	
  Ainsi,	
  il	
  est	
  possible	
  d’identifier	
  les	
  phases	
  

de	
  mémoire	
  impliquées	
  et	
  les	
  structures	
  dans	
  lesquelles	
  ces	
  protéases	
  sont	
  requises.	
  Il	
  

s’agit	
  de	
  la	
  1e	
  étude	
  du	
  rôle	
  direct	
  des	
  néprilysines	
  dans	
  la	
  mémoire	
  dans	
  des	
  conditions	
  

non	
   pathologiques,	
   et	
   aussi	
   de	
   la	
   1e	
   étude	
   de	
   leur	
   fonction	
   dans	
   la	
   mémoire	
   chez	
   la	
  

drosophile.	
  

	
  

	
  

2)	
   Les	
   peptides	
   dAβ	
   sont-­‐ils	
   une	
   cible	
   des	
   néprilysines	
   pour	
   la	
   formation	
   de	
   la	
  

mémoire	
  chez	
  la	
  drosophile	
  ?	
  	
  

Il	
  a	
  été	
  montré	
  qu’un	
  excès	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  est	
  toxique	
  pour	
  les	
  neurones	
  et	
  la	
  mémoire,	
  

et	
   inversement	
   une	
   trop	
   faible	
   quantité	
   de	
   peptides	
   pourrait	
   limiter	
   la	
   plasticité	
  

synaptique.	
  Il	
  est	
  donc	
  logique	
  de	
  penser	
  que	
  la	
  quantité	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  est	
  très	
  limitée,	
  

par	
  la	
  régulation	
  de	
  leur	
  synthèse,	
  et	
  celle	
  de	
  leur	
  dégradation.	
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De	
  même,	
  on	
  peut	
  supposer	
  que	
  des	
  peptides	
  dAβ	
  sont	
  naturellement	
  produits	
  chez	
  

la	
  drosophile,	
  mais	
  en	
  si	
  petite	
  quantité	
  qu’ils	
  ne	
  sont	
  pas	
  détectables.	
  Etant	
  donné	
  que	
  

les	
  néprilysines	
  humaines,	
  comme	
  les	
  	
  néprilysines	
  de	
  drosophiles,	
  peuvent	
  dégrader	
  les	
  

peptides	
   Aβ	
   humains	
   et	
   que	
   les	
   néprilysines	
   peuvent	
   aussi	
   dégrader	
   les	
   peptides	
  

amyloïdes	
   humains,	
   il	
   serait	
   tentant	
   de	
   penser	
   que	
   les	
   néprilysines	
   de	
   drosophiles	
  

peuvent	
  dégrader	
  les	
  peptides	
  amyloïdes	
  de	
  drosophiles.	
  	
  

Par	
  conséquent,	
  nous	
  avons	
  donc	
  cherché	
  à	
  vérifier	
  si,	
   chez	
   la	
  drosophile,	
   l’une	
  des	
  

néprilysines	
  dégrade-­‐t-­‐elle	
  les	
  peptides	
  dAβ	
  pour	
  permettre	
  la	
  formation	
  normale	
  de	
  la	
  

mémoire	
  ?	
  Le	
  résultat	
  obtenu	
  pourrait	
  permettre	
  de	
  déterminer	
  l’importance	
  du	
  rôle	
  de	
  

ces	
  peptides	
  dans	
  la	
  mémoire	
  ainsi	
  que	
  l’importance	
  de	
  la	
  dégradation	
  de	
  neuropeptides	
  

dans	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  mémoire.	
  

	
  

	
  

3)	
  Amnesiac	
  est-­‐il	
  requis	
  chez	
  l’adulte	
  pour	
  la	
  mémoire	
  ?	
  

Waddell	
   et	
   al.	
   (2000)	
   ont	
   montré	
   que	
   l’expression	
   du	
   gène	
   amnesiac	
   est	
   requise	
  

spécifiquement	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  pour	
  la	
  MTM.	
  Il	
  est	
  important	
  de	
  noter	
  que	
  cette	
  

étude,	
   ainsi	
   que	
   toutes	
   celles	
   qui	
   ont	
   suivi,	
   reposent	
   sur	
   l’utilisation	
   de	
   mutants	
  

historiques	
  de	
  ce	
  gène,	
  principalement	
  le	
  mutant	
  amnX8.	
  Par	
  conséquent	
  la	
  temporalité	
  

de	
  l’implication	
  du	
  gène	
  amnesiac	
  n’a	
  pas	
  été	
  étudiée.	
  De	
  plus,	
  DeZazzo	
  et	
  al.	
  (1999)	
  ont	
  

formulé	
   l’hypothèse	
   que	
   les	
   défauts	
   de	
  mémoire	
   observés	
   chez	
   les	
  mutants	
   amnesiac	
  

pourraient	
  être	
  dus	
  à	
  des	
  défauts	
  de	
  développement.	
  

Pour	
   clarifier	
   le	
   rôle	
   d’amnesiac	
   dans	
   la	
   formation	
  de	
   la	
  mémoire	
   chez	
   l’adulte,	
   j’ai	
  

utilisé	
  des	
  RNAi	
  et	
  des	
  pilotes	
  d’expression	
  spécifiques	
  et	
  inductibles	
  pour	
  déterminer	
  le	
  

rôle	
  d’amnesiac	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  et	
  chez	
  l’adulte.	
  J’ai	
  aussi	
  étudié	
  la	
  question	
  

de	
   l’implication	
  d’amnesiac	
  dans	
   la	
  détection	
  de	
   coïncidence,	
   implication	
  qui	
  a	
   jusqu’à	
  

présent	
  uniquement	
  été	
  supposée.	
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Matériel	
  et	
  méthodes	
  

I.	
  Elevage	
  des	
  drosophiles	
  

Les	
   drosophiles	
   sont	
   élevées	
   sur	
   du	
  milieu	
   standard	
   gélosé	
   contenant	
   de	
   la	
   farine	
   de	
  

maïs,	
   de	
   la	
   levure,	
   de	
   l’agar,	
   de	
   l’eau	
   et	
   un	
   fongicide.	
   Leur	
   élevage	
   est	
   effectué	
   à	
   18°C	
  

avec	
  une	
  humidité	
  de	
  60%,	
  sous	
  un	
  cycle	
  d’éclairage	
  12	
  h	
  jour/12	
  h	
  nuit.	
  La	
  souche	
  de	
  

référence	
  est	
  la	
  lignée	
  Canton	
  Special	
  (CS).	
  Afin	
  de	
  s’affranchir	
  d’éventuelles	
  différences	
  

de	
   comportement	
   dues	
   au	
   fond	
   génétique,	
   chaque	
   lignée	
   étudiée	
   est	
   préalablement	
  

croisée	
  successivement	
  3	
  fois	
  avec	
  la	
  lignée	
  de	
  référence	
  CS,	
  afin	
  d’homogénéiser	
  le	
  fond	
  

génétique	
   de	
   l'ensemble	
   des	
   souches.	
   Ainsi,	
   les	
   phénotypes	
   observés	
   peuvent	
  

directement	
  être	
  attribués	
  à	
  la	
  mutation	
  étudiée	
  et	
  non	
  à	
  un	
  fond	
  génétique	
  qui	
  ne	
  serait	
  

pas	
  en	
  accord	
  avec	
  celui	
  de	
  CS.	
  

	
  

II.	
  Souches	
  utilisées	
  

Transgène	
   Description	
   Origine	
   Référence	
  

UAS-­Dicer2	
  
CG6493;	
  Augmente	
  l’efficacité	
  d’un	
  

RNAi	
  
Bloomington	
  

(Pham	
  et	
  al.,	
  

2004)	
  

Amn-­RNAi1	
   CG11937	
  ;	
  ID	
  v5606	
  

Vienna	
  

Drosophila	
  

Resource	
  

Center	
  

(VDRC)	
  

(Aldrich	
  et	
  al.,	
  

2010)	
  

Amn-­RNAi2	
   CG11937;	
  ID	
  25797	
   Bloomington	
   	
  

amnX8	
   CG11937;	
  mutant	
  nul	
  d’amnesiac	
   	
  
(DeZazzo	
  et	
  al.,	
  

1999)	
  

RNAi-­Nep1A	
   CG5905;	
  ID	
  27537	
   VDRC	
  
(Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016)	
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RNAi-­Nep1B	
   CG5894;	
  ID	
  108860	
   VDRC	
  
(Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016)	
  

RNAi-­Nep2A	
   CG9761;	
  ID	
  23172	
   VDRC	
  
(Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016)	
  

RNAi-­Nep2B	
   CG9761;	
  ID	
  102584	
   VDRC	
  
(Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016)	
  

RNAi-­Nep3A	
   CG9565;	
  ID	
  9565-­‐1	
  

National	
  

Institute	
  of	
  

Genetics	
  

(Japan)	
  

(Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016)	
  

RNAiNep3B	
   CG9565;	
  ID	
  37804	
   VDRC	
  
(Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016)	
  

RNAi-­Nep4A	
   CG4058;	
  ID	
  16669	
   VDRC	
  
(Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016)	
  

RNAi-­Nep4B	
   CG4058;	
  ID	
  100189	
   VDRC	
  
(Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016)	
  

UAS-­dAβ-­HA	
  
Exprime	
  un	
  peptide	
  artificiel	
  dAβ	
  

tagué	
  HA	
  

Doris	
  

Kretzschmar	
  

(Carmine-­‐

Simmen	
  et	
  al.,	
  

2009)	
  

UAS-­amn	
  
CG11937	
  

Surexprime	
  amnesiac	
  
Scott	
  Waddell	
  

(Waddell	
  et	
  al.,	
  

2000)	
  

PNep1	
   CG5894;	
  ID	
  22465	
   Bloomington	
   	
  

UAS-­Nep1	
   Surexprime	
  la	
  Nep1	
  
Synthétisé	
  au	
  

sein	
  du	
  labo	
  
	
  

UAS-­Nep1	
  

mutée	
  

Surexprime	
  la	
  Nep1	
  mutée	
  au	
  

niveau	
  du	
  site	
  catalytique	
  

Mutagénèse	
  

au	
  sein	
  du	
  

laboratoire	
  

	
  

UAS-­dBace	
   CG13095	
  ;	
  Surexprime	
  dBACE	
  
Doris	
  

Kretzschmar	
  

(Carmine-­‐

Simmen	
  et	
  al.,	
  

2009)	
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UAS-­Appl	
   CG7727	
  ;	
  Surexprime	
  Appl	
   	
  
(Torroja	
  et	
  al.,	
  

1996;	
  1999a)	
  

RNAi-­Appl	
   CG7727	
  ;	
  ID	
  108312	
   VDRC	
   	
  

UAS-­

GFP::mCD8	
  

Exprime	
  une	
  GFP	
  à	
  la	
  membrane	
  

cellulaire	
  
	
   	
  

UAS-­AKAR2	
   Sonde	
  PKA	
   	
  

(Zhang	
  et	
  al.,	
  

2001;	
  2005;	
  

Gervasi	
  et	
  al.,	
  

2010)	
  

UAS-­GCaMP6f	
   Sonde	
  calcique	
   	
   	
  

238Y	
   Driver	
  des	
  MB	
   	
  
(Aso	
  et	
  al.,	
  

2009)	
  

VT30559	
   Driver	
  spécifique	
  des	
  MB	
   VDRC	
  
(Plaçais	
  et	
  al.,	
  

2017)	
  

c739	
   Driver	
  spécifique	
  des	
  neurones	
  α/β	
   	
  
(Yang	
  et	
  al.,	
  

1995)	
  

VT30604	
  
Driver	
  spécifique	
  des	
  neurones	
  

primes	
  
VDRC	
  

(Wu	
  et	
  al.,	
  

2013;	
  Yang	
  et	
  

al.,	
  2016)	
  

VT49483	
   Driver	
  spécifique	
  des	
  neurones	
  γ	
   VDRC	
   	
  

VT64246	
  
Driver	
  spécifique	
  des	
  neurones	
  

DPM	
  
VDRC	
  

(Lee	
  et	
  al.,	
  

2011)	
  

VT26149	
  
Driver	
  spécifique	
  des	
  neurones	
  

DPM	
  
VDRC	
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C316	
  
Driver	
  des	
  neurones	
  DPM,	
  des	
  MB	
  

et	
  d’autres	
  structures	
  
	
  

(Haynes	
  et	
  al.,	
  

2015)	
  

Tableau	
  2	
  :	
  Liste	
  des	
  transgènes	
  et	
  des	
  mutants	
  utilisés.	
  

	
  

Pour	
   obtenir	
   l’UAS-­‐Nep1	
  mutée,	
   la	
   séquence	
   codante	
   de	
  Nep1	
   a	
   été	
   clonée	
   dans	
   le	
  

vecteur	
  pUAST.	
  Un	
  fragment	
  de	
  restriction	
  de	
  ce	
  vecteur	
  (HindIII	
  -­‐	
  KpnI)	
  a	
  été	
  remplacé	
  

par	
   le	
   fragment	
   correspondant	
   contenant	
   la	
   mutation	
   (synthèse	
   du	
   fragment	
   par	
  

GenScript).	
   Le	
   vecteur	
   a	
   ensuite	
   été	
   injecté	
   (Rainbow	
   Transgenic	
   Flies,	
   Inc)	
   sur	
   le	
  

chromosome	
  3.	
  La	
  lignée	
  a	
  été	
  outcrossée,	
  soit	
  croisée	
  plusieurs	
  fois	
  pour	
  avoir	
  un	
  fond	
  

génétique	
   similaire	
   aux	
   autres	
   lignées	
   utilisées	
   dans	
   notre	
   laboratoire,	
   et	
   finalement	
  

amplifiée.	
  La	
  mutation	
  ainsi	
   insérée	
  en	
  position	
  531	
  permet	
  d’inactiver	
   le	
   site	
  actif	
   en	
  

modifiant	
   un	
   Glutamate	
   (E)	
   en	
   Glutamine	
   (Q)	
   au	
   niveau	
   du	
  motif	
   HExxH	
   (Panz	
   et	
   al.,	
  

2012).	
  	
  

Les	
   lignées	
   exprimant	
   deux	
   ou	
   trois	
   transgènes	
   et/ou	
   mutations	
   (par	
   exemple	
  

Gal80ts;driver	
  ainsi	
  que	
  amnX8;UAS-­‐amn	
  ou	
  RNAi-­‐Nep;Dicer2…)	
  ont	
  été	
  générées	
  au	
  sein	
  

de	
  l’équipe.	
  

	
  

III.	
  Comportement	
  	
  

1)	
  Croisements	
  et	
  élevage	
  

Pour	
  effectuer	
  les	
  expériences	
  de	
  comportement,	
  l’élevage	
  des	
  drosophiles	
  est	
  réalisé	
  à	
  

18°C.	
  Les	
  croisements	
  sont	
  effectués	
  avec	
  environ	
  cinquante	
   femelles	
  vierges	
  et	
  vingt-­‐

cinq	
  mâles.	
  Les	
  croisements	
  sont	
  ensuite	
  repiqués	
  2	
  fois	
  par	
  semaine	
  afin	
  d’optimiser	
  le	
  

niveau	
  de	
  ponte	
  pour	
  disposer	
  de	
  nouveaux	
  individus	
  régulièrement.	
  

	
  

2)	
  Conditionnement	
  aversif	
  :	
  préparation	
  	
  

24	
   heures	
   avant	
   le	
   conditionnement,	
   une	
   centaine	
   de	
   drosophiles	
   âgées	
   de	
   1-­‐3	
   jours	
  

sont	
   placées	
   sur	
   du	
   milieu	
   frais	
   à	
   18°C.	
   30	
   min	
   avant	
   le	
   début	
   du	
   protocole	
   de	
  

conditionnement,	
  les	
  drosophiles	
  sont	
  placées	
  dans	
  les	
  pièces	
  de	
  comportement	
  à	
  25°C,	
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et	
   80%	
   d’humidité	
  ;	
   ceci	
   afin	
   d’éviter	
   l’effet	
   d’un	
   choc	
   de	
   température	
   lors	
   de	
  

l’expérience.	
  	
  

Dans	
  les	
  cas	
  où	
  une	
  induction	
  est	
  nécessaire,	
  les	
  drosophiles	
  âgées	
  de	
  1-­‐3	
  jours	
  sont	
  

placées	
  trois	
  jours	
  à	
  30°C	
  afin	
  d’induire	
  l’expression	
  du	
  transgène.	
  De	
  plus,	
  pour	
  les	
  tests	
  

de	
   mémoire	
   à	
   long-­‐terme,	
   les	
   drosophiles	
   sont	
   placées	
   à	
   nouveau	
   à	
   30°C	
   entre	
   le	
  

conditionnement	
  et	
  le	
  test.	
  Pour	
  les	
  contrôles	
  à	
  basse	
  température,	
  les	
  drosophiles	
  sont	
  

placées	
  trois	
  jours	
  à	
  18°C	
  avant	
  l’expérience.	
  	
  

	
  

3)	
  Conditionnement	
  olfactive	
  aversif	
  

Le	
  protocole	
  de	
  conditionnement	
  aversif	
  a	
  été	
  historiquement	
  mis	
  au	
  point	
  au	
  sein	
  du	
  

laboratoire	
   de	
   Seymour	
   Benzer	
   (Quinn	
   et	
   al.,	
   1974),	
   puis	
   a	
   été	
   amélioré	
   (Tully	
   and	
  

Quinn,	
  1985;	
  Tully	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Pascual	
  and	
  Preat,	
  2001).	
  Pour	
  le	
  conditionnement,	
  nous	
  

disposons	
  de	
  barillets	
  présentant	
  6	
  puits	
  dont	
  les	
  parois	
  sont	
  recouvertes	
  de	
  grilles	
  de	
  

cuivre	
  (Figure	
  25).	
  Les	
  barillets	
  étant	
  reliés	
  à	
  un	
  générateur,	
  ces	
  grilles	
  permettront	
  de	
  

transmettre	
  des	
  chocs	
  électriques	
  aux	
  drosophiles.	
  Un	
  flux	
  d’air	
  porteur	
  ou	
  non	
  d’odeur	
  

peut	
   être	
   injecté	
   dans	
   le	
   barillet	
   grâce	
   à	
   son	
   raccordement	
   à	
   une	
   pompe.	
   Avant	
   le	
  

conditionnement,	
   on	
   insère	
  des	
   groupes	
  de	
  30-­‐40	
  drosophiles	
  de	
  même	
  génotype	
  par	
  

puits	
   de	
   barillet.	
   Un	
   conditionnement	
   automatisé	
   est	
   réalisé	
   grâce	
   à	
   un	
   programme	
  

informatique	
  qui	
  contrôle	
  l’envoi	
  des	
  chocs	
  électriques	
  ainsi	
  que	
  l’ouverture	
  des	
  valves	
  

permettant	
  l’envoi	
  des	
  flux	
  d’air	
  chargés	
  ou	
  non	
  d’odeurs.	
  

Les	
  odeurs	
  utilisées	
  pour	
   le	
   conditionnement	
   sont	
   les	
   suivantes	
  :	
  3-­‐Octanol	
   (Sigma-­‐

Aldrich)	
   et	
   4-­‐Méthylcyclohexanol	
   (Sigma-­‐Aldrich)	
   à	
   0,360	
   mM	
   et	
   0,325	
   mM	
  

respectivement.	
  Ces	
  odeurs,	
  naturellement	
  aversives	
  pour	
  les	
  drosophiles,	
  sont	
  diluées	
  

dans	
  de	
  l’huile	
  de	
  paraffine	
  (VWR	
  International).	
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Figure	
  25	
  :	
  Les	
  barillets	
  utilisés	
  lors	
  d’un	
  conditionnement	
  aversif.	
  	
  

A	
  gauche,	
  un	
  barillet	
  ouvert	
  présentant	
  les	
  6	
  puits	
  disponibles	
  pour	
  conditionner	
  des	
  groupes	
  de	
  mouches.	
  

A	
  droite,	
  un	
  barillet	
  fermé	
  et	
  relié	
  au	
  système	
  d’air	
  	
  ainsi	
  qu’au	
  dispositif	
  de	
  chocs	
  électriques.	
  

	
  

Un	
  cycle	
  de	
  conditionnement	
  se	
  compose	
  de	
  la	
  manière	
  suivante	
  :	
  

• 90	
  s	
  d’air,	
  	
  

• 60	
  s	
  de	
  la	
  première	
  odeur	
  (CS+)	
  associée	
  à	
  l’envoi	
  de	
  12	
  chocs	
  électriques	
  de	
  60	
  	
  volts	
  

se	
  déclenchant	
  10	
  s	
  après	
  le	
  début	
  de	
  l’odeur,	
  

• 45	
  s	
  d’air	
  pour	
  évacuer	
  l’odeur	
  précédente,	
  	
  

• 60	
  s	
  de	
  la	
  seconde	
  odeur	
  (CS-­‐)	
  mais	
  sans	
  chocs	
  électriques,	
  	
  

• et	
  45	
  s	
  d’air.	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  26	
  :	
  Schéma	
  d’un	
  cycle	
  de	
  conditionnement	
  aversif.	
  

	
  

Pour	
   chaque	
   expérience	
   deux	
   conditionnements	
   successifs	
   et	
   réciproques	
  sont	
  

réalisés:	
   un	
   premier	
   groupe	
   de	
   mouches	
   est	
   conditionné	
   avec	
   l’odeur	
   OCT,	
   puis	
   un	
  

deuxième	
  groupe	
  de	
  même	
  génotype	
  est	
  conditionné	
  avec	
  l’odeur	
  MCH.	
  

En	
  mémoire	
  aversive,	
  le	
  type	
  de	
  protocole	
  conditionne	
  le	
  type	
  de	
  mémoire	
  formé	
  :	
  

• Un	
   cycle	
   de	
   conditionnement	
   permet	
   d’étudier	
   la	
   mémoire	
   à	
   court-­‐terme	
   (STM),	
  

mesurée	
   1	
   min	
   après	
   conditionnement,	
   ainsi	
   que	
   la	
   mémoire	
   à	
   moyen	
   terme	
  

(MTM),	
  mesurée	
   2-­‐3	
   h	
   après	
   conditionnement.	
   Ces	
  mémoires	
   sont	
   composites	
  

car	
   elles	
   sont	
   composées	
   d’une	
   part	
   de	
   mémoire	
   labile,	
   et	
   d’autre	
   part	
   de	
  

mémoire	
   résistante	
   à	
   l’anesthésie	
   (ARM).	
   L’application	
   d’un	
   choc	
   par	
   le	
   froid	
  

(cold-­‐shock)	
  permet	
  d’effacer	
  la	
  partie	
  labile	
  pour	
  ne	
  laisser	
  que	
  la	
  ARM.	
  	
  

• 5	
  cycles	
  de	
  conditionnement	
  massés	
  permettent	
  de	
  former	
  la	
  ARM	
  à	
  long-­‐terme	
  (LT-­‐

ARM),	
  étudiée	
  24	
  h	
  après	
  conditionnement.	
  

• 5	
   cycles	
   de	
   conditionnement	
   espacés	
   de	
   15	
   min	
   chacun,	
   permettent	
   de	
   former	
   la	
  

mémoire	
  à	
  long	
  terme	
  (LTM)	
  dépendante	
  de	
  la	
  synthèse	
  protéique	
  de	
  novo,	
  aussi	
  

étudiée	
  24	
  h	
  après	
  conditionnement.	
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Figure 15 : Schéma du paradigme olfactif appétitif 

Le cycle de conditionnement comporte une première association odeur-
sucre, suivie d’une présentation d’odeur non couplée à un stimulus appétant. 

 

Figure 16 : Test de rappel mnésique 

Pour tester la mémoire d’un groupe de drosophile, on les place au centre 
du T-maze (flèche), à la confluence des deux odeurs utilisées lors du 
conditionnement (odeur SC+ et odeur SC-). Il s’agit donc d’un test discriminatif, 
puisque les drosophiles choisisse une odeur relativement à l’autre. 

Dans le cadre du protocole olfactif associatif aversif, développé il y a bien plus 

longtemps (Quinn et al., 1974), le stimulus inconditionnel est une succession de décharges 

électriques. L’odeur SC+ deviendra donc prédictive d’un stimulus aversif et les drosophiles 

chercheront à l’éviter, si tant est qu’elles se souviennent de ce qu’elles ont appris. 

Similairement à l’appétitif, le test de rappel offre le choix aux drosophiles entre deux 

compartiments chargés des deux odeurs utilisées pendant le conditionnement. 

 

Figure 17 : Schéma du paradigme olfactif aversif 

Le cycle de conditionnement comporte une première étape où une odeur est 
associée à des chocs électriques : elle devient le stimulus conditionné (SC+). Par 
la suite, une seconde odeur (SC-) est présentée sans punition. 

��������
��
��

��������	��
��

45#s#1#min# 1#min# 45#s#1#min#30#s#

(CS+)& (CS')&

A"



 68 

	
  

4)	
  Tests	
  	
  

Trente	
  minutes	
  avant	
  le	
  test,	
  les	
  drosophiles	
  sont	
  transférées	
  dans	
  la	
  pièce	
  de	
  test	
  à	
  25°C	
  

et	
  80%	
  d’humidité,	
   à	
   l’exception	
  des	
   tests	
  de	
  MTM,	
  pour	
   lesquels	
   les	
  drosophiles	
   sont	
  

conservées	
  dans	
  la	
  pièce	
  de	
  comportement	
  entre	
  la	
  phase	
  de	
  conditionnement	
  et	
  le	
  test.	
  

On	
   effectue	
   le	
   test	
   de	
  mémoire	
   dans	
   un	
   T-­‐maze	
   (Tully	
   and	
  Quinn,	
   1985)	
   relié	
   à	
   deux	
  

bouteilles	
  contenant	
  chacune	
  une	
  des	
  deux	
  odeurs	
  utilisées	
  durant	
  le	
  conditionnement.	
  

La	
   concentration	
   des	
   molécules	
   odorantes	
   est	
   la	
   même	
   durant	
   la	
   phase	
   de	
  

conditionnement	
   et	
   la	
   phase	
  de	
   test.	
   Les	
   drosophiles	
   à	
   tester	
   sont	
   introduites	
   dans	
   la	
  

partie	
   centrale	
   coulissante	
   de	
   l’appareil,	
   on	
   relie	
   ensuite	
   l’appareil	
   aux	
   tuyaux	
   pour	
  

amener	
   les	
   flux	
   d’air	
   contenant	
   les	
  molécules	
   odorantes	
   (Figure	
   27).	
   Le	
   test	
   démarre	
  

lorsque	
   l’on	
   descend	
   l’ascenseur.	
   Il	
   est	
   effectué	
   pendant	
   une	
  minute	
   dans	
   l’obscurité.	
  

Pendant	
   ce	
   test,	
   les	
   drosophiles	
   peuvent	
   librement	
   se	
   diriger	
   vers	
   chacun	
   des	
   deux	
  

compartiments	
  (OCT	
  et	
  MCH)	
  présentés	
  de	
  chaque	
  côté	
  de	
  la	
  machine	
  de	
  test.	
  A	
  la	
  fin	
  du	
  

test,	
   l’ascenseur	
   est	
   remonté,	
   et	
   les	
   drosophiles	
   présentes	
   dans	
   chaque	
   compartiment	
  

sont	
  collectées	
  séparément.	
  Directement	
  après,	
  on	
  teste	
  le	
  deuxième	
  lot	
  de	
  drosophiles	
  

conditionnées	
  sur	
  l’autre	
  odeur.	
  

	
  

Figure	
  27	
  :	
  Dispositif	
  de	
  test	
  utilisé.	
  	
  

A	
  gauche,	
  positionnement	
  du	
  dispositif	
  lors	
  de	
  l’introduction	
  des	
  drosophiles.	
  A	
  droite,	
  positionnement	
  du	
  

dispositif	
  lors	
  du	
  test	
  après	
  connexion	
  des	
  deux	
  bouteilles	
  d’odeur	
  à	
  l’appareil	
  en	
  T.	
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5)	
  Scores	
  de	
  mémoire	
  

L’indice	
  de	
  performance	
  de	
  mémoire	
   (PI)	
   reflète	
   le	
  pourcentage	
  de	
  drosophiles	
  qui	
   se	
  

sont	
   déplacées	
   vers	
   le	
   CS-­‐	
   pendant	
   le	
   test.	
   Ce	
   score	
   est	
   une	
  moyenne	
   entre	
   les	
   deux	
  

expériences	
  réciproques.	
  

Le	
  score	
  pour	
  chaque	
  expérience	
  réciproque	
  est	
  calculé	
  de	
  la	
  façon	
  suivante:	
  

100	
  x	
  (Nombre	
  drosophiles	
  CS-­‐)	
  –	
  (Nb	
  drosophiles	
  CS+)	
  

(Nb	
  total	
  de	
  drosophiles-­‐)	
  

	
  

Nombre	
   drosophiles	
   CS-­‐	
   :	
   nombre	
   de	
   drosophiles	
   présentes	
   dans	
   le	
   compartiment	
  

contenant	
  l’odeur	
  non	
  associée	
  aux	
  chocs	
  électriques.	
  	
  

Nombre	
   drosophiles	
   CS+	
   :	
   nombre	
   de	
   drosophiles	
   présentes	
   dans	
   le	
   compartiment	
  

contenant	
  l’odeur	
  associée	
  aux	
  chocs	
  électriques.	
  

	
  

Les	
  scores	
  peuvent	
  s’étendre	
  de	
  -­‐100	
  à	
  100.	
  

Un	
   score	
   de	
   0	
   reflète	
   le	
   score	
   de	
   drosophiles	
   naïves,	
   signifiant	
   qu’il	
   y	
   a	
   autant	
   de	
  

drosophiles	
  de	
  chaque	
  côté.	
  Un	
  score	
  de	
  100	
  signifie	
  que	
  toutes	
  les	
  drosophiles	
  ont	
  évité	
  

l’odeur	
   associée	
   aux	
   chocs	
   électriques.	
   Enfin,	
   un	
   score	
   de	
   -­‐100	
   signifie	
   que	
   les	
  

drosophiles	
   ont	
   attribué	
  une	
   valence	
  positive	
   à	
   l’odeur	
   associée	
   aux	
   chocs	
   électriques	
  

(CS+).	
  

	
  

6)	
  Contrôles	
  	
  

a)	
  Tests	
  olfactifs	
  

Il	
   est	
   nécessaire	
   de	
   vérifier	
   que	
   les	
   drosophiles	
   testées	
   ne	
   présentent	
   pas	
   de	
   défaut	
  

d’olfaction,	
  ce	
  qui	
  fausserait	
  l’interprétation	
  des	
  phénotypes	
  observés.	
  Ce	
  test	
  est	
  réalisé	
  

dans	
  l’appareil	
  en	
  T-­‐maze	
  utilisé	
  pour	
  les	
  tests	
  de	
  mémoire	
  et	
  consiste	
  à	
  laisser	
  le	
  choix	
  

aux	
  drosophiles	
  de	
  se	
  déplacer	
  vers	
  un	
  compartiment	
  contenant	
   la	
  molécule	
  odorante	
  

répulsive	
   (OCT	
  ou	
  MCH),	
  ou	
  un	
  compartiment	
   rempli	
  par	
  un	
   flux	
  d’air	
  pur.	
  Après	
  une	
  

minute	
  de	
  test,	
   les	
  drosophiles	
  de	
  chaque	
  compartiment	
  sont	
  collectées	
  séparément	
  et	
  

comptées.	
  Un	
  PI	
  est	
  alors	
  calculé.	
  	
  

	
  

b)	
  Tests	
  d’évitement	
  des	
  chocs	
  électriques	
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De	
  même,	
  il	
  est	
  nécessaire	
  de	
  vérifier	
  que	
  les	
  drosophiles	
  testées	
  ne	
  présentent	
  pas	
  de	
  

défaut	
  de	
  sensibilité	
  aux	
  chocs	
  électriques.	
  Ce	
   test	
  consiste	
  à	
  placer	
   les	
  drosophiles	
  au	
  

centre	
   de	
   deux	
   barillets,	
   l’un	
   recevant	
   des	
   chocs	
   électriques	
   et	
   l’autre	
   non.	
   Après	
   une	
  

minute	
  de	
  test,	
  les	
  drosophiles	
  sont	
  collectées	
  séparément	
  et	
  comptées	
  afin	
  d’établir	
  un	
  

PI.	
  	
  

	
  

7)	
  Protocoles	
  spécifiques	
  pour	
  étudier	
  certaines	
  formes	
  de	
  mémoire	
  

Pour	
  étudier	
  spécifiquement	
  la	
  MT-­‐ARM,	
  les	
  drosophiles	
  sont	
  soumises	
  1	
  h	
  avant	
  le	
  test	
  

à	
  un	
  choc	
  par	
  le	
  froid	
  («	
  cold-­‐shock	
  »),	
  en	
  étant	
  placées	
  dans	
  des	
  tubes	
  à	
  4°C	
  sur	
  glace.	
  	
  

Pour	
  vérifier	
  que	
  la	
  mémoire	
  observée	
  24	
  h	
  après	
  un	
  conditionnement	
  espacé	
  est	
  bien	
  

de	
   la	
   LTM,	
   on	
   utilise	
   un	
   inhibiteur	
   de	
   la	
   synthèse	
   protéique	
   cytoplasmique,	
   la	
  

cycloheximine	
   (CXM).	
   Les	
   drosophiles	
   sont	
   placées	
   dans	
   des	
   bouteilles	
   normales	
  

pendant	
   2	
   jours	
   à	
   30°C	
   puis	
   elles	
   sont	
   transférées	
   dans	
   des	
   tubes	
   Falcon	
   de	
   15	
   ml	
  

contenant	
  du	
  papier	
  Whatman	
  («	
  3M	
  »)	
  sur	
  lequel	
  ont	
  été	
  déposés	
  125	
  μL	
  d’une	
  solution	
  

de	
  sucrose	
  (5%	
  de	
  sucre)	
  contenant	
  ou	
  pas	
  de	
  la	
  CXM	
  (100	
  mg	
  dans	
  10	
  mL).	
  Les	
  tubes	
  

Falcon	
  sont	
  replacés	
  à	
  30°C	
  pour	
  17	
  h.	
  Enfin,	
  les	
  drosophiles	
  sont	
  transférées	
  dans	
  des	
  

bouteilles	
  contenant	
  du	
  milieu	
  normal	
  30	
  min	
  avant	
  le	
  conditionnement.	
  	
  

	
  

8)	
  Analyses	
  statistiques	
  

Pour	
  comparer	
  les	
  scores	
  de	
  deux	
  groupes	
  de	
  drosophiles,	
  nous	
  avons	
  utilisé	
  le	
  test	
  de	
  

Student	
   (t-­‐test).	
  Pour	
   la	
   comparaison	
  des	
   scores	
  de	
  plus	
  de	
  deux	
  groupes,	
  nous	
  avons	
  

réalisé	
   un	
   test	
   de	
   la	
   variance	
   (ANOVA),	
   suivi	
   s’il	
   est	
   significatif	
   (p	
   <	
   0,05)	
   d’un	
   test	
   à	
  

comparaisons	
   multiples	
   de	
   Newman-­‐Keuls.	
   Chaque	
   graphique	
   présenté	
   affiche	
   les	
  

indices	
  de	
  performance	
  moyens	
  +/-­‐	
   l’erreur	
   standard	
  de	
   la	
  moyenne	
   (SEM).	
  La	
  moins	
  

significative	
  des	
  comparaisons	
  par	
  paires	
  entre	
  le	
  génotype	
  d’intérêt	
  et	
  ses	
  contrôles	
  est	
  

indiquée	
  sur	
  le	
  graphe	
  (par	
  exemple,	
  si	
  p<0,05	
  entre	
  le	
  génotype	
  d’intérêt	
  et	
  le	
  contrôle	
  

1	
   et	
   p<0,01	
   entre	
   le	
   génotype	
   d’intérêt	
   et	
   le	
   contrôle	
   2,	
   on	
   indique	
   le	
   niveau	
   de	
  

significativité	
  minimal,	
   soit	
   *). La	
  comparaison	
  de	
   trois	
  génotypes	
  ou	
  plus	
  est	
   réalisée	
  
avec	
  une	
  ANOVA	
  une-­‐voie	
  suivie	
  d’un	
  test	
  post-­‐hoc	
  à	
  comparaison	
  multiple	
  de	
  Newman-­‐

Keuls.	
   La	
   p-­value	
   globale	
   de	
   l’ANOVA	
   est	
   donnée	
   avec	
   la	
   valeur	
   de	
   la	
   distribution	
   de	
  

Fisher	
  F(x,y)	
  où	
  x	
  représente	
  le	
  degré	
  de	
  liberté	
  du	
  nombre	
  de	
  génotypes	
  et	
  y	
  le	
  degré	
  de	
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liberté	
  de	
  la	
  distribution.	
  

	
  

IV.	
  Imagerie	
  neuronale	
  	
  in	
  vivo	
  	
  

La	
   préparation	
   des	
   drosophiles	
   est	
   effectuée	
   selon	
   le	
   protocole	
   déjà	
   décrit	
   (Fiala	
   and	
  

Spall,	
  2003),	
  Figure	
  28).	
  Une	
  drosophile	
  mâle	
  naïve	
  est	
  collée	
  avec	
  de	
   la	
  colle	
  dentaire	
  

biocompatible	
  sur	
  une	
  lamelle	
  en	
  plastique	
  recouverte	
  d’une	
  fine	
  feuille	
  de	
  plastique.	
  La	
  

lamelle	
  est	
   ensuite	
  placée	
  dans	
  une	
   chambre	
  adaptable	
  à	
   la	
  platine	
  du	
  microscope.	
  Le	
  

cerveau	
  de	
  la	
  drosophile	
  est	
  recouvert	
  d’une	
  goutte	
  de	
  solution	
  Ringer	
  (130	
  mM	
  NaCl,	
  5	
  

mM	
  KCl,	
  2	
  mM	
  MgCl2,	
  2	
  mM	
  CaCl2,	
  36	
  mM	
  sucrose,	
  5	
  mM	
  HEPES-­‐NaOH	
  [pH	
  7.3]).	
  Une	
  

petite	
   région	
   de	
   la	
   cuticule	
   est	
   ôtée	
   ainsi	
   que	
   les	
   trachées.	
   La	
   drosophile	
   est	
   ensuite	
  

placée	
  sous	
  un	
  microscope	
  Leica	
  DM600.	
  

	
  

Figure	
  28	
  :	
  Représentation	
  schématique	
  de	
  la	
  préparation	
  d’une	
  drosophile	
  pour	
  l’imagerie	
  in	
  

vivo.	
  	
  

A.	
  Un	
  film	
  transparent	
  est	
  collé	
  à	
  une	
  lamelle	
  en	
  plastique	
  est	
  appliquée	
  au	
  niveau	
  du	
  trou	
  situé	
  au	
  centre	
  

de	
  la	
  lamelle.	
  B.	
  De	
  la	
  colle	
  dentaire	
  est	
  appliquée	
  dans	
  le	
  creux	
  présentant	
  une	
  minutie.	
  C.	
  Une	
  drosophile	
  

est	
  collée	
  sur	
   le	
  dos,	
   la	
   tête	
  d’un	
  côté	
  de	
   la	
  minutie	
  et	
   le	
  reste	
  du	
  corps	
  de	
   l’autre	
  côté.	
  D.	
  La	
   lamelle	
  est	
  

posée	
  sur	
   la	
  cellule	
  d’imagerie	
  et	
  une	
  goutte	
  de	
  solution	
  Ringer	
  est	
  appliquée	
  au	
  niveau	
  de	
   la	
   tête	
  de	
   la	
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drosophile.	
   E.	
   Le	
   film	
   transparent	
   est	
   découpé,	
   ainsi	
   que	
   la	
   colle	
   dentaire,	
   au	
   niveau	
   de	
   la	
   tête	
   de	
   la	
  

drosophile	
   et	
   la	
   cuticule	
   ainsi	
   que	
   les	
   trachées	
   sont	
   retirées.	
   F.	
   La	
   fluorescence	
   peut	
   être	
   observée	
   au	
  

microscope.	
  

	
  

1)	
  Expériences	
  de	
  perfusion	
  

Les	
  expériences	
  sont	
  réalisées	
  à	
  la	
  température	
  de	
  20°C.	
  Le	
  cerveau	
  est	
  continuellement	
  

perfusé	
  avec	
  de	
  la	
  solution	
  Ringer.	
  Les	
  stocks	
  de	
  dopamine	
  (bouteille	
  de	
  5g	
  de	
  poudre,	
  

Sigma-­‐Aldrich)	
   et	
   d’acétylcholine	
   (bouteille	
   de	
   25	
   g	
   de	
   poudre,	
   Sigma-­‐Aldrich)	
   sont	
  

dilués	
   dans	
   la	
   solution	
   Ringer	
   pour	
   atteindre	
   la	
   concentration	
   voulue	
   avant	
   d’être	
  

appliqués	
  sur	
  le	
  cerveau.	
  Les	
  produits	
  sont	
  achetés	
  chez	
  Sigma.	
  

	
  

2)	
  Imagerie	
  FRET	
  (activité	
  de	
  la	
  PKA,	
  rapporteur	
  AKAR2)	
  

Les	
  images	
  sont	
  acquises	
  à	
  un	
  taux	
  d’une	
  image	
  toutes	
  les	
  15	
  s.	
  Pour	
  chaque	
  acquisition	
  

60	
  images	
  ont	
  été	
  enregistrées.	
  La	
  sonde	
  FRET	
  AKAR2	
  contient	
  une	
  CFP	
  et	
  un	
  variant	
  de	
  

l’YFP.	
  Les	
  spectres	
  d’excitation	
  de	
  la	
  CFP	
  et	
  de	
  l’YFP	
  sont	
  déjà	
  décrits	
  (Zipfel	
  et	
  al.,	
  2003),	
  

et	
  une	
  excitation	
  spécifique	
  est	
  obtenue	
  à	
  850	
  nm.	
  Les	
  acquisitions	
  sont	
  effectuées	
  grâce	
  

au	
  logiciel	
  LAS	
  AF	
  software	
  (Leica).	
  

	
  

	
  

Figure	
  29	
  :	
  Représentation	
  simplifiée	
  de	
  la	
  sonde	
  AKAR	
  (Zhang	
  et	
  al.,	
  2001).	
  	
  

La	
  sonde	
  est	
  composée	
  de	
  deux	
  fluorophores,	
  CFP	
  et	
  YPF,	
  reliés	
  par	
  un	
  domaine	
  14-­‐3-­‐3	
  τ	
  reconnaissant	
  

les	
  protéines	
  phosphorylées	
  et	
  un	
  peptide	
  substrat	
  de	
   la	
  PKA.	
  La	
  sonde	
  est	
  excitée	
  au	
  niveau	
  de	
   la	
  CFP.	
  

Sans	
   activité	
   PKA,	
   le	
   peptide	
   substrat	
   de	
   la	
   PKA	
   ne	
   peut	
   interagir	
   avec	
   le	
   domaine	
   reconnaissant	
   les	
  

protéines	
  phosphorylées,	
  maintenant	
   les	
  deux	
  fluorophores	
  éloignés.	
  Après	
  phosphorylation	
  par	
   la	
  PKA,	
  

le	
   peptide	
   substrat	
   change	
   de	
   conformation	
   et	
   se	
   lie	
   au	
   14-­‐3-­‐3	
   τ,	
   permettant	
   un	
   réarrangement	
  

pression, the chimeric proteins were subcloned into pcDNA3
(Invitrogen) behind a Kozak sequence using the HindIII and EcoRI
sites. The RPP8 fused construct was prepared by inserting two short
fragments at the 3! end of the AKAR1 gene: a 120-nt EcoRI–SalI
fragment encoding residues 333–372 of D-AKAP2 (28), followed
by a 30-nt SalI–XhoI fragment encoding the FLAG tag. The RII!
fused constructs were prepared by ligating the gene for mouse RII!
to the 5! end of the AKAR1 gene, using an incorporated BamHI
site corresponding to a linker of Gly-Ile. For nuclear localization,
the nuclear localization signal PKKKRKVEDA was added to the
C terminus by subcloning.

Protein Expression, in Vitro Spectroscopy, and Phosphorylation Re-
actions. Chimeric proteins were expressed as N-terminal His6 tag
fusions in Escherichia coli and purified by nickel chelate chroma-
tography as described (18).

Recombinant proteins were treated with the catalytic subunit of
PKA (NEB, Beverly, MA; 2.5 units!"l), calmodulin-dependent
protein kinase II (NEB; 5 units!"l), protein kinase C (PKC) #II and
PKC$ (generous gifts from A. Newton, University of California,
San Diego; 3 units!"l), or protein kinase G (PKG; Calbiochem, 4
units!"l) in the corresponding kinase reaction buffer at 25°C. The
fluorescence spectra were measured with an excitation wavelength
of 434 nm before and after adding ATP (typically 200 "M-1 mM)
to the rest of the components. Incorporation of 32P was measured
by incubating different constructs with 7.5 units of PKA catalytic
subunit and 6.5 nM (1.2 "Ci) %-32P ATP (6,000 Ci!mmol, NEN) in
PKA buffer in a total volume of 30 "l at 25°C for 30 min to 12 h.
Reaction aliquots (10 "l) were spotted onto phosphocellulose,
immersed in 0.5% H3PO4, and washed with the same solution three
times for 10 min each before scintillation counting of 32P.

For dephosphorylation assays, the prephosphorylated His6-
tagged reporters were first purified by Ni-NTA agarose to remove
kinase and ATP, then protein phosphatase-1 (New England Bio-
labs) or protein phosphatase-2A (Upstate Biotechnology, Lake
Placid, NY) was added at 25°C.

Cell Culture and Immunoblot Analysis. HeLa, Chinese hamster ovary,
COS-7, and HEK293 cells were plated onto sterilized glass cover-
slips in 2-cm dishes or 10-cm plates and grown to 50–90% conflu-
ency in DMEM supplemented with 10% FBS at 37°C in 6% CO2.
Cells were then transfected with the FuGENE-6 transfection
reagent (Roche Molecular Biochemicals). HeLa cells expressing
the reporter were stimulated with 50 "M forskolin (FsK) for 30 min
at 25°C. The cells were lysed with an ice-cold lysis buffer and the
crude protein samples were concentrated and separated by SDS!
PAGE and transferred onto nitrocellulose membrane, which was
probed with antiphospho-PKA-substrate antibody (New England
Biolabs).

Imaging. After 24- to 72-h incubation at 37°C in culture medium, the
cells were washed twice with Hanks’ balanced salt solution buffer,
maintained in buffer in the dark at room temperature, with addition
of FsK (Calbiochem), isoproterenol (Aldrich), and N6,2!-O-
dibutyryl cAMP (Bt2cAMP) (Calbiochem) as indicated. For inhi-
bition studies of PKA activity, 25 "M H-89 was added to the cells
before FsK stimulation.

For uncaging of cAMP, cells were incubated with 2–200 "M of
a membrane-permeant, photolyzable derivative, 4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzyl cAMP (DMNB-cAMP), then exposed for 5 s to "0.5
W!cm2 of 340–370 nm illumination from the microscope’s xenon
lamp filtered through a 330WB80 filter. This UV exposure was
calculated to uncage #90% of the DMNB-cAMP within the cell.

Cells were imaged on a Zeiss Axiovert microscope with a cooled
charge-coupled device camera (Photometrics, Tucson, AZ), con-
trolled by METAFLUOR 2.75 software (Universal Imaging, West
Chester, PA). Dual-emission ratio imaging used a 440DF20 exci-
tation filter, a 455DRLP dichroic mirror and two emission filters
(480DF30 for ECFP, 535DF25 for citrine) altered by a filter

changer (Lambda 10–2, Sutter Instruments, San Rafael, CA).
Fluorescence images were background-corrected. Exposure time
was 100–1,000 ms, and images were taken every 5–15 s. Measure-
ments of FRET by trypsinolysis in vitro and by acceptor photo-
bleaching in intact cells were performed as described (18).

Results
Developing a AKAR and in Vitro Characterization. In our design,
AKAR is a four-part chimeric protein consisting of CFP, a phos-
phoamino acid binding domain (14–3-3&), a PKA-specific phos-
phorylatable peptide sequence, and YFP (Fig. 1A). 14–3-3 medi-
ates signal transduction by binding to phosphoserine!threonine-
containing proteins (29, 30). Its consensus sequence R(R!K)(F!
R!S!Y)(R!H!K)pS(W!Y!F!L)P (31), where pS denotes
phosphoserine, encompasses a consensus sequence for PKA phos-
phorylation. The C-terminal tail of 14–3-3& was replaced by a
flexible linker and another flexible linker was inserted between the
substrate peptide and YFP. We chose ECFP and citrine as the
FRET donor and acceptor, respectively. Citrine is currently our
preferred YFP for maximum resistance to pH changes, Cl$,
photobleaching, and difficult expression conditions (17).

We generated a number of chimeras among which those con-
taining kemptide (32) or modified kemptide as the substrate
sequences were efficiently phosphorylated by the catalytic subunit
of PKA (data not shown). Phosphorylation increased the citrine
emission at 527 nm at the expense of the ECFP emission bands at
475–500 nm, indicating a substantial increase in FRET between the
two fluorophores (Fig. 2A). Of all of the tested constructs, one
chimera (designated as AKAR1) containing 14–3-3& (1–232),
modified kemptide (LRRASLP), and adjusted linkers (Fig. 1B)
gave the best response to PKA, generating an emission ratio change
of 30% in 5–10 min. The FRET efficiencies were quantified by
using trypsin to separate the ECFP and citrine without destroying
either fluorescent protein (18). Because the emissions of the ECFP
in the intact chimera before and after phosphorylation were,
respectively, 13% and 23% less than that after trypsinolysis of the
linker (Fig. 2A), the corresponding FRET efficiencies were 13%
and 23%. Omission of either PKA or ATP prevented the FRET
change, showing that the response requires PKA phosphorylation
(Fig. 2B).

To test whether the in vitro FRET change was reversible, the
phosphorylated reporter was repurified and treated with phospha-
tases. Protein phosphatase-1 caused FRET to decrease in a time-

Fig. 1. Schematic representation of ratiometric indicator for visualizing protein
phosphorylation (A) and domain structure of AKAR1 (B). The genes for ECFP and
14–3-3 were linked by using a SphI site; the nucleotide sequences corresponding
to the SphI are underlined. The underlined sequences between the substrate
sequence and YFP correspond to a SacI site.

14998 " www.pnas.org!cgi!doi!10.1073!pnas.211566798 Zhang et al.
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conformationnel	
  des	
  deux	
  fluorophores.	
  L’excitation	
  de	
  la	
  CFP	
  permet	
  un	
  transfert	
  d’énergie	
  vers	
  la	
  YFP	
  

qui	
  va	
  fluorescer.	
  	
  	
  

	
  

3)	
  Imagerie	
  calcique	
  (rapporteur	
  GCamP3)	
  

Les	
  images	
  sont	
  acquises	
  à	
  un	
  taux	
  d’une	
  image	
  toutes	
  les	
  15	
  s.	
  Pour	
  chaque	
  acquisition	
  

60	
   images	
  ont	
   été	
   enregistrées.	
   L’activité	
  des	
  neurones	
   est	
   reportée	
  par	
   la	
   trace	
  de	
   la	
  

variation	
  de	
  fluorescence	
  normalisée	
  ΔF/F0.	
  

	
  

	
  

Figure	
  30	
  :	
  Représentation	
  simplifiée	
  de	
  la	
  sonde	
  GCamP3	
  (Sample	
  et	
  al.,	
  2014).	
  	
  

En	
   absence	
  de	
   calcium,	
   la	
   sonde	
   fluoresce	
   faiblement.	
   En	
  présence	
  de	
   calcium,	
   le	
   domaine	
   calmoduline	
  

(CaM)	
  se	
  lie	
  au	
  domaine	
  M13,	
  ce	
  qui	
  permet	
  d’augmenter	
  la	
  fluorescence	
  de	
  la	
  GFP.	
  

	
  

4)	
  Analyse	
  de	
  l’imagerie	
  	
  

Pour	
   obtenir	
   les	
   ratio	
   FRET	
   dans	
   le	
   temps,	
   on	
   ôte	
   point	
   par	
   point	
   le	
   background	
   des	
  

images	
  CFP	
  et	
  YFP	
  (le	
  background	
  est	
  évalué	
  comme	
  l’intensité	
  moyenne	
  d’une	
  région	
  

d’intérêt	
   correspondant	
   à	
   une	
   partie	
   non	
   fluorescente	
   du	
   cerveau).	
   L’intensité	
  

d’émission	
  YFP	
  et	
  CFP	
  dans	
  une	
  région	
  d’intérêt	
  est	
  moyennée	
  pour	
  chaque	
  image.	
  Ces	
  

valeurs	
   sont	
   utilisées	
   pour	
   calculer	
   le	
   ratio	
   d’émission	
   jaune/cyan,	
   qui	
   est	
   ensuite	
  

normalisé	
   au	
   ratio	
   précédent	
   l’application	
   de	
   la	
   drogue	
   (baseline).	
   La	
   significativité	
  

statistique	
  est	
  déterminée	
  à	
  p	
  <	
  0.05	
  en	
  utilisant	
  une	
  ANOVA	
  à	
  un	
  facteur	
  avec	
  un	
  test	
  

post-­‐hoc	
  de	
  Newman-­‐Keuls.	
  Pour	
  compenser	
   l’effet	
  du	
  photoblanchiment	
  apparaissant	
  

au	
  cours	
  des	
  expérimentations,	
  une	
  correction	
  a	
  été	
  apposée	
  aux	
  données.	
  Les	
  données	
  

sont	
  montrées	
  comme	
  moyenne	
  ±	
  SEM.	
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V.	
  Immunomarquage	
  

1)	
  Analyse	
  du	
  patron	
  généré	
  par	
  les	
  pilotes	
  d’expression	
  

Des	
  mouches	
  de	
  la	
  lignée	
  GAL4	
  à	
  tester	
  sont	
  préalablement	
  croisées	
  avec	
  des	
  mouches	
  

de	
   la	
   lignée	
   UAS-­mCD8::GFP.	
   Les	
   cerveaux	
   de	
   mouches	
   de	
   la	
   descendance	
   de	
   ce	
  

croisement,	
  âgées	
  de	
  3-­‐4	
  jours,	
  sont	
  disséqués	
  et	
  fixés	
  pendant	
  20	
  min	
  dans	
  une	
  solution	
  

de	
  PFA	
  4%	
  (paraformaldéhyde	
  dilué	
  dans	
  du	
  PBS-­‐T	
  :	
  PBS	
  contenant	
  du	
  Triton	
  X-­‐100	
  à	
  

0,2%).	
  Les	
  cerveaux	
  sont	
  ensuite	
  lavés	
  3	
  x	
  20	
  min	
  dans	
  du	
  PBS-­‐T.	
  Après	
  2	
  h	
  de	
  blocage	
  

dans	
   une	
   solution	
   de	
  BSA	
   à	
   2%	
   (BSA	
   diluée	
   dans	
   du	
   PBS	
   afin	
   d’éviter	
   la	
   fixation	
   non	
  

spécifique	
  des	
  anticorps),	
   les	
   cerveaux	
  sont	
  ensuite	
   incubés	
  pendant	
  une	
  nuit	
  avec	
   les	
  

anticorps	
  primaires.	
  Les	
  anticorps	
  primaires	
  sont	
  :	
  monoclonal	
  anti-­‐nc82	
  (Brunchpilot)	
  

de	
  souris	
  (Hybridoma,	
  1:50)	
  et	
  anti-­‐GFP	
  de	
  lapin	
  (Molecular	
  Probes,	
  1:250).	
  On	
  procède	
  

ensuite	
   à	
   3	
   x	
   20	
   min	
   de	
   lavage	
   dans	
   la	
   solution	
   de	
   PBS-­‐T,	
   les	
   cerveaux	
   sont	
   ensuite	
  

incubés	
  pendant	
  une	
  nuit	
  avec	
  les	
  anticorps	
  secondaires	
  (anti-­‐souris	
  Alexa	
  Fluor	
  594,	
  ou	
  

anti-­‐lapin	
  Alexa	
  Fluor	
  488,	
  Invitrogen	
  Molecular	
  Probes)	
  dilués	
  au	
  1:500.	
  Les	
  cerveaux	
  

sont	
  à	
  nouveau	
   lavés	
  3	
  x	
  20	
  min	
  dans	
  du	
  PBS-­‐T	
  et	
  enfin	
  montés	
  entre	
   lame	
  et	
   lamelle	
  

dans	
   un	
   milieu	
   de	
   montage	
   (Prolong,	
   Life	
   Technology).	
   Les	
   préparations	
   ont	
   été	
  

observées	
   et	
   scannées	
   avec	
   un	
   microscope	
   confocal	
   A1R	
   de	
   Nikon.	
   Les	
   images	
   des	
  

cerveaux	
  obtenues	
  en	
  microscopie	
  confocale	
  ont	
  été	
  ensuite	
  analysées	
  et	
   traitées	
  avec	
  

les	
   logiciels	
   Image	
   J	
   (ajustement	
   de	
   la	
   luminosité	
   et	
   du	
   contraste	
   pour	
   une	
  meilleure	
  

qualité	
  de	
  l’image).	
  

	
  

2)	
  Analyse	
  du	
  défaut	
  de	
  développement	
  des	
  DPM	
  

Le	
  même	
   protocole	
   a	
   été	
   utilisé	
   sur	
   des	
   cerveaux	
   de	
   drosophiles	
   exprimant	
   à	
   la	
   fois	
  

mCD8::GFP	
  dans	
   les	
  structures	
  à	
  étudier,	
  et	
  un	
  RNAi	
  ou	
  un	
  allèle	
  mutant	
  pour	
   le	
  gène	
  

d’intérêt.	
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VI.	
  Biologie	
  moléculaire	
  

1)	
  Extraction	
  des	
  RNA	
  totaux	
  de	
  têtes	
  de	
  drosophiles	
  

Pour	
   déterminer	
   la	
   capacité	
   d’un	
   RNAi	
   à	
   diminuer	
   les	
   RNA	
  messagers	
   d’un	
   gène,	
   des	
  

drosophiles	
  exprimant	
  ce	
  RNAi	
  sous	
  le	
  contrôle	
  d’un	
  driver	
  constitutif	
  ont	
  été	
  élevées	
  à	
  

25°C	
  	
  avant	
  d’être	
  congelées	
  dans	
  de	
  l’azote	
  liquide	
  par	
  groupes	
  de	
  50	
  femelles.	
  	
  Dans	
  le	
  

cas	
   d’un	
   driver	
   inductible,	
   les	
   drosophiles	
   sont	
   élevées	
   à	
   18°C	
   puis	
   placées	
   à	
   30°C	
  

pendant	
   3	
   jours	
   pour	
   induction	
   avant	
   d’être	
   congelées.	
   En	
   vortexant	
   les	
   tubes	
   dans	
  

lesquels	
   les	
  drosophiles	
   sont	
   congelées,	
   il	
   est	
  possible	
  de	
   séparer	
   les	
   têtes	
  des	
   thorax.	
  

Les	
  têtes	
  sont	
  alors	
  récoltées	
  grâce	
  à	
  des	
  tamis	
  en	
  inox,	
  placées	
  dans	
  un	
  nouveau	
  tube	
  

refroidi,	
  puis	
  broyées	
  à	
  l’aide	
  d’un	
  piston.	
  L’extraction	
  des	
  RNA	
  totaux	
  de	
  ces	
  broyats	
  est	
  

réalisée	
   en	
   utilisant	
   le	
   RNeasy	
   Plant	
   Mini	
   Kit	
   (Qiagen)	
   selon	
   les	
   instructions	
   du	
  

fabriquant.	
  	
  La	
  mesure	
  de	
  l’absorbance	
  à	
  260	
  nm	
  au	
  spectrophotomètre	
  permet	
  d’établir	
  

la	
  concentration	
  des	
  RNA	
  extraits.	
  Les	
  RNA	
  totaux	
  sont	
  conservés	
  à	
  -­‐80°C.	
  

	
  

2)	
  Traitement	
  par	
  la	
  DNAse	
  

Lorsque	
   cela	
   est	
   nécessaire,	
   les	
   préparations	
   d’RNA	
   totaux	
   sont	
   soumises	
   à	
   un	
  

traitement	
   par	
   la	
   DNAse	
   afin	
   de	
   dégrader	
   l’ADN	
   génomique	
   présent.	
   Pour	
   cela,	
   les	
  

préparations	
  sont	
  incubées	
  avec	
  la	
  DNAse	
  I	
  (2	
  unités,	
  Biolabs)	
  à	
  37°C	
  pendant	
  15	
  min.	
  

Après	
  avoir	
  rajouté	
  2	
  μL	
  d’EDTA	
  (0,5	
  M),	
   les	
  échantillons	
  sont	
   incubés	
  à	
  75°C	
  pendant	
  

10	
   min	
   afin	
   d’inactiver	
   l’enzyme.	
   Enfin,	
   les	
   échantillons	
   sont	
   purifiés	
   avec	
   le	
   RNA	
  

minielute	
  cleanup	
  kit	
  (Qiagen).	
  La	
  concentration	
  des	
  RNA	
  extraits	
  est	
  déterminée	
  après	
  

l’étape	
  de	
  DNAse.	
  

Cette	
  étape	
  a	
  été	
  réalisée	
  pour	
  l’étude	
  de	
  l’expression	
  des	
  gènes	
  amn	
  et	
  dBACE.	
  

	
  

3)	
  Synthèse	
  de	
  cDNA	
  

Pour	
  synthétiser	
  les	
  cDNA,	
  1,5	
  μg	
  d’RNA	
  totaux	
  sont	
  utilisés.	
  Les	
  cDNA	
  sont	
  synthétisés	
  

en	
   utilisant	
   des	
   oligodT(20)	
   comme	
   amorces.	
   La	
   réaction	
   de	
   transcription	
   réverse	
   est	
  

réalisée	
  avec	
  le	
  kit	
  Superscript	
  III	
  (Invitrogen)	
  selon	
  les	
  instructions	
  du	
  fournisseur.	
  Les	
  

cDNA	
  sont	
  conservés	
  à	
  -­‐20°C.	
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4)	
  Protocole	
  de	
  «	
  Polymerase	
  Chain	
  Reaction	
  »	
  quantitative	
  (qPCR)	
  

Les	
   niveaux	
   d’expression	
   des	
   transgènes	
   ou	
   des	
   gènes	
   d’intérêt	
   sont	
   estimés	
   par	
   la	
  

mesure	
  en	
  temps	
  réel	
  de	
  la	
  fluorescence	
  d’un	
  fluorophore	
  (SYBR	
  Green	
  I	
  Master,	
  Roche)	
  

incorporé	
  lors	
  des	
  étapes	
  d’amplification	
  d’cDNA.	
  Cette	
  amplification	
  et	
  la	
  mesure	
  de	
  la	
  

fluorescence	
  sont	
  automatisées	
  grâce	
  au	
  Light	
  Cycler	
  480	
  (Roche).	
  	
  

L’amplification	
  est	
  réalisée	
  en	
  utilisant	
  des	
  plaques	
  de	
  96	
  puits	
  avec	
  un	
  volume	
  final	
  

de	
  réaction	
  de	
  10	
  μl	
  (concentration	
  des	
  amorces	
  à	
  0,5	
  μM).	
  	
  

Le	
  programme	
  se	
  déroule	
  comme	
  suit	
  :	
  

-­‐ une	
  étape	
  de	
  dénaturation	
  préliminaire	
  à	
  95°C	
  pendant	
  5	
  min	
  	
  

-­‐ 40	
  cycles	
  comportant	
  une	
  étape	
  d’hybridation-­‐amplification	
  à	
  60°C	
  de	
  30	
  s	
  et	
  une	
  

étape	
  de	
  dénaturation	
  à	
  95°C	
  pendant	
  20	
  s	
  	
  

-­‐ une	
  étape	
  finale	
  à	
  95°C	
  permet	
  de	
  déterminer	
  la	
  courbe	
  de	
  fusion	
  des	
  amplicons	
  

afin	
  d’estimer	
  leur	
  taille	
  et	
  leur	
  spécificité.	
  

Chaque	
   cDNA	
   est	
   analysé	
   en	
   triplicat	
   avec	
   deux	
   dilutions	
   différentes	
   (1/50ème	
   et	
  

1/100ème).	
  

Le	
  logiciel	
  Light	
  Cycler	
  480	
  (Roche)	
  détermine	
  automatiquement	
  le	
  «	
  crossing	
  point	
  »	
  

(Cp)	
   de	
   chaque	
   réaction.	
   Le	
   Cp	
   est	
   inversement	
   proportionnel	
   à	
   la	
   quantité	
   d’cDNA	
  

initial	
  :	
   il	
   correspond	
   au	
   cycle	
   où	
   la	
   fluorescence	
   atteint	
   le	
   maximum	
   de	
   la	
   dérivée	
  

seconde	
  de	
   la	
   courbe	
  d’amplification	
   au	
   terme	
  des	
   40	
   cycles.	
   Le	
  Cp	
  moyen	
  de	
   chaque	
  

triplicat	
  est	
  utilisé	
  pour	
  calculer	
  un	
  ratio	
  d’expression	
  2-­‐ΔCp	
  où	
  ΔCp	
  =	
  Cp	
  gène	
  d’intérêt	
  –	
  

Cp	
   tubuline,	
   la	
   tubuline	
   α	
   (CG1913)	
   servant	
   de	
   gène	
   de	
   référence.	
   Les	
   ratios	
  

d’expression	
   servent	
   pour	
   les	
   analyses	
   statistiques,	
   ils	
   peuvent	
   être	
   normalisés	
   par	
  

rapport	
  à	
  un	
  génotype	
  de	
  référence	
  pour	
  des	
  comparaisons	
  quantitatives.	
  

	
  

	
  

Transcrit	
  

amplifié	
  
Amorce	
   Séquence	
  de	
  5’	
  -­‐>	
  3’	
  

Nep1	
  CG5905	
  
Sens	
  F960	
   ATTTGCATGACCCAGGAGTG	
  

Anti-­‐sens	
  R1015	
   CAGGGATCGGAGTTGAGGT	
  

Nep2	
  CG971	
  
Sens	
  F1588	
   ACATCGCCACCAGCAGTC	
  

Anti-­‐sens	
  R1682	
   ACGTTGCGGATTTCGTTG	
  

Nep3	
  CG9565	
   Sens	
  F249	
   TGCAGATACGCTACCACACC	
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Anti-­‐sens	
  R342	
   CAGCGTAAAGATCGTGATGG	
  

Nep4	
  CG4058	
  
Sens	
  F2628	
   GCATTATTGCCCAATATAGCAACT	
  

Anti-­‐sens	
  R2700	
   CCATTGTCTGCGATATTCTCAC	
  

Amn	
  CG22937	
  	
  
Sens	
  F2567	
   ACATGCGCAGTTTTTGTTGT	
  

Anti-­‐sens	
  R2609	
   AACAGTAATACGCAGTGCAACG	
  

dBACE	
  CG13095	
  	
  
Sens	
  F499	
   ACCTTTGCTGAATCCACCAAC	
  

Anti-­‐sens	
  R598	
   TTGTAGAACGGAGGAGCCAC	
  

APPL	
  CG7727	
  
Sens	
  F1499	
   AGTACCAGGACATGCGCCTA	
  

Anti-­‐sens	
  R1572	
   TCGAGTGCCTGAACAGAAGTC	
  

dAβ-­‐HA	
  
Sens	
  APPL-­‐F2607	
   CCGCAACGTCTACTTCACG	
  

Anti-­‐sens	
  HA-­‐R	
   GTAATCGGGCACATCGTAGG	
  

Tubuline	
  α	
  

CG1913	
  

Sens	
  F169	
   TTGTCGCGTGTGAAACACTTC	
  

Anti-­‐sens	
  R229	
   CTGGACACCAGCCTGACCAAC	
  

Tableau	
  3	
  :	
  Liste	
  des	
  oligonucléotides	
  utilisés	
  pour	
  les	
  qPCR.	
  	
  

Liste	
  des	
  couples	
  d’oligonucélotides	
  utilisés	
  pour	
  amplifier	
   les	
  différents	
  transcrits	
  étudiés.	
  Pour	
  étudier	
  

les	
  gènes	
  amn	
  et	
  dBACE,	
  une	
  étape	
  de	
  DNAse	
  a	
  été	
  rajoutée.	
  

	
  

5)	
  Western	
  Blot	
  

a)	
  Extraction	
  par	
  fractionnement	
  des	
  protéines	
  

Pour	
  analyser	
   la	
  quantité	
  de	
  peptides	
  Aβ,	
  50	
  drosophiles	
   femelles	
   sont	
  placées	
  48	
  h	
  à	
  

30°C	
  pour	
  permettre	
  l’induction	
  des	
  transgènes	
  sous	
  le	
  contrôle	
  du	
  pilote	
  d’expression	
  

pan-­‐neuronal	
   tub-­Gal80ts;elav.	
   Nous	
   avons	
   extrait	
   les	
   protéines	
   totales	
   de	
   têtes	
   des	
  

drosophiles	
   par	
   fractionnement	
   en	
   suivant	
   le	
   protocole	
   établit	
   dans	
   Burnouf	
   et	
   al.	
  

(2015)	
  pour	
  séparer	
  les	
  protéines	
  solubles	
  des	
  protéines	
  membranaires.	
  	
  

	
  

b)	
  Western	
  Blot	
  

Les	
  protéines	
   solubles	
   sont	
   séparées	
   sur	
  gel	
   SDS-­‐PAGE	
  contenant	
  un	
  gradient	
  de	
  10	
  à	
  

20%	
   d’acrylamide	
   (NovexTM	
   10-­‐20%	
  Tricine,	
   Life	
   Technologies)	
   puis	
   transférées	
   sur	
  

une	
  membrane	
  de	
  nitrocellulose	
  (GE	
  Healthcare).	
  Les	
  membranes	
  sont	
  coupées	
  en	
  deux	
  

parties	
  :	
   la	
   partie	
   inférieure	
   est	
   incubée	
   avec	
   l’anticorps	
   anti-­‐HA	
   (ab130275,	
   Abcam,	
  

1	
  :10,000	
   dilution),	
   et	
   la	
   partie	
   supérieure	
   est	
   incubée	
   avec	
   l’anticorps	
   anti-­‐α-­‐Tub	
  

(T6199,	
   Sigma-­‐Aldrich,	
   1	
  :40,000	
   dilution).	
   Le	
   système	
   ECL	
   (Life	
   Technologies)	
   est	
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utilisé	
   pour	
   la	
   révélation.	
   Le	
   niveau	
   des	
   protéines	
   est	
   quantifié	
   grâce	
   au	
   logiciel	
  

ImageQuant	
  TL	
  (GE	
  Healthcare)	
  et	
  exprimé	
  comme	
  un	
  ratio	
  relatif	
  à	
  l’α-­‐Tub.	
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Résultats	
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I.	
   Article	
  :	
   Drosophila	
   neprilysins	
   are	
   involved	
   in	
   middle-­‐term	
   and	
  

long-­‐term	
  memory	
  

 

Introduction	
  

Les	
   néprilysines	
   sont	
   des	
   protéases	
   principalement	
   connues	
   pour	
   leur	
   rôle	
   dans	
   les	
  

maladies	
   cardiaques	
   et	
   leur	
   rôle	
   neuroprotecteur	
   lors	
   de	
   la	
   maladie	
   d’Alzheimer.	
   En	
  

effet,	
   ces	
   enzymes	
   peuvent	
   cliver	
   de	
   nombreux	
   peptides	
  :	
   les	
   angiotensines	
   et	
   les	
  

peptides	
   natriurétiques	
   impliqués	
   dans	
   la	
   physiologie	
   cardiaque	
   et	
   les	
   peptides	
  

amyloïdes	
  (Aβ)	
  impliqués	
  dans	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer.	
  Concernant	
  leur	
  fonction	
  dans	
  la	
  

mémoire,	
  elle	
  n’a	
  été	
  étudiée	
  que	
  dans	
  des	
  modèles	
  de	
  la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  ou	
  chez	
  

des	
  animaux	
  âgés.	
  Ces	
  études	
  ont	
  permis	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  une	
  possible	
  implication	
  

dans	
   la	
   mémoire	
   puisque	
   dans	
   des	
   modèles	
   murins,	
   diminuer	
   l’expression	
   des	
  

néprilysines	
  aggrave	
   les	
  déficits	
  mnésiques	
  alors	
  que	
   l’augmenter	
  améliore	
   les	
  défauts	
  

de	
  mémoire,	
  en	
  modulant	
  la	
  quantité	
  de	
  peptides	
  amyloïdes.	
  	
  

La	
   drosophile	
   exprime	
   4	
   néprilysines	
   dans	
   le	
   cerveau,	
   dont	
   certaines	
   ont	
   déjà	
   été	
  

étudiées	
   dans	
   d’autres	
   organes	
   pour	
   diverses	
   fonctions	
   (physiologie	
   musculaire,	
  

locomotion,	
   reproduction,	
   métabolisme…).	
   En	
   utilisant	
   la	
   drosophile	
   comme	
   modèle,	
  

nous	
   avons	
   pu	
   étudier	
   la	
   fonction	
  mnésique	
   des	
   néprilysines	
   chez	
   des	
   jeunes	
   adultes	
  

dans	
  des	
  conditions	
  physiologiques.	
  

	
  

Résultats	
  principaux	
  

Nous	
  avons	
  pu	
  montrer	
  que	
  toutes	
  les	
  néprilysines	
  de	
  drosophile	
  sont	
  requises	
  dans	
  la	
  

mémoire	
  et	
  spécifiquement	
  dans	
  la	
  MTM	
  et	
  la	
  LTM.	
  Ces	
  enzymes	
  exercent	
  leur	
  fonction	
  

dans	
  les	
  Mushroom	
  Body	
  (MB),	
  le	
  centre	
  de	
  la	
  mémoire,	
  ainsi	
  que	
  dans	
  deux	
  neurones,	
  

les	
  neurones	
  Dorsal	
  Paired	
  Medial	
  (DPM).	
  	
  

Nous	
  avons	
  montré	
  que	
  1)	
  dans	
  les	
  MB,	
  Nep1	
  a	
  un	
  rôle	
  dans	
  la	
  MTM	
  et	
  la	
  LTM,	
  alors	
  

que	
  Nep2,	
  Nep3	
  et	
  Nep4	
  ont	
  un	
  rôle	
  redondant	
  spécifiquement	
  lors	
  de	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  

LTM	
  ;	
  2)	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM,	
  les	
  4	
  néprilysines	
  sont	
  requises	
  dans	
  la	
  MTM	
  et	
  Nep1,	
  

Nep3	
  et	
  Nep4	
  sont	
  requis	
  pour	
  la	
  LTM.	
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Ces	
   résultats	
   mettent	
   en	
   exergue	
   le	
   fait	
   que	
   la	
   protéolyse	
   de	
   neuropeptides,	
   pour	
  

terminer	
   leur	
   action,	
   soit	
   nécessaire	
   pour	
   permettre	
   la	
   formation	
   normale	
   de	
   la	
  

mémoire.	
  

 

Article	
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Behavioral/Cognitive

Drosophila Neprilysins Are Involved in Middle-Term and
Long-Term Memory

Oriane Turrel, Aurélie Lampin-Saint-Amaux, X Thomas Préat, and X Valérie Goguel
Genes and Dynamics of Memory Systems, Brain Plasticity Unit, Centre National de la Recherche Scientifique, ESPCI-ParisTech, PSL Research University,
75005 Paris, France

Neprilysins are type II metalloproteinases known to degrade and inactivate a number of small peptides. Neprilysins in particular are the
major amyloid-! peptide-degrading enzymes. In mouse models of Alzheimer’s disease, neprilysin overexpression improves learning and
memory deficits, whereas neprilysin deficiency aggravates the behavioral phenotypes. However, whether these enzymes are involved in
memory in nonpathological conditions is an open question. Drosophila melanogaster is a well suited model system with which to address
this issue. Several memory phases have been characterized in this organism and the neuronal circuits involved are well described. The fly
genome contains five neprilysin-encoding genes, four of which are expressed in the adult. Using conditional RNA interference, we show
here that all four neprilysins are involved in middle-term and long-term memory. Strikingly, all four are required in a single pair of
neurons, the dorsal paired medial (DPM) neurons that broadly innervate the mushroom bodies (MBs), the center of olfactory memory.
Neprilysins are also required in the MB, reflecting the functional relationship between the DPM neurons and the MB, a circuit believed to
stabilize memories. Together, our data establish a role for neprilysins in two specific memory phases and further show that DPM neurons
play a critical role in the proper targeting of neuropeptides involved in these processes.

Key words: dorsal paired medial neurons; Drosophila; long-term memory; mushroom bodies; neprilysin; olfactory conditioning

Introduction
Neprilysin proteins are zinc-dependent endopeptidases that in-
activate small peptides. They are mainly type II integral mem-
brane proteins, although in rare cases they can be cleaved or

secreted. Their active site faces the extracellular space and they
can be present at presynaptic sites (Fukami et al., 2002; Iwata et
al., 2004). Neprilysins play a key role in brain function by termi-
nating neuropeptide signaling at the cell surface (Turner, 2003)
and have been identified in various tissues in various organisms,
indicating evolutionarily conserved functions. They are involved
in many neuronal processes from axonal regeneration and syn-
aptic plasticity to neuroinflammation and, at the behavioral level,
have been implicated in motor function, anxiety, circadian
rhythms, and sleep (Nalivaeva et al., 2012a).

Neprilysins are also the major amyloid-! (A!) peptide-
degrading enzymes (Nalivaeva et al., 2012a; Marr and Hafez,
2014) and, as such, are thought to be key to Alzheimer’s disease
(AD), in which the first symptom is a loss of memory. AD brains
show decreased levels of neprilysin expression and activity (Ya-
sojima et al., 2001; Caccamo et al., 2005; Wang et al., 2010; Zhou
et al., 2013). In murine models of AD, neprilysin overexpression
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Significance Statement

Neprilysins are endopeptidases known to degrade a number of small peptides. Neprilysin research has essentially focused on their
role in Alzheimer’s disease and heart failure. Here, we use Drosophila melanogaster to study whether neprilysins are involved in
memory. Drosophila can form several types of olfactory memory and the neuronal structures involved are well described. Four
neprilysin genes are expressed in adult Drosophila. Using conditional RNA interference, we show that all four are specifically
involved in middle-term memory (MTM) and long-term memory (LTM) and that their expression is required in the mushroom
bodies and also in a single pair of closely connected neurons. The data show that these two neurons play a critical role in targeting
neuropeptides essential for MTM and LTM.
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attenuates memory deficits (Poirier et al.,
2006; Spencer et al., 2008; Park et al.,
2013), whereas neprilysin deficiency ag-
gravates the behavioral phenotypes
(Hüttenrauch et al., 2015). It has also been
shown that neprilysin inhibition im-
proves memory in aged mice, an effect
that is not mediated through A! degrada-
tion (Walther et al., 2009). Nalivaeva et al.
(2012b) showed that administration of
valpoic acid, which can upregulate nepri-
lysin expression, could restore neprilysin
activity and memory deficit caused by
prenatal hypoxia in adult rats, which
points to a role in memory. However,
whether neprilysin is involved in memory
in nonpathological situations is still an
open question.

To find out whether neprilysin is
required for memory in physiological
conditions, we used Drosophila melano-
gaster, a model organism that allows ef-
ficient conditional silencing in selected
neuronal structures. The fly genome
contains five neprilysin-encoding genes
(Bland et al., 2008). Neprilysins 1– 4
(Nep1– 4) are expressed in all develop-
mental stages, whereas Nep5-specific
transcripts are undetectable, indicating
that this gene is only marginally ex-
pressed, if at all, in Drosophila (Chinta-
palli et al., 2007; Meyer et al., 2011).
Nep1 is the fly ortholog of human nepri-
lysin (hNEP) (Turner et al., 2001). Cat-
alytic activity has been demonstrated
for two Drosophila neprilysins, Nep2
(Thomas et al., 2005; Bland et al., 2007)
and Nep4 (Meyer et al., 2009).

Figure 1. Nep1 inhibition in the adult "/! MB neurons induces a MTM deficit. A, Neprilysin mRNA is targeted efficiently by
RNAi-Nep constructs. Shown are qPCR analyses of neprilysin expression. Total RNA was extracted from elav/! and elav/RNAi-Nep
fly heads and further reverse transcribed with olig(dT) primers. Resulting cDNA was quantified using tubulin (Tub) expression as a

4

reference. Results are shown as ratios to the reference (Nep1: t
test, ***p " 0.0001, n # 4; Nep2: t test, ***p " 0.0001, n #
6; Nep3: t test, ***p # 0.0008, n # 4; Nep4: t test, **p #
0.0094, n # 4). B, C, Nep1 expression in adult "/! MB neu-
rons is involved in MTM. B, After 3 d of induction, Gal80 ts;
c739/Nep1A and /Nep1B flies exhibit MTM deficits (F(4,45) #
20.98, p " 0.0001, n # 8; post hoc Newman–Keuls test,
Gal80 ts;c739/Nep1A vs Gal80 ts;c739/! ***p " 0.001,
Gal80 ts;c739/Nep1A vs !/Nep1A ***p " 0.001, Gal80 ts;
c739/Nep1B vs Gal80 ts;c739/! ***p " 0.001, Gal80 ts;c739/
Nep1B vs !/Nep1B ***p " 0.001). C, In the absence of Gal4
induction, Gal80 ts;c739/Nep1A and /Nep1B flies exhibit simi-
lar MTM scores to their respective genetic controls (F(4,64) #
2.039, p # 0.1003, n # 11). D, E, Nep2, Nep3, and Nep4
silencing in adult "/! MB neurons does not alter MTM. D,
Single Nep knock-down MTM analyses with the Gal80 ts;c739
driver. RNAi-expressing flies show similar MTM scores to the
genetic controls (Nep2A: F(2,26) # 0.5832, p # 0.5658, n # 9;
Nep3A: F(2,26) # 0.06404, p # 0.9381, n # 9; Nep4A:
F(2,25) # 1.233, p # 0.3100, n # 8). E, Analyses of double and
triple Nep knock-down with the Gal80 ts;c739 driver. RNAi-
expressing flies show similar MTM scores to their genetic con-
trols (F(6,106) # 1.250, p # 0.2874, n # 10). Error bars
indicate mean $ SEM. PI, Performance index.
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The fly brain, despite its relative simplicity, is highly struc-
tured and can drive sophisticated behaviors. It is extensively used
as a model to study memory. The molecular mechanisms under-
lying memory are conserved from flies to mammals and the neu-
ronal structures involved are well described (Heisenberg, 2003).
In particular, the mushroom bodies (MBs) are known as the
central integrative brain structure for olfactory memory (de Belle
and Heisenberg, 1994; Gerber et al., 2004; Krashes et al., 2007).
The MB is a bilateral structure composed of 4000 intrinsic neu-
rons called Kenyon cells that are classed into three different sub-
types with axons that form two vertical (! and !!) and three
medial (", "! and #) lobes (Crittenden et al., 1998).

Here, we address the role of Nep1– 4 in memory using condi-
tional RNA interference (RNAi) in healthy young flies. We show
that each neprilysin expressed in the adult fly is specifically in-
volved in the formation of middle-term memory (MTM) and
long-term memory (LTM). Interestingly, we found that the ex-
pression of each neprilysin is required in the MB and also in a
single pair of large neurons, the dorsal paired medial (DPM)
neurons (Waddell et al., 2000). DPM neurons are known to in-
nervate all of the MB lobes broadly and mediate the consolidation
of memories (Keene et al., 2004). Our data thus show that DPM
neurons play a key role in the degradation of neuropeptides, a
critical process for sustaining MTM and LTM.

Materials and Methods
Drosophila stocks. Drosophila wild-type strain Canton Special (CS) and
mutant flies were raised on standard medium at 18°C in 60% humidity in
a 12 h light/dark cycle. All strains used for memory experiments were
outcrossed to the CS background. RNAi-Nep lines were obtained from
the Vienna Drosophila Resource Center (Austria) for RNAi-Nep1
(Nep1A: 27537, Nep1B: 108860), RNAi-Nep2 (Nep2A: 23172, Nep2B:
102584), RNAi-Nep3 (Nep3B: 37804) and RNAi-Nep4 (Nep4A: 16669,
Nep4B: 100189) and from the National Institute of Genetics (Japan) for
RNAi-Nep3 (Nep3A: 9565-R1). The UAS-Dicer2 line (24650) was ob-
tained from the Bloomington Drosophila Stock Center (Indiana Univer-
sity, National Institutes of Health P40OD018537). Gal4 drivers were
used to achieve RNAi expression. The elav-Gal4 driver was used for
pan-neuronal expression, tubulin-Gal80 ts;238Y (Gal80 ts;238Y ) for con-
ditional expression in the MB, tubulin-Gal80 ts;c739 (Gal80 ts;c739) for
conditional expression in !/" neurons, MB247-Gal80;c316 (MB-Gal80;
c316 ) and VT64246 (Vienna Drosophila Resource Center, Austria) for
constitutive expression in DPM neurons, and tubulin-Gal80 ts;VT64246
(Gal80 ts;VT64246 ) for conditional expression in DPM neurons. To in-
duce RNAi expression specifically in adults, the TARGET system was
used as described by McGuire et al. (2003): flies were kept at 30°C for 3 d
before conditioning, and also until memory test for anesthesia-resistant
memory (ARM) and LTM analyses.

Behavioral experiments. Flies were trained with classical olfactory aver-
sive conditioning protocols as described by Pascual and Préat (2001).
Training and testing were performed at 25°C in 80% humidity. Condi-
tioning was performed on samples of 25–35 flies 3– 4 d old with 3-octanol
("95% purity; Sigma-Aldrich) and 4-methylcyclohexanol (99% purity;
Sigma-Aldrich) at 0.360 mM and 0.325 mM, respectively. Odors were
diluted in paraffin oil (VWR International). Memory tests were per-
formed with a T-maze apparatus (Tully and Quinn, 1985). Flies were
given 1 min to choose between 2 arms, each delivering a distinct odor. An
index was calculated as the difference between the numbers of flies in
each arm divided by the sum of flies in both arms. The average of two
reciprocal experiments gave a performance index. For odor avoidance
tests after electric shock and response to electric shock, flies were treated
as described by Pascual and Préat (2001). To analyze consolidated mem-
ory, before five-spaced conditioning, groups of 40 flies were placed for
17 h at 30°C in feeding tubes (Falcon 2017) containing Whatman filter
paper strip (1.0 # 2.5 cm) soaked with a total 125 $l of sucrose solution
(5%, Sigma-Aldrich) with or without cycloheximide (CXM, 35 mM;

Sigma-Aldrich). Flies were transferred to standard food vials 30 min
before training. After training, flies were kept in standard food vials at
30°C for 24 h until memory tests were performed.

Quantitative PCR analyses. Flies were raised at 25°C before total RNA
extraction from 50 female heads using the RNeasy Plant Mini Kit (Qia-
gen). Samples were reverse-transcribed with oligo(dT)20 primers using
the SuperScript III First-Strand kit (Life Technologies) according to the
manufacturer’s instructions. Level of the target cDNA was compared
against level of !-Tub84B (Tub, CG1913) cDNA, which was used as a
reference. Amplification was performed using a LightCycler 480 (Roche)
and the SYBR Green I Master mix (Roche). Reactions were performed in
triplicate. The specificity and size of amplification products were assessed
by melting curve analyses and agarose gel electrophoresis, respectively.
Expression relative to reference is expressed as a ratio (2$%Cp, where Cp
is the crossing point).

Statistical analyses. Memory scores are displayed as mean & SEM.
Quantitative mRNA measurements were analyzed from 2$%Cp using
Student’s t tests, with significance threshold set at p % 0.05. For behav-
ioral experiments, scores resulting from all genotypes were analyzed
using one-way ANOVA followed, if significant at p % 0.05, by Newman–
Keuls multiple-comparisons tests. The overall ANOVA p-value is given
in the legends, along with the value of the corresponding Fisher distribu-
tion F(x,y), where x is number of degrees of freedom for groups and y is
total number of degrees of freedom for the distribution. Asterisks on the
figure denote the least significant of the pairwise post hoc comparisons
between the genotype of interest and its controls following the usual
nomenclature.

Results
Nep1 expression is required in the adult MB for MTM
The fly expresses four neprilysins, Nep1– 4 (Meyer et al., 2011),
one of which, Nep1, was shown to be expressed in the MB (Sitnik
et al., 2014). To analyze the potential involvement of fly nepri-
lysins in memory, we used the classical conditioning of an
odor-avoidance response. In this paradigm, groups of flies are
successively exposed to two distinct odors, only one of which is
associated with electric pulses. Distinct phases of associative aver-
sive memory can then be differentiated (Isabel and Préat, 2008;
Bouzaiane et al., 2015). Learning is assessed immediately after a
single conditioning, whereas MTM is assessed 2 h later. The fly
can also produce two antagonistic forms of consolidated mem-
ory: ARM is formed after five massed cycles of conditioning,
whereas the robust LTM is only formed after five cycles spaced at
15 min rest intervals. Crucially, LTM is the only memory phase
dependent on de novo protein synthesis (Tully et al., 1994).

To assess the involvement of neprilysins in memory, neprily-
sin expression was knocked down using RNAi-mediated silenc-
ing. The efficiency of four RNAi constructs targeting Nep1, Nep2,
Nep3, and Nep4, respectively, was assessed using the pan-
neuronal elav-Gal4 driver (elav) (Brand and Perrimon, 1993).
Neprilysin expression in fly heads was quantified by real-time
PCR. The expression of each specific RNAi construct (elav/Nep)

Table 1. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing RNAi-Nep1A or
RNAi-Nep1B in adult !/" neurons

Genotype Shock reactivity

Olfactory acuity

Octanol Methylcyclohexanol

Gal80ts;c739/' 74.88 & 3.953 55.44 & 4.193 46.06 & 3.738
Gal80ts;c739/Nep1A 77.38 & 4.637 59.00 & 5.568 42.50 & 4.826
'/Nep1A 79.88 & 4.286 51.00 & 6.614 46.38 & 4.728
Gal80ts;c739/Nep1B 79.75 & 6.135 54.00 & 6.094 45.25 & 3.867
'/Nep1B 73.38 & 5.161 59.25 & 6.619 52.00 & 4.342

Data are shown as means & SEM. After 3 d of induction, neither shock reactivity (F(4,47) ( 0.3371, p ( 0.8515,
n & 8) nor olfactory acuity for octanol (F(4,47) ( 0.3231, p ( 0.8610, n & 8) and methylcyclohexanol (F(4,47) (
0.5304, p ( 0.7140, n & 8) is impaired in flies expressing RNAi-Nep1A or Nep1B under the control of the Gal80ts;
c739 driver.
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led to a reduced expression of its targeted gene by 75% (Nep1), 50%
(Nep2), 30% (Nep3), and 25% (Nep4) compared with the elav/!
control (Fig. 1A). These data thus establish that the distinct RNAi
constructs efficiently target each distinct neprilysin mRNA.

Preliminary experiments using the ubiquitous daughterless-
Gal4 driver suggested that the expression of each of the four

neprilysins is required for MTM (data not shown). Because MTM
has been shown to involve the !/" MB neurons (Bouzaiane et al.,
2015), we further analyzed memory using the c739 driver known
to label !/" neurons specifically (Yang et al., 1995). To restrict
RNAi-Nep expression to adulthood, we took advantage of the
TARGET system (McGuire et al., 2003), which relies on a con-

Figure 2. Neprilysin inhibition in the adult MB induces LTM deficits. A, B, Neprilysin silencing in the adult MB does not affect learning. A, Gal80 ts;238Y/Nep1A and /Nep1B flies exhibit similar
learning scores to the genetic controls (F(4,49) " 1.591, p " 0.1932, n " 10). B, Concomitant silencing of Nep2, Nep3, and Nep4 does not affect learning. Gal80 ts;238Y/Nep2A;Nep3A;Nep4A flies
exhibit similar learning scores to the genetic controls (F(2,27) " 1.681, p " 0.2066, n # 9). C, D, Neprilysin silencing in the adult MB does not impact ARM. C, Gal80 ts;238Y/Nep1A and /Nep1B flies
exhibit similar memory scores to the genetic controls (F(4,73) " 2.075, p " 0.0934, n # 14). D, Concomitant silencing of Nep2, Nep3, and Nep4 does not affect ARM. Gal80 ts;238Y/Nep2A;Nep3A;
Nep4A flies exhibit similar ARM scores to the genetic controls (F(2,41) " 1.929, p " 0.1589, n " 14). E–H, LTM analyses. E, Nep1 expression is required in adult !/" neurons for LTM formation. After
induction, Gal80 ts;c739/Nep1A and /Nep1B flies exhibit a strong LTM impairment (F(4,54) " 14.36, p # 0.0001, n # 9; post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;c739/Nep1A vs Gal80 ts;c739/!
***p # 0.001, Gal80 ts;c739/Nep1A vs !/Nep1A ***p # 0.001, Gal80 ts;c739/Nep1B vs Gal80 ts;c739/! ***p # 0.001, Gal80 ts;c739/Nep1B vs !/Nep1B ***p # 0.001). In contrast, noninduced
flies show similar LTM scores to the genetic controls (F(4,40) " 1.399, p " 0.2539, n # 8). F, Nep2, Nep3, and Nep4 inhibition in adult !/" neurons does not alter LTM (Nep2A: F(2,29) " 0.06101,
p " 0.9409, n " 10; Nep3A: F(2,50) " 2.183, p " 0.1237, n # 10; Nep4A: F(2,50) " 1.380, p " 0.2615, n # 11). G, LTM analyses of double and triple Nep knock-down in adult !/" neurons.
Nep2 ! Nep3, Nep3 ! Nep4, and Nep2 ! Nep3 ! Nep4 knock-down alter LTM (Nep2A;Nep3A: F(2,43) " 5.785, p " 0.0061, n # 14; post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;c739/Nep2A;Nep3A
vs Gal80 ts;c739/! **p # 0.01, Gal80 ts;c739/Nep2A;Nep3A vs !/ Nep2A;Nep3A *p # 0.05; Nep3A;Nep4A: F(2,44) " 5.876, p " 0.0056, n " 15; post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;c739/
Nep3A;Nep4A vs Gal80 ts;c739/!**p #0.01, Gal80 ts;c739/Nep3A;Nep4A vs!/Nep3A;Nep4A *p #0.05; Nep2A;Nep3A;Nep4A: F(2,38) "3.986, p "0.0273, n # 12; post hoc Newman–Keuls test,
Gal80 ts;c739/Nep2A;Nep3A;Nep4A vs Gal80 ts;c739/! *p # 0.05, Gal80 ts;c739/Nep2A;Nep3A;Nep4A vs !/Nep2A;Nep3A;Nep4A *p # 0.05), whereas Nep2 ! Nep4 double knock-down does not
(F(2,38) " 0.1079, p " 0.8980, n " 13). H, In the absence of induction, all genotypes exhibit normal LTM scores (F(2,42) " 0.2195, p " 0.8039, n # 14).
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ventional GAL4 activation system and a temperature-sensitive
Gal80 inhibitor (Gal80 ts). Gal80 ts represses Gal4 transcriptional
activity at low temperature (18°C), but this inhibition is lifted at
high temperature (30°C). Experiments were performed with a
tub-Gal80 ts;c739 line (Gal80 ts;c739). Flies expressing RNAi-
Nep1A (VDRC 27537) (Gal80 ts;c739/Nep1A) showed an MTM
deficit (Fig. 1B). To further establish the role of Nep1 in MTM
formation, we needed to use a second nonoverlapping RNAi con-
struct: RNAi-Nep1B (VDRC 108860). Because the RNAi-Nep1B
line was not able to reduce Nep1 expression as efficiently as
RNAi-Nep1A, we took advantage of the UAS-Dicer2 tool. Dicer
is an RNase enzyme that facilitates the activation of the RNA-
induced silencing complex essential for RNAi and Dicer2 over-
expression in the fly has been shown to increase RNAi efficacy
(Pham et al., 2004). We thus generated a line coexpressing RNAi-
Nep1B and Dicer2 (Nep1B). Gal80 ts;c739/Nep1B induced flies
showed a strong MTM impairment (Fig. 1B), similar to that of
Gal80 ts;c739/Nep1A flies. In the absence of Gal4 induction, both
Gal80 ts;c739/Nep1A and Gal80;c739/Nep1B flies showed normal
MTM scores (Fig. 1C), indicating that the deficit observed previ-
ously was specifically caused by Nep1 inhibition in the adult !/"
neurons. We verified that the ability of induced Gal80 ts;c739/
Nep1A and Gal80;c739/Nep1B flies to avoid electric shocks and
their olfactory acuity to each odor after electric shock exposure
were unaffected (Table 1), thus showing that they displayed nor-
mal perception of the conditioning stimuli.

In contrast, reducing Nep2, Nep3, or Nep4 expression in adult
!/" neurons did not affect MTM (Fig. 1D), suggesting that Nep2,

Nep3, and Nep4 expression in these neurons is not required for
MTM. We next analyzed whether the lack of a MTM phenotype
could be due to functional redundancy between these three ne-
prilysins. For this purpose, we constructed flies carrying each
possible double RNAi combination and the triple one. No com-
bination of RNAi expression in the !/" neurons affected MTM
(Fig. 1E). These data suggest that only Nep1 expression in the MB
is required for MTM formation.

We then studied the other memory phases described in the fly.
To assess learning, flies were tested immediately after a single
cycle of training. Because it was shown that learning relies on !/"
and also # neurons (Bouzaiane et al., 2015), we used a tub-

Figure 3. Constitutive inhibition of neprilysin expression in DPM neurons induces MTM deficits. A, Flies expressing RNAi-Nep under the control of the constitutive MB-Gal80;c316 driver exhibit
significantly lower MTM scores than the genetic controls (Nep1A: F(2,31) ! 11.73, p ! 0.0002, n $ 8, post hoc Newman–Keuls test, MB-Gal80;c316/Nep1A vs MB-Gal80;c316/" **p # 0.01,
MB-Gal80;c316/Nep1A vs "/Nep1A ***p # 0.001; Nep2A: F(2,31) ! 10.72, p ! 0.0003, n $ 8, post hoc Newman–Keuls test, MB-Gal80;c316/Nep2A vs MB-Gal80;c316/"
**p # 0.01, MB-Gal80;c316/Nep2A vs "/Nep2A ***p # 0.001; Nep3A: F(2,47) ! 18.58, p # 0.0001, n ! 16, post hoc Newman–Keuls test, MB-Gal80;c316/Nep3A vs MB-Gal80;c316/"
***p # 0.001, MB-Gal80;c316/Nep3A vs "/Nep3A ***p # 0.001; Nep4A: F(2,46) ! 6.939, p ! 0.0024, n $ 15, post hoc Newman–Keuls test, MB-Gal80;c316/Nep4A vs MB-Gal80;c316/" **p #
0.01, MB-Gal80;c316/Nep4A vs"/Nep4A **p#0.01). B, Neprilysin inhibition in DPM neurons impairs MTM. VT64246/Nep1A, /Nep2A, /Nep3A, and /Nep4A flies exhibit MTM deficits compared with
the genetic controls (Nep1A: F(2,30) ! 7.403, p ! 0.0026, n $ 9, post hoc Newman–Keuls test, VT64246/Nep1A vs VT64246/" **p # 0.01, VT64246/Nep1A vs "/Nep1A **p # 0.01; Nep2A:
F(2,29) ! 7.942, p ! 0.0019, n $ 8, post hoc Newman–Keuls test, VT64246/Nep2A vs VT64246/" **p # 0.01, VT64246/Nep2A vs "/Nep2A **p # 0.01; Nep3A: F(2,41) ! 21.33, p # 0.0001, n !
14, post hoc Newman–Keuls test, VT64246/Nep3A vs VT64246/"***p #0.001, VT64246/Nep3A vs"/Nep3A ***p #0.001; Nep4A: F(2,49) !3.872, p !0.0278, n $ 16, post hoc Newman–Keuls
test, VT64246/Nep4A vs VT64246/" *p # 0.05, VT64246/Nep4A vs "/Nep4A *p # 0.05).

Table 2. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing several RNAi-Nep
in adult !/" neurons

Genotype Shock reactivity

Olfactory acuity

Octanol Methylcyclohexanol

Gal80ts;c739/" 74.83 $ 4.529 57.72 $ 3.573 60.00 $ 3.085
Gal80ts;c739/Nep2A;Nep3A 67.25 $ 5.104 51.75 $ 8.370 56.88 $ 4.206
"/Nep2A;Nep3A 68.67 $ 3.046 61.80 $ 5.144 53.38 $ 2.679
Gal80ts;c739/Nep3A;Nep4A 62.58 $ 6.239 51.56 $ 4.916 49.88 $ 5.920
"/Nep3A;Nep4A 72.67 $ 4.926 56.36 $ 3.977 49.88 $ 3.193
Gal80ts;c739/Nep2A;Nep3A;Nep4A 65.75 $ 6.763 56.30 $ 6.013 51.75 $ 2.218
"/Nep2A;Nep3A;Nep4A 73.00 $ 3.400 40.86 $ 6.636 53.25 $ 3.863

Data are shown as means $ SEM. After 3 d of induction, neither shock reactivity (F(6,83) ! 0.7803, p ! 0.5879,
n ! 12) nor olfactory acuity for octanol (F(6,93) ! 1.445, p ! 0.2067, n $ 10) and methylcyclohexanol (F(6,59) !
1.149, p ! 0.3476, n $ 8) is impaired in flies expressing RNAi Nep2A " Nep3A, Nep3A " Nep4A or Nep2A "
Nep3A " Nep4A under the control of the Gal80ts;c739 driver.

Turrel et al. • Neprilysins Are Required in DPM Neurons for Memory J. Neurosci., September 14, 2016 • 36(37):9535–9546 • 9539



 88 

 	
  
Gal80 ts;238Y driver to achieve inhibition in all MB neuronal
types (Aso et al., 2009). Induced Gal80 ts;238Y/Nep1A and
Gal80 ts;238Y/Nep1B flies displayed normal learning (Fig. 2A).
We next assessed the effect of Nep2, Nep3, and Nep4 silencing on
learning. The data show that the triple silencing did not affect
learning (Fig. 2B). Together, the data suggest that no neprilysin is
required in the MB for learning.

To analyze ARM formation, memory was tested 24 h after a
massed conditioning. Induced Gal80 ts;238Y/Nep1A and Gal80 ts;
238Y/Nep1B flies displayed normal ARM (Fig. 2C). Gal80 ts;238Y/
Nep2A;Nep3A,Nep4A induced flies also showed normal ARM
scores (Fig. 2D). The data suggest that the neprilysins’ expression
in the MB is not involved in ARM formation.

To study the potential involvement of neprilysins in LTM,
memory tests were performed 24 h after a spaced conditioning.
We analyzed LTM of flies expressing RNAi-Nep1 in !/" neurons,
the MB neurons required for this process (Bouzaiane et al., 2015).
After induction, Gal80 ts;c739/Nep1A and Gal80 ts;c739/Nep1B
flies displayed LTM scores significantly lower than their genetic
controls (Fig. 2E). In the absence of Gal4 induction, flies per-
formed normally (Fig. 2E), showing that Nep1 expression in !/"
neurons is involved in LTM.

Even though Nep2, Nep3, and Nep4 expression did not seem
to be required in the MB for MTM, we assessed whether they were
required in the MB for LTM. Gal80 ts;c739/Nep2A, /Nep3A
and /Nep4A induced flies displayed similar LTM scores to the
genetic controls (Fig. 2F). To further address the potential role of
these neprilysins in the MB for LTM formation, we analyzed
double and triple combination of Nep inhibition. Whereas Nep2
! Nep4 inhibition did not affect LTM, combined inhibition of
Nep2 ! Nep3 and Nep3 ! Nep4 led to altered LTM (Fig. 2G). As
expected, the triple Nep2 ! Nep3 ! Nep4 silencing also led to
LTM impairment (Fig. 2G). In the absence of induction, all ge-
notypes displayed normal LTM scores (Fig. 2H). Finally, we ver-
ified that these flies perceived normally the stimuli used for
conditioning (Table 2). In conclusion, the expression of all four
neprilysins is required in the adult MB for LTM processes.

All four neprilysins are required in DPM neurons for MTM
To further study in which brain structure Nep2, Nep3, and Nep4
are involved in MTM, we next used the MB247-Gal80;c316 driver
(MB-Gal80;c316). c316 is known to label intensively the DPM
neurons, a pair of neurons required for aversive MTM (Waddell
et al., 2000). The MB-Gal80;c316 driver allows expression in all
neurons expressing the c316 Gal4 (Haynes et al., 2015) except in
the MB neurons that express the Gal80 repressor specifically.
Interestingly, the expression of any RNAi-Nep under the control
of this driver (MB-Gal80;c316/Nep) led to significantly impaired
MTM compared with the genetic controls (Fig. 3A). We next
tested the sensory–motor capacities of the MB-Gal80;c316/Nep
flies and found that they displayed wild-type shock reactivity and
olfactory acuity (Table 3).

To verify that neprilysin expression is required in the DPM
neurons for MTM, we used the VT64246 Gal4 driver that labels
DPM neurons specifically (Lee et al., 2011). The silencing of each
neprilysin achieved with the VT64246 driver led to significant
MTM deficits (Fig. 3B). We conclude that the expression of
all four neprilysins in DPM neurons is required for MTM
formation.

We then sought to determine whether the MTM deficits
shown by VT64246/Nep flies were due to developmental or acute
effects. To achieve transient expression of Nep-RNAi, we gener-
ated an inducible tub-Gal80 ts;VT64246 Gal4-line (Gal80 ts;

VT64246). The expression of each RNAi-Nep tested led to
significant MTM deficits (Fig. 4A). These deficits were not ob-
served when flies were incubated under nonpermissive tempera-
ture (Fig. 4B), which shows that the deficits were caused
specifically by RNAi induction in adult DPM neurons. We fur-
ther verified that Gal80 ts;VT64246/Nep1A, /Nep2A, /Nep3A,
and /Nep4A flies were able to perceive the conditioning stimuli
normally. All of the genotypes tested showed normal shock reac-
tivity and normal olfactory acuity to each odor after electric shock
exposure (Table 4).

The RNAi constructs used in this study did not show any
predicted off-target regions (Vienna Drosophila Resource Center
and dscheck.rnai.jp). However, to strengthen our data, we used
another nonoverlapping RNAi sequence for each neprilysin. As
we did for Nep1B, we constructed lines encoding RNAi-Nep2B,
3B, or 4B construct and Dicer2 (Nep2B, Nep3B, and Nep4B).
When expressed for 3 d under the control of the Gal80 ts;VT64246
driver, these constructs led to significant MTM deficits (Fig. 4C)
that were not apparent when flies were incubated at nonpermis-
sive temperature (Fig. 4D), thus showing that they were caused
specifically by RNAi induction in adult DPM neurons. We veri-
fied that Gal80 ts;VT64246/Nep1B, /Nep2B, /Nep3B, /Nep4B flies
displayed normal shock sensitivity and olfactory acuity (Table 4).
Together, the data establish that all four neprilysins are required
in adult DPM neurons for MTM.

Nep1, Nep3, and Nep4 are required in adult DPM neurons
for LTM
To further characterize neprilysin function in DPM neurons we
then studied the other memory phases. We first analyzed the
effect of neprilysin silencing in adult DPM neurons on learning.
After 3 d of induction, all genotypes tested displayed normal
learning (Fig. 5A), showing that inhibiting the expression of any
neprilysin in adult DPM neurons does not disrupt this process.
Because we observed functional redundancy in the MB among
Nep2, Nep3, and Nep4, we also analyzed triple silencing in adult
DPM neurons. Gal80 ts;VT64246/Nep2A;Nep3A;Nep4A flies ex-
hibited wild-type learning scores (Fig. 5B). We then assessed
ARM formation. After induction, Gal80 ts;VT64246/Nep flies ex-

Table 3. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing RNAi-Nep(A) under
the control of the MB-Gal80;c316 driver

Genotype Shock reactivity

Olfactory acuity

Octanol Methylcyclohexanol

MB-Gal80;c316/! 60.80 " 3.405 60.63 " 6.219 60.90 " 6.667
MB-Gal80;c316/Nep1A 58.30 " 1.808 67.10 " 7.114 58.70 " 5.173
!/Nep1A 64.10 " 4.927 62.10 " 5.288 59.50 " 5.300

MB-Gal80;c316/! 63.25 " 4.366 52.36 " 7.890 65.25 " 7.345
MB-Gal80;c316/Nep2A 62.83 " 3.946 47.17 " 5.455 73.13 " 4.155
!/Nep2A 77.67 " 3.530 60.15 " 4.650 69.13 " 8.532

MB-Gal80;c316/! 58.43 " 5.149 49.00 " 4.472 54.56 " 3.986
MB-Gal80;c316/Nep3A 52.50 " 4.056 54.75 " 6.648 53.42 " 4.763
!/Nep3A 73.70 " 4.261 51.17 " 6.457 54.33 " 3.945

MB-Gal80;c316/! 58.57 " 4.961 52.33 " 4.330 58.56 " 4.628
MB-Gal80;c316/Nep4A 56.90 " 8.849 52.00 " 4.424 62.00 " 4.149
!/Nep4A 58.30 " 5.863 53.08 " 5.016 52.08 " 3.718

Data are shown as means " SEM. All genotypes tested exhibit normal shock reactivity (Nep1A: F(2,29) # 0.6487,
p # 0.5307, n # 10; Nep2A: F(2,35) # 4.544, p # 0.0181, n # 12, post-hoc Newman–Keuls test, MB-Gal80;c316/
Nep2A vs !/Nep2A *p $ 0.05; Nep3A: F(2,26) # 6.699, p # 0.0049, n # 7, post hoc Newman–Keuls test, MB-
Gal80:c316/Nep3A vs !/Nep3A **p $ 0.01; Nep4A: F(2,26) # 0.01578, p # 0.9844, n # 7) and normal olfactory
acuity for octanol (Nep1A: F(2,27) # 0.2913, p # 0.7498, n # 8; Nep2A: F(2,35) # 1.249, p # 0.3000, n # 11;
Nep3A: F(2,32) # 0.2108, p # 0.8111, n # 9; Nep4A: F(2,32) # 0.01515, p # 0.9850, n # 9) and methylcyclo-
hexanol (Nep1A: F(2,29) # 0.03746, p # 0.9633, n # 10; Nep2A: F(2,23) # 0.3230, p # 0.7275, n # 8; Nep3A:
F(2,32) # 0.01955, p # 0.9807, n # 9; Nep4A: F(2,32) # 1.609, p # 0.2168, n # 9).
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Figure 4. Neprilysin inhibition in adult DPM neurons induces MTM deficits. A, B, MTM analyses of flies expressing RNAi-Nep(A) in adult DPM neurons. A, After 3 d of induction, Gal80 ts;VT64246/
Nep1A, /Nep2A, /Nep3A and /Nep4A flies exhibit MTM deficits compared with the genetic controls (Nep1A: F(2,73) ! 4.125, p ! 0.0202, n ! 23, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/
Nep1A vs Gal80 ts;VT64246/" *p # 0.05, Gal80 ts;VT64246/Nep1A vs "/Nep1A *p # 0.05; Nep2A: F(2,34) ! 4.729, p ! 0.0159, n ! 11, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep2A vs
Gal80 ts;VT64246/" *p # 0.05, Gal80 ts;VT64246/Nep2A vs "/Nep2A *p # 0.05; Nep3A: F(2,28) ! 8.327, p ! 0.0016, n ! 9, post hoc Newman–Keuls (Figure legend continues.)
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hibited wild-type ARM scores (Fig. 5C). Similar results were ob-
served with Nep2 ! Nep3 ! Nep4 silencing in adult DPM
neurons (Fig. 5D). Together, the data suggest that neprilysin ex-
pression in adult DPM neurons is not required for normal aver-
sive learning and ARM.

We next analyzed the effect of neprilysin silencing in adult
DPM neurons on LTM. After induction at 30°C, Gal80 ts;
VT64246/Nep1A, /Nep3A, and /Nep4A flies showed significantly
lower LTM scores than their genetic controls (Fig. 5E). These
LTM deficits were specific to RNAi-Nep induction in adult DPM
neurons because Gal80 ts;VT64246/RNAi-Nep flies incubated at
18°C showed wild-type LTM (Fig. 5F). Therefore, Nep1, Nep3,
and Nep4 are each involved in LTM formation in DPM neurons.
In contrast, Nep2 inhibition in adult DPM neurons (Gal80 ts;
VT64246/Nep2A) did not alter memory scores measured 24 h
after spaced conditioning (Fig. 5G). To validate that the memory
formed in this case was indeed LTM, we ran CXM treatments. It
has been shown that LTM formation is specifically sensitive to
CXM because it is the only memory phase dependent on de novo
protein synthesis (Tully et al., 1994). As expected, when wild-type
(!) and Gal80 ts;VT64246/! control flies were fed with CXM,
LTM scores decreased significantly (Fig. 5H). Gal80 ts;VT64246/
Nep2A flies fed with CXM exhibited significantly lower memory
scores compared with same-genotype flies not fed CXM and sim-
ilar scores to control flies (Fig. 5H). The data thus demonstrate
that inhibition of Nep2 expression in adult DPM neurons does
not alter LTM. Together, the results show that Nep1, Nep3, and
Nep4 expression are required in adult DPM neurons for LTM
formation.

Discussion
Research on neprilysins has essentially focused on their role as the
main A!-degrading enzymes in pathological situations and as
biomarkers in heart failure. Here, using Drosophila, we estab-
lished that neprilysins are involved in specific types of memory.
Disrupting the expression of any neprilysin impairs MTM and
LTM, revealing that one or several neuropeptides need to be
targeted to enable proper memory formation. Interestingly, all
four neprilysins expressed in the fly are required in the MB and
also in DPM neurons, a pair of large neurons that broadly inner-
vates the MB and are involved in memory consolidation.

Neprilysins have been described extensively as proteases act-
ing on substrates of no more than 50 residues (Oefner et al.,
2000), except Drosophila Nep4, which is involved in muscle in-
tegrity independently of its catalytic activity (Panz et al., 2012).
There is a consensus that neprilysins function by turning off neu-
ropeptide signals at the synapse (Turner, 2003). In addition, there
is evidence to suggest that neprilysin processing could lead to the
activation of neuromodulators (Gourlet et al., 1997; Rose et al.,
2009). Therefore, in addition to their role in A! degradation,
neprilysins also inactivate a large number of peptides and are thus
equally involved in a large number of processes.

In Drosophila, several small peptides have been linked to olfactory
memory. Short neuropeptide F (sNPF) is highly expressed in the MB
and has been described as a functional neuromodulator of appetitive
memory (Knapek et al., 2013). Drosophila neuropeptide F (dNPF)
has been shown to provide a motivational switch in the MB that
controls appetitive memory output (Krashes et al., 2009). Interest-
ingly, dNPF is an ortholog of mammalian NPY (Brown et al., 1999),
a peptide identified as an hNEP substrate (Rose et al., 2009). hNEP
can process NPY in transgenic mice to produce neuroactive frag-
ments. Because components of dNPF/NPY signaling are conserved
at both the functional and molecular levels, it is possible that dNPF is

4

(Figure legend continued.) test, Gal80 ts;VT64246/Nep3A vs Gal80 ts;VT64246/!**p"0.01,
Gal80 ts;VT64246/Nep3A vs !/Nep3A **p " 0.01; Nep4A: F(2,73) # 5.493, p # 0.0061, n "
24, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep4A vs Gal80 ts;VT64246/! **p " 0.01,
Gal80 ts;VT64246/Nep4A vs !/Nep4A *p " 0.05). B, Noninduced flies show similar MTM scores
to the genetic controls (Nep1A: F(2,26) # 1.300, p # 0.2910, n " 8; Nep2A: F(2,26) # 2.942,
p # 0.0720, n " 7; Nep3A: F(2,35) # 1.323, p # 0.2801, n # 12; Nep4A: F(2,58) # 0.5983, p #
0.5532, n " 19). C, D, MTM analyses of flies expressing RNAi-Nep(B) in adult DPM neurons. C,
After 3 d of induction, Gal80 ts;VT64246/Nep1B, /Nep2B, /Nep3B and /Nep4B flies exhibit signif-
icantly lower MTM scores than the genetic controls (Nep1B: F(2,41) # 17.03, p " 0.0001,
n#14, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep1B vs Gal80 ts;VT64246/!***p"
0.001, Gal80 ts;VT64246/Nep1B vs !/Nep1B ***p " 0.001; Nep2B: F(2,39) # 9.124, p #
0.0006, n " 12, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep2B vs Gal80 ts;VT64246/!
*p " 0.05, Gal80 ts;VT64246/Nep2B vs !/Nep2B ***p " 0.001; Nep3B: F(2,44) # 3.669,
p # 0.0340, n " 13, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep3B vs Gal80 ts;
VT64246/! *p " 0.05, Gal80 ts;VT64246/Nep3B vs !/Nep3B *p " 0.05; Nep4B: F(2,53) #
6.527, p # 0.0030, n " 15, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep4B vs Gal80 ts;
VT64246/! *p " 0.05, Gal80 ts;VT64246/Nep4B vs !/Nep4B **p " 0.01). D, Noninduced
flies show normal MTM scores (Nep1B: F(2,30) #5.178, p#0.0122, n " 10, post hoc Newman–
Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep1B vs !/Nep1B *p " 0.05; Nep2B: F(2,33) # 3.422, p #
0.0454, n " 10; Nep3B: F(2,32) # 1.703, p # 0.1993, n # 11; Nep4B: F(2,33) # 0.1703, p #
0.8442, n " 10).

Table 4. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing RNAi-Nep under
the control of the Gal80ts;VT64246 driver

Genotype Shock reactivity

Olfactory acuity

Octanol Methylcyclohexanol

Gal80ts;VT64246/! 63.43 $ 6.651 55.27 $ 5.051 44.50 $ 6.379
Gal80ts;VT64246/Nep1A 71.13 $ 4.315 49.91 $ 6.962 45.88 $ 6.396
!/Nep1A 71.38 $ 8.527 50.10 $ 6.622 42.75 $ 13.55

Gal80ts;VT64246/! 69.83 $ 6.705 55.88 $ 9.542 49.30 $ 9.745
Gal80ts;VT64246/Nep2A 72.63 $ 5.628 50.10 $ 8.214 56.50 $ 6.668
!/Nep2A 62.75 $ 7.250 61.50 $ 6.841 53.63 $ 4.594

Gal80ts;VT64246/! 57.50 $ 6.059 55.25 $ 7.695 61.58 $ 6.389
Gal80ts;VT64246/Nep3A 62.88 $ 3.512 53.30 $ 9.300 56.11 $ 7.162
!/Nep3A 66.25 $ 6.922 70.90 $ 5.921 58.89 $ 10.88

Gal80ts;VT64246/! 68.17 $ 8.392 66.80 $ 4.098 57.27 $ 3.996
Gal80ts;VT64246/Nep4A 79.88 $ 4.510 64.60 $ 4.815 51.00 $ 3.827
!/Nep4A 77.75 $ 5.778 55.60 $ 7.365 48.78 $ 3.403

Gal80ts;VT64246/! 60.30 $ 4.652 57.00 $ 4.110 46.40 $ 5.594
Gal80ts;VT64246/Nep1B 67.30 $ 3.718 49.30 $ 4.258 53.20 $ 5.884
!/Nep1B 66.90 $ 5.992 53.30 $ 4.507 48.10 $ 5.176

Gal80ts;VT64246/! 65.38 $ 3.891 50.56 $ 4.998 43.00 $ 3.990
Gal80ts;VT64246/Nep2B 63.60 $ 4.710 50.71 $ 3.640 45.00 $ 2.736
!/Nep2B 75.90 $ 4.067 47.36 $ 3.832 46.93 $ 3.311

Gal80ts;VT64246/! 82.08 $ 3.773 54.63 $ 7.620 46.33 $ 6.954
Gal80ts;VT64246/Nep3B 76.60 $ 2.831 62.67 $ 7.754 53.83 $ 7.483
!/Nep3B 77.93 $ 2.861 54.17 $ 7.213 47.33 $ 6.740

Gal80ts;VT64246/! 79.88 $ 3.618 61.56 $ 5.984 40.11 $ 3.318
Gal80ts;VT64246/Nep4B 70.70 $ 4.407 51.93 $ 4.673 42.86 $ 2.526
!/Nep4B 75.50 $ 4.086 52.36 $ 4.691 47.64 $ 4.437

Data are shown as means$SEM. After 3 d of induction, flies show normal shock reactivity (Nep1A: F(2,22) #0.4276,
p # 0.6579, n " 7; Nep2A: F(2,21) # 0.6423, p # 0.5371, n " 6; Nep3A: F(2,21) # 0.5587, p # 0.5811, n " 6;
Nep4A: F(2,21) # 0.9509, p # 0.4040, n " 6, Nep1B: F(2,29) # 0.6496, p # 0.5302, n # 10; Nep2B: F(2,27) # 2.498,
p # 0.1026, n " 8; Nep3B: F(2,41) # 0.7835, p # 0.4639, n " 12; Nep4B: F(2,27) # 1.185, p # 0.3225, n " 8) and
normal olfactory acuity for octanol (Nep1A: F(2,31) # 0.2410, p # 0.7874, n " 10; Nep2A: F(2,27) # 0.5280, p #
0.5962, n " 8; Nep3A: F(2,27) # 1.593, p # 0.2232, n " 8; Nep4A: F(2,29) # 1.121, p # 0.3406, n # 10, Nep1B:
F(2,29) # 0.8040, p # 0.4580, n # 10; Nep2B: F(2,36) # 0.2337, p # 0.7928, n " 9; Nep3B: F(2,31) # 0.4174, p #
0.6627, n " 8; Nep4B: F(2,36) # 0.9737, p # 0.3880, n " 9) and methylcyclohexanol (Nep1A: F(2,27) # 0.02737,
p # 0.9730, n " 8; Nep2A: F(2,25) # 0.2235, p # 0.8015, n " 8; Nep3A: F(2,29) # 0.1186, p # 0.8886, n " 9;
Nep4A: F(2,29) # 1.372, p # 0.2706, n " 9, Nep1B: F(2,29) # 0.4053, p # 0.6708, n # 10; Nep2B: F(2,36) # 0.3242,
p # 0.7253, n " 9; Nep3B: F(2,35) # 0.3322, p # 0.7197, n # 12; Nep4B: F(2,36) # 1.044, p # 0.3630, n " 9).
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Figure 5. Nep1, Nep3 and Nep4 are required in adult DPM neurons for LTM. A, B, Neprilysin silencing in adult DPM neurons does not alter learning. A, Gal80 ts;VT64246/Nep1A, /Nep2A, /Nep3A
and /Nep4A flies display similar learning scores to controls (Nep1A: F(2,24) ! 1.296, p ! 0.2936, n ! 7; Nep2A: F(2,29) ! 0.7634, p ! 0.4759, n ! 10; Nep3A: F(2,21) ! 1.057, p ! 0.3671, n ! 6;
Nep4A: F(2,26) ! 0.3883, p ! 0.6824, n ! 9). B, Concomitant silencing of Nep2, Nep3, and Nep4 does not affect learning. Gal80 ts;VT64246/Nep2A;Nep3A;Nep4A flies exhibit similar learning scores
to the genetic controls (F(2,25) ! 0.8933, p ! 0.423, n ! 8). C, D, Neprilysin silencing in adult DPM neurons does not alter ARM. C, Gal80 ts;VT64246/Nep1A, /Nep2A, /Nep3A, and /Nep4A flies display
similar memory scores to controls (Nep1A: F(2,36) ! 2.079, p ! 0.1407, n ! 12; Nep2A: F(2,37) ! 0.2217, p ! 0.8022, n ! 10; Nep3A: F(2,31) ! 0.3567, p ! 0.7030, n ! 10;
Nep4A: F(2,34) ! 0.5298, p ! 0.5938, n ! 11). D, Gal80 ts;VT64246/Nep2A;Nep3A;Nep4A flies exhibit normal ARM scores (F(2,39) ! 0.0344, p ! 0.9966, n ! 13). E–H, Nep1, Nep3, and Nep4 are
required in DPM neurons for LTM. E, Gal80 ts;VT64246/Nep1A, /Nep3A and /Nep4A flies show LTM deficits (Nep1A: F(2,37) ! 7.369, p ! 0.0021, n ! 10, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;
VT64246/Nep1A vs Gal80 ts;VT64246/" **p # 0.01, Gal80 ts;VT64246/Nep1A vs "/Nep1A **p # 0.01; Nep3A: F(2,45) ! 10.49, p ! 0.0002, n ! 15, post hoc (Figure legend continues.)
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targeted by neprilysins. It remains to be determined whether such
peptides are involved in aversive memory and, conversely, whether
neprilysins are involved in appetitive memory.

Although all four Drosophila neprilysins are involved in iden-
tical memory phases, they exhibit distinct features in terms of the
neuronal circuits involved. Only Nep1 inhibition in !/" MB and
DPM neurons alters both MTM and LTM. One hypothesis is that
Nep1 expressed in DPM and MB neurons plays the same role,
targeting a single substrate at synapses connecting the two struc-
tures. If so, the lifetime of such a substrate would need to be
restricted strictly to limit its effect.

Like the other neprilysins, Nep2 is involved in MTM and
LTM, but it exhibits a peculiar characteristic: Nep2 inhibition in
DPM neurons leads to MTM disruption, whereas it does not alter
LTM. Although we cannot rule out that Nep2 expression in DPM
neurons is required for LTM, but that its silencing does not reach
a level critical for this process, the data suggest that Nep2 expres-
sion in DPM neurons is not required for LTM formation. It is
noteworthy that neprilysins are synthesized as type II integral
membrane proteins (Turner et al., 2001), whereas Nep2 is a sol-
uble secreted endopeptidase (Thomas et al., 2005; Bland et al.,
2007). Whether an endopeptidase is tethered or fully secreted will
have important implications in terms of field of activity and en-
zyme concentration at the membrane surface. It is possible that
Nep2 secreted from either DPM neurons or another structure in
the vicinity, such as MB neurons, is able to play an identical role.
Therefore, Nep2 reduction in either neuronal structure would
not be sufficient to affect LTM. In contrast, Nep2 expression in
such a structure would not be able to compensate Nep2 silencing
in DPM neurons for MTM, pointing to a distinct requirement for
MTM and LTM formation. Nep2 might be required at a distinct
concentration and/or localization for MTM and LTM or it may
target distinct substrates for these two processes.

The data reveal functional redundancy among Nep2, Nep3,
and Nep4 for LTM formation in the !/" neurons. Namely, con-
comitant silencing of Nep2 ! Nep3 or Nep3 ! Nep4 leads to
altered LTM. It is possible that several neprilysins target a single
neuropeptide. However, because concomitant silencing of
Nep2 ! Nep4 does not affect LTM, it seems more likely that
several targets are involved in LTM.

The memory phenotypes observed after each neprilysin re-
duction are reminiscent of the pattern in APPL mutants. Indeed,
we showed previously that expression of APPL, the APP fly or-
tholog, is required in the MB for MTM and LTM formation, but
not for learning and ARM (Goguel et al., 2011; Bourdet et al.,

2015). An attractive hypothesis is that A" peptide derived from
physiological processing of APPL might play a role in memory
and act as a substrate for one of the neprilysin peptidases. Nep2
would be a good candidate because several studies have shown
that it is capable of degrading human A" (Finelli et al., 2004; Cao
et al., 2008). Supporting this hypothesis, several reports in mam-
mals have implicated low physiological concentrations of A"
peptide in memory formation (Puzzo et al., 2008; Garcia-Osta
and Alberini, 2009; Morley et al., 2010).

The memory phenotypes observed here are equally reminis-
cent of the pattern displayed by amnesiac (amn) mutants (Quinn
et al., 1979; Feany and Quinn, 1995; DeZazzo et al., 1999; Yu et al.,
2006). The amn gene isolated through behavioral screening for
memory mutants (Quinn et al., 1979) was later shown to encode
a predicted neuropeptide precursor (Feany and Quinn, 1995).
Although the mature products of the amn gene have not been
identified, sequence analyses suggested the existence of three po-
tential peptides. One of them is homologous to mammalian
pituitary adenylate cyclase-activating peptide (PACAP), a neuro-
modulator and neurotransmitter that regulates a variety of phys-
iological processes through stimulation of cAMP production
(Miyata et al., 1989; for review, see Arimura, 1998; Vaudry et al.,
2000). In vitro studies have shown that hNEP can degrade PACAP
(Gourlet et al., 1997) and the analysis of the biological properties
of the resulting fragments found that PACAP degradation by
hNEP produces active metabolites selective for a particular recep-
tor subtype. One of the major sites of PACAP cleavage by hNEP is
conserved in the AMN peptide. It was shown that AMN is highly
expressed in DPM neurons, where the four neprilysins are re-
quired for MTM (Waddell et al., 2000). DPM output is required
during the consolidation phase for MTM and it was suggested
that DPM might release the AMN modulatory neuropeptide that
alters the physiology of MB neurons to help stabilize or consoli-
date odor memories (Keene et al., 2004). The fact that neuropep-
tides are often coreleased with classical neurotransmitters, but
generally have slower and longer-lasting postsynaptic effects, has
prompted the hypothesis that AMN peptides may be released at
the MB to produce relatively long-lasting, physiological changes.
Given this context, it is tempting to speculate that AMN might be
one of the Drosophila neprilysin’s targets.

Both the axons and dendrites of DPM are evenly distributed in
different lobes of the MB, and it has been suggested that DPM
neurons are presynaptic and postsynaptic to the MB neurons and
are recurrent feedback neurons (Yu et al., 2005; Keene et al., 2006;
Wu et al., 2013; review, Perisse et al., 2013). Because neprilysins
are necessary in the DPM, and also in the !/" neurons of the MB
where MTM and LTM are stored (Bouzaiane et al., 2015), these
proteins could be involved in maintaining a loop between the
DPM and MB lobes by restricting the lifetime of neuromodula-
tors. The DPM-!/" neurons circuit has been shown recently to
also modulate egg-laying decision via the AMN neuropeptide
(Wu et al., 2015). It would be interesting to learn whether nepri-
lysins are involved in this process or if their function is restricted
to memory formation.

Despite the importance of the MB for olfactory memory, a
functional neurotransmitter or coreleased peptidic neuromodu-
lators produced by MB-intrinsic cells has long remained elusive.
It was shown recently that acetylcholine is a Kenyon cell trans-
mitter (Barnstedt et al., 2016). The fact that several neprilysins are
required for MTM and LTM suggests the involvement of at least
one neuropeptide. It remains to be determined whether neprily-
sin targets are released from the DPM and/or MB and whether
identical or distinct neuropeptide substrates support MTM and

4

(Figure legend continued.) Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep3A vs Gal80 ts;
VT64246/! *p " 0.05, Gal80 ts;VT64246/Nep3A vs !/Nep3A ***p " 0.001; Nep4A: F(2,38) #
10.08, p # 0.0003, n # 13, post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/Nep4A vs Gal80 ts;
VT64246/! **p " 0.01, Gal80 ts;VT64246/Nep4A vs !/Nep4A ***p " 0.001). F, In the ab-
sence of induction, Gal80 ts;VT64246/Nep1A, /Nep3A and /Nep4A flies display similar LTM scores
to the genetic controls (Nep1A: F(2,67) # 1.316, p # 0.2752, n # 20; Nep3A: F(2,53) # 0.4687,
p # 0.6285, n # 17; Nep4A: F(2,39) # 0.1010, p # 0.9042, n # 13). G, H, Nep2 silencing in
DPM neurons does not impact LTM. G, Gal80 ts;VT64246/Nep2A flies exhibit similar LTM scores
to controls (Nep2A: F(2,47) # 0.5551, p # 0.5779, n # 15). H, Memory formed after 5 spaced
training cycles by Gal80 ts;VT64246/Nep2A-induced flies is LTM. Treatment with CXM (CXM)
induces a memory decrease for all genotypes tested [F(5,88) # 10.87, p " 0.0001, n # 14; post
hoc Newman–Keuls test, ! vs ! (CXM) ***p " 0.001, Gal80 ts;VT64246/! vs Gal80 ts;
VT64246/! (CXM) *p " 0.05, Gal80 ts;VT64246/Nep2A vs Gal80 ts;VT64246/Nep2A (CXM)
**p " 0.01]. After CXM treatment, the remaining memory of Gal80 ts;VT64246/Nep2A flies is
similar to that of their genetic control group ( post hoc Newman–Keuls test, Gal80 ts;VT64246/
Nep2A (CXM) vs Gal80 ts;VT64246/! (CXM) p $ 0.05).
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LTM processes. The sum of the work reported here highlights the
critical role of the DPM in inactivating and/or processing neuro-
peptides involved in memory processes connected to the MB.
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Résultats	
  supplémentaires:	
  Nep2	
  est	
  impliquée	
  dans	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  

	
  

Un	
  résultat	
  étonnant	
  décrit	
  dans	
  notre	
  article	
  est	
  que	
  Nep2	
  est	
  la	
  seule	
  néprilysine	
  à	
  ne	
  

pas	
   sembler	
   impliquée	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM	
   pour	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   LTM.	
   Pour	
  

approfondir	
   cette	
   question,	
   nous	
   avons	
   choisi	
   d’exprimer	
   un	
   RNAi-­‐Nep2	
   dans	
   tout	
  

l’organisme	
   de	
   la	
   mouche	
   adulte,	
   à	
   l’aide	
   du	
   système	
   da-­‐Switch	
   (daSw).	
   Ce	
   système	
  

inductible	
   est	
   constitué	
   d’une	
  protéine	
  Gal4	
   fusionnée	
   au	
   récepteur	
   à	
   la	
   progestérone	
  

(HR).	
  En	
  absence	
  d’hormone,	
  ce	
  facteur	
  appelé	
  Gal4-­‐Sw	
  est	
  inactif,	
  alors	
  qu’en	
  présence	
  

d’hormone	
   (ici,	
   le	
  RU486	
   apporté	
  dans	
   le	
  milieu	
  de	
   culture	
  des	
  drosophiles),	
   Gal4-­‐Sw	
  

peut	
  se	
  fixer	
  sur	
  ses	
  séquences	
  promotrices	
  et	
  activer	
  la	
  transcription	
  (Figure	
  31).	
  

	
  

	
  

Figure	
  31	
  :	
  Système	
  d’induction	
  Gal4-­Sw	
  (Elliott	
  and	
  Brand,	
  1999).	
  	
  

Le	
   facteur	
  de	
   transcription	
  Gal4	
   est	
   fusionné	
   à	
  un	
   récepteur	
  hormonal	
   à	
   la	
  progestérone	
   et	
   le	
  domaine	
  

d’activation	
  de	
  p65.	
  En	
  présence	
  de	
   l’hormone	
  ou	
  d’une	
  molécule	
  analogue,	
  comme	
  le	
  RU486,	
   le	
   facteur	
  

Gal4-­‐Sw	
  est	
  activé	
  ce	
  qui	
  permet	
  la	
  transcription	
  du	
  transgène.	
  En	
  l’absence	
  de	
  l’hormone,	
  le	
  facteur	
  Gal4-­‐

Sw	
  reste	
  inactif.	
  

	
  

Les	
  drosophiles	
   sont	
  placées	
   sur	
  du	
  milieu	
   supplémenté	
  en	
  RU486	
  pendant	
  3	
   jours	
  

afin	
  d’induire	
  la	
  transcription	
  du	
  RNAi-­‐Nep2.	
  Lorsque	
  l’expression	
  de	
  Nep2	
  est	
  diminuée	
  

dans	
  tout	
  l’organisme,	
  un	
  défaut	
  de	
  LTM	
  est	
  observé.	
  Les	
  drosophiles	
  non	
  induites,	
  ayant	
  

passées	
  3	
  jours	
  sur	
  du	
  milieu	
  normal,	
  présentent	
  une	
  LTM	
  normale,	
  indiquant	
  ainsi	
  que	
  

le	
  défaut	
  observé	
  est	
  bien	
  dû	
  à	
  l’induction	
  chez	
  l’adulte	
  du	
  RNAi-­‐Nep2	
  (Figure	
  32).	
  

	
  

82 Elliott and Brand

Fig. 1. (Continued)

Separation of the GAL4 driver and the UAS responder offers several key
advantages. First, a single UAS-dependent transgene can be analyzed in multiple
tissues and/or time-points through the use of different drivers. Second, as the
UAS construct is effectively silent in the absence of GAL4, transgenics encoding
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Figure	
  32	
  :	
  Nep2	
  est	
  requise	
  pour	
  la	
  LTM.	
  	
  

Après	
  3	
  jours	
  d’induction,	
  l’expression	
  du	
  RNAi-­‐Nep2A	
  dans	
  toutes	
  les	
  cellules	
  sous	
  le	
  contrôle	
  du	
  driver	
  

daughterless(da)-­‐Sw	
   provoque	
   un	
   défaut	
   de	
   LTM	
   (F(3,62)	
   =	
   3.201,	
   p	
   =	
   0.0297,	
   n	
   ≥	
   14,	
   test	
   post-­‐hoc	
  

Newman-­‐Keuls,	
   da-­Sw/+	
   vs	
   da-­Sw/Nep2A	
   *p	
   <	
   0.05,	
   +/Nep2A	
   vs	
   da-­Sw/Nep2A	
   *p	
   <	
   0.05).	
   En	
   absence	
  

d’induction,	
   les	
   drosophiles	
   da-­Sw/Nep2A	
   présentent	
   une	
   LTM	
   normale,	
   supérieure	
   à	
   celle	
   des	
  

drosophiles	
  induites	
  (test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  da-­Sw/Nep2A	
  vs	
  da-­Sw/Nep2A	
  (w/o	
  RU)	
  *p	
  <	
  0.05).	
  

	
  

Nos	
   résultats	
  montrent	
   que	
  Nep2	
   est	
   requise	
   pour	
   la	
   LTM,	
  mais	
   apparemment	
   son	
  

expression	
  n’est	
  pas	
  requise	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  Or	
  nos	
  expériences	
  ont	
  montré	
  une	
  

redondance	
  fonctionnelle	
  dans	
  les	
  MB	
  de	
  Nep2	
  avec	
  Nep3	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM,	
  

indiquant	
   que	
   Nep2,	
   en	
   plus	
   d’être	
   exprimée	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM,	
   est	
   également	
  

exprimée	
   dans	
   les	
  MB.	
  De	
  manière	
   intéressante,	
  Nep2	
   est	
   la	
   seule	
   néprilysine	
   qui	
   est	
  

exclusivement	
  sécrétée.	
  Nous	
  nous	
  sommes	
  alors	
  demandé	
  si	
  la	
  Nep2	
  présente	
  dans	
  les	
  

MB	
  ne	
  pouvait	
  pas	
  «	
  sauver	
  »	
  l’effet	
  de	
  l’inhibition	
  de	
  la	
  Nep2	
  produite	
  par	
  les	
  neurones	
  

DPM.	
  Ainsi	
   la	
  Nep2	
  produite	
  par	
  une	
   autre	
   structure,	
   les	
  MB,	
  pourrait	
  masquer	
   l’effet	
  

causé	
   par	
   l’inhibition	
   de	
   la	
   Nep2	
   produite	
   par	
   les	
   neurones	
   DPM.	
   Pour	
   étudier	
   cette	
  

hypothèse,	
  nous	
  avons	
  placé	
   le	
  RNAi-­‐Nep2	
  sous	
   le	
   contrôle	
  du	
  driver	
  c316	
  :	
   ce	
  driver,	
  

généralement	
   considéré,	
   à	
   tort,	
   comme	
   spécifique	
   des	
   neurones	
   DPM,	
   marque	
  

également	
  quelques	
  cellules	
  de	
  Kenyon	
  ainsi	
  que	
  d’autres	
  structures	
  (Figure	
  33).	
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Figure	
  33	
  :	
  Patron	
  d’expression	
  du	
  pilote	
  d’expression	
  c316	
  (Wu	
  et	
  al.,	
  2011).	
  	
  

A.	
  Patron	
  d’expression	
  du	
  driver	
  c316	
  (GFP	
  en	
  vert)	
  et	
   co-­‐marquage	
  de	
   la	
  protéine	
  DLG	
  (magenta).	
  Les	
  

corps	
   cellulaires	
   des	
   neurones	
   DPM	
   sont	
  marqués	
   et	
   l’un	
   d’eux	
   est	
   indiqué	
   par	
   une	
   tête	
   de	
   flèche.	
   De	
  

nombreuses	
   autres	
   structures	
   sont	
   marquées,	
   comme	
   les	
   lobes	
   optiques	
   ainsi	
   que	
   le	
   ganglion	
   sous-­‐

œsophagien.	
   B.	
   Agrandissement	
   du	
   patron	
   d’expression	
   du	
   driver	
   c316	
   au	
   niveau	
   des	
   calices	
   des	
   MB	
  

(marqués	
  en	
  rouge	
  grâce	
  au	
  driver	
  des	
  MB,	
  MB247).	
  Certaines	
  cellules	
  sont	
  marquées	
  à	
  la	
  fois	
  par	
  c316	
  et	
  

MB247,	
  indiquant	
  que	
  certaines	
  cellules	
  de	
  Kenyon	
  sont	
  marquées	
  par	
  c316.	
  

	
  

Figure	
  34	
  :	
  L’expression	
  d’un	
  RNAi-­Nep2	
  sous	
  le	
  contrôle	
  du	
  pilote	
  d’expression	
  c316	
  ne	
  provoque	
  

pas	
  de	
  défaut	
  de	
  LTM.	
  	
  

(F(2,59)	
  =	
  0.3111,	
  p	
  =	
  0.7399,	
  n	
  =	
  20,	
  test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c316/+	
  vs	
  Gal80ts;c316/Nep2A	
  p	
  >	
  

0.05,	
  +/Nep2A	
  vs	
  Gal80ts;c316/Nep2A	
  p	
  >	
  0.05).	
  	
  

	
  

Nos	
   résultats	
   indiquent	
   que	
   les	
   drosophiles	
   exprimant	
   le	
   RNAi-­‐Nep2A	
   sous	
   le	
  

contrôle	
  du	
  driver	
  inductible	
  Gal80ts;c316	
  ne	
  présentent	
  pas	
  de	
  défaut	
  de	
  LTM	
  (Figure	
  

34).	
   Ce	
   résultat	
   négatif	
   est	
   difficilement	
   interprétable.	
   On	
   peut	
   néanmoins	
   formuler	
  

plusieurs	
  hypothèses:	
  

-­‐ le	
  RNAi-­‐Nep2	
  utilisé	
  ici	
  n’est	
  pas	
  suffisamment	
  exprimé	
  dans	
  les	
  MB	
  pour	
  

provoquer	
   un	
   défaut	
   de	
   LTM	
   (nombre	
   insuffisant	
   de	
   neurones	
  marqués,	
   force	
  

insuffisante	
  du	
  pilote	
  d’expression…)	
  ;	
  also supported by the fact that blocking neurotransmission
from the DPM neuron impairs intermediate-term memory
without affecting learning [21].

Evidence on both the molecular and the cellular level indi-
cates that a microcircuit of KCs and DPM neurons is involved
in formation of ASM. At the molecular level, the amn-encoded
neuropeptide, which is predominantly expressed in DPM
neurons, plays an essential role in intermediate-term memory
[13]. Itwas later shown thatamnmutants are specifically defec-
tive in ASM, the same phase of memory that is affected in age-
related memory [26]. In the MB KCs, components of the
cAMP-PKA signaling pathway play specific roles in ASM [30].
The PKA catalytic subunit DCO is required for an early phase
of ASM, whereas PKA-anchoring proteins are associated with

defects in a later phase of ASM [30, 38]. Furthermore, knocking
down NMDA receptors in KCs specifically abolishes ASM [32].
Thus, a variety of molecular changes that reside in either the
KCs or DPM can affect ASM. At the cellular level, blocking
synaptic release with shibire shows that transmission from
a0b0 KCs is specifically required during consolidation but not
retrieval [39]. Similar experiments have established that trans-
mission from DPM neurons is also specifically required during
the consolidation period [15, 20, 21]. In contrast, transmission
from ab KCs is required during retrieval but not consolidation
[14, 39], indicating that KCs must act at different times during
the learning andmemory process. The observation that shibire
blockade during the consolidation period impairs the memory
process suggests that persistent activity of some form is

Figure 4. APL and DPM Neurons Require Different INXs

(A) C316-GAL4 expression pattern (green). Brain surface is removed to reveal internal structures (see Figure S1E). Genotype shown is UAS-
mCD8::GFP;C316-GAL4.
(B) Close-up view of C316-GAL4 (green) and MB247-DsRed (red) expression patterns at the calyx and Kenyon cell (KC) soma. Genotype shown is
MB247-DsRed/+;MB247-DsRed/UAS-mCD8::GFP;MB247-DsRed/C316-GAL4.
(C) 2721-GAL4 expression pattern. Genotype shown is 2721-GAL4;UAS-mCD8::GFP.
(D) Close-up view of 2721-GAL4 (green) and MB247-DsRed (red) expression patterns at the calyx and KC soma. Genotype shown is MB247-DsRed/+;
MB247-DsRed/2721-GAL4;MB247-DsRed/UAS-mCD8::GFP.
(E) Effects of inx6 and inx7 knockdowns in the DPM neurons driven by 2721-Gal4 on 3 hr memory. Genotypes shown are as follows: ‘‘+/+,’’ wild-type;
‘‘2721/+,’’ 2721-GAL4/+;+/+; ‘‘inxRNAi/+,’’ +/inx6RNAi (v46398);+/UAS-Dcr-2 for ‘‘inx6’’ or +/inx7RNAi (v103256);+/+ for ‘‘inx7’’; ‘‘2721/inxRNAi,’’ 2721-GAL4/
inx6RNAi (v46398);+/UAS-Dcr-2 for ‘‘inx6’’ or 2721-GAL4/inx7RNAi (v103256);+/+ for ‘‘inx7.’’
(F) GH146-GAL4 expression pattern. Genotype shown is FRTg13,GH146-GAL4,UAS-mCD8::GFP.
(G) Expression pattern of GH146-GAL4 subtracted by Cha-GAL80. Genotype shown is GH146-GAL4/UAS-mCD8::GFP;Cha-GAL80/UAS-mCD8::GFP.
(H) Effects of inx6 and inx7 knockdowns in the APL neurons driven by GH146-Gal4 on 3 hr memory. Genotypes shown are as follows: ‘‘+/+,’’ wild-type;
‘‘GH146/+,’’ GH146-GAL4/+;+/+; ‘‘inxRNAi/+,’’ +/inx6RNAi (v46398);+/UAS-Dcr-2 for ‘‘inx6’’ or +/inx7RNAi (v103256);+/+ for ‘‘inx7’’; ‘‘GH146/inxRNAi,’’ GH146-
GAL4/inx6RNAi (v46398);+/UAS-Dcr-2 for ‘‘inx6’’ or GH146-GAL4/inx7RNAi (v103256);+/+ for ‘‘inx7.’’
(I) Knockdownof inx7withGH146-GAL4;Cha-GAL80showednormal 3hrmemory.Genotypesshownareas follows: ‘‘+/+,’’wild-type; ‘‘GH146;Cha-GAL80/+,’’
GH146-GAL4/+;Cha-GAL80/+; ‘‘inxRNAi/+,’’ +/inx7RNAi (v103256);+/+; ‘‘GH146;Cha-GAL80/inxRNAi,’’ GH146-GAL4/inx7RNAi (v103256);Cha-GAL80/+.
For all images, whole-brain images are anterior view. Close-up images are posterior views. Scale bars represent 50 mm. For all behavior assays, memory
performance was measured at 3 hr posttraining. Each datum represents mean6 SEM (n = 8). *p < 0.05. See also Figure S4.

Heterotypic Gap Junctions in Drosophila Memory
5

Please cite this article in press as: Wu et al., Heterotypic Gap Junctions between Two Neurons in the Drosophila Brain Are Critical for
Memory, Current Biology (2011), doi:10.1016/j.cub.2011.02.041
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-­‐ la	
  Nep2	
  masquant	
  le	
  phénotype	
  causé	
  par	
  son	
  inhibition	
  dans	
  les	
  neurones	
  

DPM	
  pourrait	
  provenir	
  d’une	
  structure	
  adjacente,	
  autre	
  que	
  les	
  MB,	
  par	
  exemple	
  

les	
  neurones	
  APL	
  ;	
  

-­‐ bien	
  que	
  l’expression	
  de	
  Nep2	
  soit	
  requise	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  pour	
  la	
  

MTM,	
  il	
  est	
  possible	
  qu’elle	
  soit	
  nécessaire	
  pour	
  la	
  LTM	
  dans	
  une	
  structure	
  autre	
  

que	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB.	
  

En	
   conclusion,	
   nous	
   avons	
   pu	
   montrer	
   que	
   Nep2	
   est	
   elle	
   aussi	
   nécessaire	
   pour	
   la	
  

formation	
  de	
  la	
  LTM,	
  sans	
  que	
  la	
  ou	
  les	
  structures	
  dans	
  lesquelles	
  elle	
  est	
  requise	
  n’aient	
  

put	
  être	
  identifiées.	
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II.	
   Article	
  :	
   Drosophila	
   Neprilysin	
   1	
   rescues	
   the	
   memory	
   deficit	
  

caused	
  by	
  amyloid	
  peptide	
  

	
  

Introduction	
  

Chez	
  les	
  mammifères,	
  de	
  nombreuses	
  cibles	
  ont	
  été	
  décrites	
  pour	
  les	
  néprilysines.	
  Parmi	
  

elles,	
   plusieurs	
   sont	
   liées	
   à	
   la	
   mémoire	
   (peptides	
   Aβ,	
   dynorphines,	
   enkephalines,	
  

somatostatine,	
   substance	
   P…).	
   Chez	
   la	
   drosophile,	
   aucune	
   cible	
   n’a	
   été	
   formellement	
  

identifiée	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  mémoire,	
  même	
  si	
  plusieurs	
  homologues	
  des	
  cibles	
  de	
  

mammifères	
  sont	
  exprimés.	
  	
  

De	
   part	
   leur	
   rôle	
   dans	
   la	
  maladie	
   d’Alzheimer,	
   les	
   peptides	
  Aβ	
   sont	
   la	
   cible	
   la	
   plus	
  

étudiée	
  des	
  néprilysines.	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  chez	
  la	
  drosophile	
  que	
  Nep2	
  pouvait	
  dégrader	
  

les	
  peptides	
  Aβ42	
  humains	
  (Finelli	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Cao	
  et	
  al.,	
  2008)	
  proposant	
  ainsi	
  que	
  les	
  

néprilysines	
  de	
  drosophiles	
  pourraient	
  dégrader	
  des	
  peptides	
  Aβ.	
  	
  

La	
  production	
  de	
  peptides	
  Aβ	
  n’a	
  pas	
  été	
  décrite	
  dans	
  des	
  conditions	
  physiologiques	
  

chez	
   la	
   drosophile.	
   En	
   revanche	
  Carmine-­‐Simmen	
  et	
   collègues	
   (2009)	
   ont	
   pu	
  montrer	
  

que	
   chez	
   des	
   drosophiles	
   de	
   30	
   jours	
   surexprimant	
   APPL,	
   ou	
   APPL	
   et	
   dBACE,	
   des	
  

agrégats	
   positifs	
   aux	
   tests	
   utilisés	
   pour	
   identifier	
   les	
   plaques	
   amyloïdes	
   humaines	
   se	
  

formaient.	
   Cette	
   étude	
   a	
   aussi	
   permis	
   de	
   démontrer	
   le	
   rôle	
   de	
   la	
   structure	
   de	
   ces	
  

peptides,	
   plutôt	
   que	
   leur	
   séquence,	
   sur	
   leur	
   fonction	
   toxique.	
   Les	
   auteurs	
   ont	
   pu	
  

déterminer	
  un	
  peptide	
  artificiel	
  dAβ,	
  qui	
  correspond	
  à	
  la	
  séquence	
  d’APPL	
  où	
  le	
  peptide	
  

Aβ	
   devrait	
   se	
   trouver	
   (d’après	
   les	
   comparaisons	
   avec	
   hAPP).	
   Les	
   drosophiles	
  

surexprimant	
   ce	
   peptide	
   présentent	
   des	
   dépôts	
   amyloïdes	
   dans	
   le	
   système	
   nerveux	
  

similaires	
  à	
  ceux	
  des	
  drosophiles	
  surexprimant	
  APP,	
  ou	
  APPL	
  et	
  dBACE.	
  

Par	
   conséquent,	
   nous	
   avons	
   cherché	
   à	
   savoir	
   si	
   les	
  peptides	
  Aβ	
  pouvaient	
   être	
  une	
  

cible	
  des	
  néprilysines	
  dont	
  la	
  dégradation	
  permettrait	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  mémoire.	
  	
  	
  

	
  

Résultats	
  principaux	
  

Nous	
   avons	
   utilisé	
   le	
   peptide	
   artificiel	
   dAβ	
   pour	
   déterminer	
   si	
   une	
   interaction	
  

fonctionnelle	
   pouvait	
   avoir	
   lieu	
   entre	
   les	
   néprilysines	
   et	
   ces	
   peptides.	
  Dans	
   les	
  MB,	
   la	
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modulation	
   de	
   l’expression	
   de	
   Nep1	
   n’impacte	
   pas	
   la	
   mémoire	
   des	
   drosophiles	
  

exprimant	
   des	
   peptides	
   amyloïdes,	
   alors	
   que	
   dans	
   les	
   neurones	
  DPM	
   l’expression	
   des	
  

peptides	
   est	
   délétère	
   pour	
   la	
   MTM	
   lorsqu’elle	
   est	
   combinée	
   avec	
   une	
   inhibition	
   de	
  

l’expression	
  de	
  Nep1.	
  De	
  	
  plus,	
  la	
  surexpression	
  de	
  Nep1	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  permet	
  

de	
   sauver	
   le	
   défaut	
   de	
   LTM	
   dû	
   à	
   l’expression	
   des	
   peptides	
   dAβ,	
   indiquant	
   que	
   Nep1	
  

interagit	
  fonctionnellement	
  avec	
  ces	
  peptides	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  Enfin,	
  nous	
  avons	
  

pu	
  montrer	
  que	
  l’activité	
  catalytique	
  de	
  Nep1	
  est	
  requise	
  pour	
  cette	
  interaction.	
  

Nous	
  avons	
  aussi	
  pu	
  montrer	
  qu’APPL	
  était	
   requis	
  pour	
   la	
  MTM	
  et	
   la	
  LTM	
  dans	
   les	
  

neurones	
   DPM.	
   Par	
   conséquent,	
   pour	
   étudier	
   l’implication	
   possible	
   de	
   Nep1	
   dans	
   la	
  

dégradation	
   des	
   peptides	
   endogènes	
   dAβ,	
   nous	
   avons	
   cherché	
   à	
   augmenter	
  

physiologiquement	
   leur	
   quantité.	
   Augmenter	
   l’expression	
   de	
   dBACE	
   ne	
   cause	
   aucun	
  

déficit	
   de	
  mémoire.	
   En	
   revanche,	
   le	
   défaut	
   de	
  MTM	
   et	
   de	
   LTM	
   dû	
   à	
   la	
   diminution	
   de	
  

Nep1	
  est	
  aggravé	
  par	
  l’augmentation	
  de	
  l’expression	
  de	
  dBACE	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  

La	
   surexpression	
   d’APPL	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM	
   ne	
   provoque	
   ni	
   défaut	
   de	
   MTM	
   ni	
  

défaut	
  de	
  LTM.	
  Par	
  contre,	
  la	
  surexpression	
  d’APPL	
  et	
  de	
  dBACE	
  conjointement	
  dans	
  les	
  

neurones	
   DPM	
   provoque	
   un	
   défaut	
   de	
   MTM	
   et	
   de	
   LTM,	
   probablement	
   dû	
   à	
   une	
  

surproduction	
  de	
  peptides	
  dAβ.	
  La	
  surexpression	
  de	
  Nep1	
  permet	
  aussi	
  de	
  sauver	
  ces	
  

défauts,	
  démontrant	
  l’interaction	
  entre	
  les	
  peptides	
  endogènes	
  dAβ	
  et	
  Nep1.	
  	
  

	
  

	
  

Article	
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Abstract  

Neprilysins are type-II metalloproteinases known to degrade and inactivate a number of small 

peptides, in particular the mammalian amyloid-β peptide (Aβ). In Drosophila, all four 

neprilysins expressed in the brain are required for middle-term memory (MTM) in the dorsal 

paired medial (DPM) neurons, a pair of large neurons that broadly innervate the mushroom 

bodies (MB), the center of olfactory memory. These data indicate that one or several peptides 

need to be degraded for MTM. We have previously shown that the fly amyloid precursor 

protein (APPL) is required for memory in the MB. We show here that APPL is also required 

in adult DPM neurons for MTM and LTM formation. This finding prompted us to search for 

an interaction between neprilysins and Drosophila Aβ (dAβ), a cleavage product of APPL. To 

find out whether dAβ was a neprilysin’s target, we used inducible drivers to modulate 

neprilysin 1 (Nep1) and dAβ expression in adult DPM neurons. We show that Nep1 inhibition 

makes dAβ expression detrimental to both MTM and LTM. Conversely, memory deficits 

displayed by dAβ-expressing flies are rescued by Nep1 overexpression. Consistent with 

behavioral data, biochemical analyses confirmed that Nep1 degrades dAβ. Taken together, 

our findings establish that Nep1 and dAβ expressed in DPM neurons are functionally linked 

for memory processes, suggesting that dAβ is a physiological target for Nep1. 

 

Significant statement  

Neprilysins are endopeptidases known to degrade a number of small peptides and in particular 

the amyloid peptide. We previously showed that all four neprilysins expressed in the 

Drosophila brain are involved in specific phases of olfactory memory. Here we show that an 

increase in the level of the neprilysin 1 peptidase overcomes memory deficits induced by 

amyloid peptide in young flies. Taken together the data reveal a functional interaction 

between neprilysin 1 and amyloid peptide, suggesting that neprilysin 1 degrades amyloid 
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peptide. These findings raise the possibility that under non-pathological condition mammalian 

neprilysins degrade amyloid peptide to ensure memory formation.  
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Introduction  

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder that first manifests as a 

memory decline. Its dominant histological hallmark is the accumulation of amyloid-β 

peptides (Aβ) produced by the processing of the amyloid precursor protein (APP) following 

the amyloidogenic pathway (Turner et al., 2003). This proteolytic pathway is initiated by the 

rate-limiting enzyme β-secretase (BACE) (Cole and Vassar, 2007). As for any protein, the Aβ 

steady-state level results from a balance between its synthesis and its degradation. Neprilysins 

(Nep), known as membrane metallo-endopeptidases, have been highlighted as the main 

enzyme for Aβ degradation in humans (Turner, 2003; Nalivaeva et al., 2012). It has been 

shown that Nep level and activity decrease during AD progression, suggesting that a 

reduction in Aβ degradation may contribute to the development of the disease (Yasojima et 

al., 2001; Caccamo et al., 2005; Wang et al., 2010; Zhou et al., 2013). In mouse models of 

AD, an increase in Nep activity ameliorates the memory deficits observed (Poirier et al., 

2006; Spencer et al., 2008; Park et al., 2013), whereas Nep deficiency worsens them 

(Hüttenrauch et al., 2015).  

Drosophila melanogaster is a model system well-suited to analyzing the influence of the 

APP pathway on memory. Importantly, the fly genome contains homologs of 75% of human 

disease-related genes (Reiter, 2001), and molecules and mechanisms underlying memory 

processes are conserved from flies to mammals. Though relatively simple, the fly brain is 

highly organized and sustains complex forms of learning and memory. The mushroom bodies 

(MB) constitute the central integrative brain structure for olfactory associative memory. They 

are composed of approximately 4,000 neurons, the Kenyon cells (KC), classified into three 

subtypes whose axons form fives lobes, two vertical (α and α’) and three medial (β, β’ and γ) 

(Crittenden et al., 1998). 
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Four Neps (Nep1-4) are expressed in the Drosophila central nervous system (Meyer et al., 

2011; Sitnik et al., 2014). We previously showed that they were involved in both middle-term 

(MTM) and long-term memory (LTM) in the dorsal paired medial (DPM) neurons, a pair of 

large neurons that broadly innervate all the MB lobes (Turrel et al., 2016). DPM neurons are 

thought to regulate the MB outcome with a feedback system, a process involved in MTM 

formation (Keene et al., 2004). Nep1 expression is also required in the MB for MTM and 

LTM, and functional redundancy is observed between Nep2, Nep3 and Nep4 for LTM 

formation in the MB (Turrel et al., 2016). The Nep targets involved in memory processes are 

still unknown. 

The fly expresses a single non-essential APP orthologue called APP-Like (APPL) (Rosen 

et al., 1989; Luo et al., 1992). Importantly, APPL follows proteolytic pathways similar to 

APP (Poeck et al., 2011), and the homologs of all mammalian secretases have been 

characterized in the fly (Rooke et al., 1996; Boulianne et al., 1997; Hong and Koo, 1997; 

Carmine-Simmen et al., 2009). APPL silencing in the MB of adult flies was shown to 

specifically disrupt MTM and LTM (Goguel et al., 2011; Bourdet et al., 2015a). 

It has already been shown that Nep2 can degrade human Aβ42 (Finelli et al., 2004; Cao et 

al., 2008). However, whether or not a Drosophila Nep degrades endogenous Aβ is still an 

open question. Although there is no sequence similarity at the level of Aβ sequences between 

APP and APPL, a Drosophila Aβ-like peptide (dAβ) was identified in old flies 

overexpressing APPL (Carmine-Simmen et al., 2009). 

In the work reported here, using conditional expression, we modulated Nep1 and dAβ 

levels in young adult flies. Taken together our findings reveal a functional interaction between 

Nep1 and amyloid peptide for memory processes.  
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Materials and Methods 

Drosophila stocks. Drosophila melanogaster wild-type strain Canton Special (CS) and mutant 

flies were raised on standard medium at 18°C and 60% humidity with a 12 h light/dark cycle. 

All the strains used for memory experiments were outcrossed to the CS background. Nep1- 

and Appl-RNAi lines were obtained from the Vienna Drosophila Resource Center (VDRC, 

Nep1A: 27537, Nep1C: 108860, Appl: 108312 and 42673). To overexpress Nep1 we used the 

P{EPgy2}Nep1EY21255 line (Nep1EY21255) obtained from the Bloomington Drosophila Stock 

Center (Indiana University, IN, # 22465). UAS-APPL (APPL) was previously described in 

(Torroja et al., 1999). UAS-dAβ (dAβ) and UAS-dBACE (dBACE) were kindly provided by 

Doris Kretzschmar (Carmine-Simmen et al., 2009). To generate a Nep1 mutant, a 2.59 kb 

PCR fragment was amplified using the Nep1 cDNA as a template (Drosophila Genomics 

Resource Center, Bloomington, IN, # GH03315), and cloned into the BglII site of pUAST 

(Brand and Perrimon, 1993). The resulting plasmid was verified by sequencing, and the 

1.24 kb BstEII-KpnI restriction fragment was replaced by the mutant fragment obtained from 

GenScript. The mutated Nep1 (Nep1mut) displays a mutation in position 685 (E → V) that 

disrupts the catalytic activity of the enzyme (Devault et al., 1988). GAL4 drivers used were 

VT64246 (VDRC, # 264246) for expression in DPM neurons and c739 for expression in MB 

α/β neurons. We used the TARGET system to specifically induce RNAi expression in adults 

(McGuire et al., 2003). To achieve GAL4 induction, flies were kept at 30°C for 3 d before 

conditioning, and until memory test for LTM analyses.  

 

Behavioral experiments. Flies were trained with classical olfactory aversive conditioning 

protocols as described by Pascual and Preat (2001). Training and testing were performed at 

25°C and 80% humidity. Conditioning was performed on samples of 25–35 flies aged 

between 4 and 5 d with 3-octanol (∼95% purity, Sigma-Aldrich) and 4-methylcyclohexanol 
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(99% purity, Sigma-Aldrich) at 0.360 mM and 0.325 mM, respectively. Odors were diluted in 

paraffin oil (VWR International). Memory tests were performed with a T-maze apparatus 

(Tully and Quinn, 1985). Flies were given 1 min to choose between two arms, each delivering 

a distinct odor. An index was calculated as the difference between the numbers of flies in 

each arm divided by the number in both. The average of two reciprocal experiments gave a 

performance index (PI). For learning analyses, flies were tested immediately after a single 

training cycle. To assess MTM, flies underwent one-cycle training, and memory was tested 

2 h later. For LTM analyses, flies were trained with 5 cycles spaced at 15 min rest intervals, 

and tested 24 h later. For odor avoidance tests after electric shock and response to electric 

shock, flies were treated as described by Pascual and Preat ( 2001).  

 

Quantitative PCR analyses. For elav genotypes, flies were raised at 25°C. Gal80ts;VT64246 

flies were raised at 18°C and GAL4-transcription was induced for 3 d at 30°C prior to RNA 

extraction. Total RNA was extracted from 60 female heads using the RNeasy Plant Mini Kit 

(Qiagen). Preparations underwent a DNaseI treatment (Biolabs) for 15 min at 37°C. DNAse 

was heat-inactivated with EDTA (10 mM). Samples were cleaned with the RNA Minielute 

Cleanup kit (Qiagen), and reverse-transcribed with oligo(dT)20 primers using the SuperScript 

III First-Strand kit (Life Technologies) according to the manufacturer’s instructions. Level of 

the target cDNA was compared against level of α-Tub84B (Tub, CG1913) cDNA used as a 

reference. Amplification was performed using a LightCycler 480 (Roche) and the SYBR 

Green I Master mix (Roche). Reactions were carried out in triplicate. Specificity and size of 

amplification products were assessed by melting curve analyses and agarose gel 

electrophoresis, respectively. Expression relative to reference is expressed as a ratio (2-ΔCp, 

where Cp is the crossing point).  
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Western blot analyses. To analyze dAβ level we used a tub-Gal80ts;elav pan-neuronal driver. 

Proteins were extracted from 50 female fly heads after 48 h of induction at 30°C. Samples 

were prepared as in Burnouf et al. (2015). Soluble proteins were separated using SDS-PAGE 

gels containing a gradient of 10–20% acrylamide (NovexTM 10-20% Tricine, Life 

Technologies) and transferred to nitrocellulose membrane (GE Healthcare). Membranes were 

cut into two parts: the lower one was probed with anti-HA (ab130275, Abcam, 1:10,000 

dilution), and the upper one was probed with anti-α-Tub (T6199; Sigma-Aldrich, 1:40,000 

dilution). Western blots were routinely developed using the ECL system (Life Technologies). 

Protein levels were quantified using ImageQuant TL software (GE Healthcare), and expressed 

as a ratio relative to α-Tub. 

 

Experimental design and statistical analyses. For behavioral experiments, memory scores 

were displayed as mean ± SEM. Scores resulting from all genotypes were analyzed using one-

way ANOVA followed, if significant at p ≤ 0.05, by Newman-Keuls multiple comparison 

tests. Overall ANOVA p-value is given in the legends along with the value of the 

corresponding Fisher distribution F(x,y), where x is number of degrees of freedom for groups 

and y is the total number of degrees of freedom for the distribution. Asterisks in the figure 

denote the least significant of the pairwise post hoc comparisons between the genotype of 

interest and its controls, following the usual nomenclature. Quantitative mRNA 

measurements were analyzed from 2-ΔCp using Student’s t-tests, with significance threshold 

set at p ≤ 0.05. Western blot quantification was analyzed using Student’s one sample t-test. 
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Results 

Modulation of Nep1 expression in the adult MB does not impact memory of flies 

expressing dAβ 

We previously showed that Nep1 expression is required in the α/β neurons of the MB for 

MTM (Turrel et al., 2016). Using a classical conditioning paradigm in which an odorant is 

paired with the delivery of electric shocks, the fly is able to form six discrete aversive 

memory phases reflected at the neural network level (Bouzaiane et al., 2015). Learning is 

measured immediately after a single conditioning, while MTM is assessed 1–3 h later. The fly 

can also produce two antagonistic forms of consolidated memory (Isabel et al., 2004). Among 

them, the robust LTM is only formed after multiple conditioning cycles spaced by rest 

intervals. Crucially, LTM is the only memory phase dependent on de novo protein synthesis 

(Tully et al., 1994).  

To find out whether amyloid peptide was a target for Nep1 for memory processes, we 

proceeded to modulate Nep1 expression in transgenic flies expressing Drosophila amyloid 

peptides. To this end, we used a construct allowing expression of a Drosophila Aβ peptide 

(dAβ) derived from APPL (Carmine-Simmen et al., 2009). dAβ ectopic expression in the MB 

was achieved with the c739 driver that labels the α/β KC (Yang et al., 1995). To restrict 

GAL4 expression to adulthood, we used a tub-Gal80ts;c739 line (Gal80ts;c739) that 

ubiquitously expresses a thermo-sensitive GAL4 inhibitor (Gal80ts) inactive at 30°C 

(McGuire et al., 2003). As previously shown (Bourdet et al., 2015b), dAβ expression in the 

adult α/β KC did not impair MTM (Figure 1A). To determine whether Nep1 could 

functionally interact with dAβ, we examined whether the MTM deficit displayed by Nep1-

knockdown flies (Turrel et al., 2016) was exacerbated by dAβ expression: if Nep1 degrades 

dAβ, then Nep1 knockdown should lead to an increase in dAβ level that might impair MTM 

formation. 
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To reduce Nep1 expression, we used specific RNAi constructs. The RNAi-Nep1A 

construct leads to a 75% decrease in Nep1 expression in elav/RNAi-Nep1A flies, and caused a 

MTM deficit when expressed in adult α/β KC (Turrel et al., 2016). Concomitant dAβ 

overexpression did not further affect MTM of RNAi-Nep1A-expressing flies (Figure 1B). We 

next used a second non-overlapping construct, RNAi-Nep1C. qPCR experiments showed that 

elav/RNAi-Nep1C flies exhibited a 63% decrease in Nep1 expression (Figure 1C). We further 

observed that reducing Nep1 expression in adult α/β KC to a smaller extent than that 

previously achieved with the RNAi-Nep1A construct appeared to have no impact on MTM 

(Figure 1D). Concomitant dAβ overexpression did not alter MTM (Figure 1D). Thus reducing 

Nep1 level in adult α/β KC of flies expressing amyloid peptide did not reveal any functional 

interaction between Nep1 and dAβ. 

We next analyzed LTM and observed that Gal80ts;c739/dAβ induced flies displayed a 

severe LTM defect, while non-induced flies showed normal LTM scores (Figure 1E). We 

analyzed the sensory-motor capacities of the Gal80ts;c739/dAβ flies, and found that they 

displayed normal shock reactivity and olfactory acuity (Table 1). We conclude that dAβ 

expression in adult α/β KC induces a LTM deficit. We thus asked whether Nep1 

overexpression would alleviate the LTM defect caused by dAβ expression.  To this end, we 

took advantage of the Nep1EY21255 line that contains a P-element inserted upstream of the first 

non-coding Nep1-RA exon. This P-element construct carries UAS binding sites for the GAL4 

transcriptional regulator, allowing GAL4-mediated expression of genes proximate to the site 

of the insertion (Bellen et al., 2004). It was previously shown that this line allows Nep1 

overexpression (Panz et al., 2012). We performed qPCR experiments to assess Nep1 

expression level in elav/Nep1EY21255 flies. The data show that fly heads express a 2.4-fold 

increase in Nep1 mRNA level (Figure 1F). 
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Flies overexpressing Nep1 (Gal80ts;c739/Nep1EY21255) showed normal LTM (Figure 1E). 

Simultaneous overexpression of Nep1 and dAβ in adult α/β KC did not rescue the LTM 

deficit caused by dAβ expression (Figure 1E). In conclusion, we did not observe any 

functional interaction when Nep1 expression was modulated in the MB of dAβ-expressing 

flies 

 

dAβ expression impairs MTM formation when combined with Nep1 knockdown in adult 

DPM neurons 

As Nep1 expression was also shown to be required in DPM neurons for memory formation 

(Turrel et al., 2016), we repeated the experiments using a tub-Gal80ts;VT64246 GAL4-line 

(Gal80ts;VT64246) in order to drive specific expression in adult DPM neurons. We first 

expressed dAβ in adult DPM neurons. Like dAβ expression driven in KC, expression driven 

in adult DPM neurons did not impact MTM (Figure 2A). As previously reported (Turrel et al., 

2016), RNAi-Nep1A expression in adult DPM neurons led to an MTM defect (Figure 2B). 

Strikingly, concomitant dAβ expression aggravated the MTM defect caused by Nep1 

inhibition in DPM neurons (Figure 2B). In the absence of GAL4 induction, all genotypes 

showed normal MTM scores (Figure 2B). We verified that the ability of induced 

Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1A flies to avoid electric shocks and their olfactory acuity to 

each odor after electric shock exposure, were unaffected (Table 2). We next analyzed learning 

capacity, and observed that like Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A flies (Turrel et al., 2016), 

Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1A flies exhibited normal learning (Figure 2C). Thus, the 

association of Nep1 knockdown with dAβ expression in adult DPM neurons does not perturb 

learning. 

To confirm these results, we used RNAi-Nep1C. Similarly to its expression in KC, its 

expression driven in adult DPM neurons did not impact MTM (Figure 2D), probably because 
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this RNAi induces a smaller decrease in Nep1 than RNAi-Nep1A. Interestingly, while flies 

expressing only RNAi-Nep1C showed normal MTM, flies expressing both dAβ and RNAi-

Nep1C showed an MTM deficit (Figure 2D). As expected, this deficit was not observed in the 

absence of GAL4 induction (Figure 2D). We verified that the ability of induced 

Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1C flies to perceive conditioning stimuli was normal (Table 

2). We conclude that in DPM neurons, Nep1 reduction makes dAβ overexpression 

detrimental for MTM, revealing a functional link between Nep1 and dAβ. We hypothesize 

that Nep1 reduction leads to a failure in dAβ degradation, thus generating increased levels of 

dAβ that impair memory. 

To directly assess the effect of Nep1 inhibition on dAβ levels, we used the HA tag-

sequence inserted downstream of the dAβ sequence (Carmine-Simmen et al., 2009). We used 

a tub-Gal80ts;elav line (Gal80ts;elav) to drive dAβ pan-neuronal expression in adult flies. 

Head protein extracts were analyzed by Western blotting. Quantification revealed that dAβ 

levels were increased when Nep1 was knocked down (Figure 2E). The data indicate that Nep1 

degrades dAβ, consistent with functional analyses described above. 

 

Nep1 overexpression in adult DPM neurons rescues the LTM defect caused by dAβ 

expression 

We next examined the Nep1-dAβ interaction in LTM formation. Like expression in KC, dAβ 

expression in DPM neurons caused a strong LTM defect (Figure 3A). In the absence of 

induction, no LTM defect was observed (Figure 3A). We tested the sensory-motor capacities 

of Gal80ts;VT64246/dAβ flies, and found that they displayed wild-type shock reactivity and 

olfactory acuity (Table 3). We conclude that like expression in the MB, dAβ expression in 

adult DPM neurons induces a LTM deficit. We went on to determine whether Nep1 

overexpression could overcome the negative effect of dAβ expression on LTM. We observed 
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that Gal80ts;VT64246/Nep1EY21255 flies overexpressing Nep1 in adult DPM neurons showed 

normal LTM (Figure 3A). Strikingly, flies that overexpressed Nep1 in addition to dAβ in 

adult DPM neurons showed wild-type LTM (Figure 3A), suggesting that Nep1 enzyme could 

degrade dAβ. We reasoned that the presence of two UAS-GAL4 could result in the decreased 

expression of each of them caused by GAL4 dilution. Thus to check that the rescued 

phenotype observed was not caused by a decrease in dAβ expression, we performed qPCR 

experiments to measure dAβ mRNA level in Gal80ts;VT64246/dAβ and 

Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1EY21255 fly heads. We observed that dAβ expression was not 

decreased by the presence of Nep1EY21255 (Figure 3B). We thus conclude that in DPM 

neurons, Nep1 overexpression rescues the LTM deficit caused by dAβ expression. 

Finally, we examined whether the capacity of Nep1 overexpression to overcome dAβ-

induced LTM defect was mediated by its catalytic activity. To this end, we generated a Nep1 

form with a mutation in its catalytic site (Devault et al., 1988). To verify the expression level 

of this mutated Nep1 protein (Nep1mut), we performed qPCR experiments with 

oligonucleotides that amplify Nep1 both wild type and mutant sequences. We observed that 

Nep1 mRNA levels were increased 5.7-fold in elav/Nep1mut fly heads compared to the elav/+ 

control, showing efficient Nep1mut expression (Figure 3C). Nep1mut expression in adult DPM 

neurons did not affect LTM (Figure 3D). Flies expressing both dAβ and Nep1mut showed 

LTM scores similar to that of flies expressing only dAβ (Figure 3E). Thus unlike wild-type 

Nep1 overexpression, that of Nep1mut does not rescue the LTM defect caused by dAβ 

expression in adult DPM neurons, indicating that the LTM rescue previously observed 

depends on Nep1 catalytic activity. 
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APPL is required in adult DPM neurons for both MTM and LTM 

As we evidenced a functional interaction between ectopic dAβ and Nep1 activity in adult 

DPM neurons, we next investigated whether DPM neurons could physiologically express the 

amyloid peptide. Because APPL is highly expressed in the MB, it could reveal difficult to 

determine with immunohistochemistry experiments staining corresponding to DPM neuritis in 

addition to MB lobes. Instead we asked whether APPL expression, if any, was required for 

memory in DPM neurons. We used two non-overlapping RNAi constructs (RNAi-42673, 

Goguel et al., 2011; RNAi-108312, Bourdet et al., 2015a) to specifically inhibit APPL 

expression in adult DPM neurons. Interestingly, Gal80ts;VT64246/RNAi-42673 and 

Gal80ts;VT64246/RNAi-108312 flies displayed both mutant MTM (Figure 4A) and mutant 

LTM (Figure 4B). Non-induced flies displayed normal MTM (Figure 4C) and LTM scores 

(Figure 4D), showing that the deficits were specifically caused by induction of APPL RNAi 

in adult DPM neurons. Next we analyzed learning and observed that RNAi-APPL induced 

flies showed normal learning performance (Figure 4E). We checked that induced flies showed 

normal shock reactivity and normal olfactory acuity to each odor after electric shock exposure 

(Table 4). We conclude that in addition to expression in the MB, APPL expression in DPM 

neurons is required for both MTM and LTM processes. APPL being expressed in DPM 

neurons, dAβ may possibly be produced physiologically by adult DPM neurons. 

 

dBACE overexpression aggravates MTM and LTM defects caused by Nep1 knockdown 

in adult DPM neurons 

We next asked whether overexpression of endogenous dAβ impaired memory. The first 

enzyme responsible for dAβ synthesis is the dBACE rate-limiting enzyme (Carmine-Simmen 

et al., 2009). Using an UAS-dBACE construct that encodes the fly β-secretase (Carmine-

Simmen et al., 2009), we analyzed the effect on memory of dBACE overexpression in adult 
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DPM neurons. After induction, Gal80ts;VT64246/dBACE flies showed both normal MTM and 

normal LTM (Figure 5A). If dBACE overexpression results in dAβ overproduction, dAβ level 

remains insufficient to disrupt memory. We reasoned that if Nep1 can degrade endogenous 

Aβ peptide, Nep1 knockdown should cause a further increase in dAβ level that could thus 

reach a level where it could impair memory. Interestingly, flies expressing both RNAi-Nep1A 

and dBACE in DPM neurons showed an MTM deficit significantly higher than that of flies 

expressing only RNAi-Nep1A (Figure 5B). Non-induced Gal80ts;VT64246/dBACE;RNAi-

Nep1A flies displayed normal MTM scores (Figure 5B). Similar results were observed for 

LTM: flies expressing both RNAi-Nep1A and dBACE in DPM neurons showed a 

significantly higher LTM deficit than flies expressing only RNAi-Nep1A, while in the 

absence of GAL4 induction, these flies showed normal scores (Figure 5C). We verified that 

induced flies showed normal response to electric shock exposure and normal olfactory acuity 

(Table 5). Taken together, the data reveal a functional interaction between dBACE and Nep1, 

suggesting that dBACE overexpression produces a substrate for Nep1. On Nep1 knockdown, 

an accumulation of this substrate, presumably dAβ, impairs memory.  

 

Nep1 overexpression rescues the LTM deficit caused by APPL and dBACE co-

expression in adult DPM neurons 

It has been shown that dBACE constitutive neuronal co-expression with APPL generates 

numerous amyloid deposits in old flies (Carmine-Simmen et al., 2009). As we observed that 

dBACE overexpression alone did not impair memory, we analyzed dBACE co-expression 

with APPL. First, we assessed APPL overexpression alone. Like dBACE, APPL 

overexpression driven in adult DPM neurons did not impact MTM (Figure 6A). By contrast, 

flies overexpressing both APPL and dBACE showed decreased MTM scores compared with 

control flies (Figure 6A). In the absence of GAL4 induction, these flies showed normal MTM 
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(Figure 6A). We verified that induced Gal80ts;VT64246/APPL;dBACE flies displayed normal 

responses to the conditioning stimuli (Table 6). In conclusion, while neither APPL nor 

dBACE overexpression alone impacts MTM, concomitant overexpression does, and this 

effect is very likely caused by an overproduction of dAβ. We further observed that flies 

overexpressing Nep1 in addition to APPL and dBACE showed normal MTM (Figure 6A), 

indicating that Nep1 overexpression rescues the MTM deficit generated by APPL and 

dBACE co-expression. We conclude that Nep1 acts in the same pathway as APPL and 

dBACE. 

We next analyzed LTM. Like dBACE, APPL overexpression in adult DPM neurons had no 

impact on LTM (Figure 6B). In sharp contrast, APPL and dBACE co-expression caused a 

LTM deficit that was not observed in the absence of induction (Figure 6B). Strikingly, 

concomitant overexpression of Nep1 resulted in normal LTM (Figure 6B). 

We then checked  that flies co-expressing APPL, dBACE and Nep1 expressed APPL and 

dBACE at similar levels to flies co-expressing only APPL and dBACE. We first examined 

whether APPL and dBACE overexpression could be assessed by qPCR experiments driven on 

cDNA synthesized from Gal80ts;VT64246/APPL;dBACE fly heads RNA. We observed a 

significant increase in APPL level in Gal80ts;VT64246/APPL;dBACE fly heads compared 

with that of the control (Figure 6C). In addition, we observed a substantial increase in dBACE 

expression in Gal80ts;VT64246/APPL;dBACE flies compared with the control (Figure 6C). 

We next observed that flies co-expressing APPL, dBACE and Nep1 did not express less 

APPL, or less dBACE than flies co-expressing only APPL and dBACE (Figure 6D).  

In conclusion, the data show that the negative effect on MTM and LTM of APPL and 

dBACE co-expression is rescued by Nep1 overexpression (Figure 6E).  
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Discussion  

We showed previously that Nep1 is required in KC and DPM neurons for MTM and LTM, 

revealing that one or several neuropeptides need to be degraded for memory formation. Here 

we report that in adult DPM neurons, Nep1 inhibition makes dAβ expression detrimental to 

both MTM and LTM. Conversely, Nep1 overexpression rescues dAβ-induced memory 

defects. Altogether, the data strongly suggest that Nep1 expressed in DPM neurons degrades 

dAβ, raising the possibility that dAβ is a Nep1 physiological substrate for memory processes. 

Drosophila is currently used to model AD, in particular Aβ-induced toxicity (Iijima et al., 

2004; Fang et al., 2012; Lin et al., 2014; Niccoli et al., 2016; Sofola-Adesakin et al., 2016). 

Transgenic flies overexpressing human Aβ42 in the eyes display dose- and age-dependent 

phenotypes that are alleviated by Nep2 up-regulation (Finelli et al., 2004; Cao et al., 2008). 

One of the limits of these models is that ectopic human Aβ is expressed constitutively, and is 

therefore highly toxic, probably by disrupting normal development and/or cell physiology. 

Here we carried out an inducible analysis of dAβ expression in young flies, thereby providing 

a more physiological model. We observe identical memory phenotypes when dAβ is 

expressed either in KC or in DPM neurons of young flies: MTM is normal while LTM is 

disrupted. One hypothesis is that dAβ expression alters general functional features of the 

neuron biology and that its toxicity is therefore unspecific to memory. However, dAβ-

expressing flies show normal reactivity to the conditioning stimuli used, and display normal 

MTM, suggesting that such dAβ production might instead interfere with specific mechanisms 

in play for memory formation. One hypothesis is that dAβ impacts mechanisms specific to 

LTM. Alternatively, dAβ expression level may be an important feature for both MTM and 

LTM: dAβ levels reached in our experiments may alter LTM, but may not be sufficient to 

alter MTM. We favor this latter hypothesis as APPL and dBACE co-expression disrupts both 

MTM and LTM. Indeed, as overexpression of APPL or dBACE alone does not affect 
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memory, we conclude that memory defects observed on co-expression result from APPL 

processing by dBACE, and thus very likely from dAβ production. 

In addition to Aβ, APP complex processing leads to numerous biologically active 

fragments, that are secreted, membranous or intracellular (O'Brien and Wong, 2011; Zheng 

and Koo, 2011). We previously showed that a secreted APPL and a noncleaved APPL form 

were involved in MTM in adult α/β KC (Bourdet et al., 2015a). We now show that APPL 

expression is also required in DPM neurons. Interestingly, APPL conditional silencing 

specifically in KC or in DPM neurons leads to similar phenotypes: MTM and LTM are 

impaired while learning remains unaffected. These data highlight the close relationship 

between DPM neurons and KC, a circuit thought to stabilize memories (Keene et al., 2004; 

Pitman et al., 2011), and suggest that APPL play similar roles in both neuronal structures. In 

mammals, APP is expressed at presynaptic and postsynaptic sites (Yamazaki et al., 1995; 

Back et al., 2007; Hoe et al., 2009), and APP/APP transdimers have been shown to play a role 

in synaptic connectivity (Wang et al., 2009). It is therefore possible that APPL/APPL 

transdimers play a role at KC/DPM synapses. Another hypothesis is that an APPL fragment 

secreted from one cell type is a ligand for APPL located at the membrane of the other cell 

type, consistent with reports suggesting that APPL may function as a receptor (Cassar and 

Kretzschmar, 2016). 

Nep peptidases constitute the main Aβ-degrading enzymes in mammals. They have also 

been implicated in diverse pathologies, but their substrates have remained poorly described. 

In Drosophila, a non-identified neprilysin-like neuropeptidase was shown to play a role in the 

regulation of the pigment dispersing factor signaling within circadian neural circuits (Isaac et 

al., 2007). More recently, Nep4 was shown to be involved in the expression of a number of 

insulin-like peptides (Hallier et al., 2016). Our data show that an increased expression of dAβ 

is detrimental to memory. In a context where dAβ level is below a deleterious threshold, 
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knocking down Nep1 is sufficient to raise this level above the threshold, thus leading to 

memory deficits. Conversely, if dAβ level is above a deleterious threshold, concomitant 

overexpression of Nep1 restores wild-type memory. Although a non-catalytic role has been 

described for Nep4 intracellular domain (Panz et al., 2012), Nep1 catalytic activity is required 

to observe the rescue of the dAβ-induced memory deficit, indicating that Nep1 degrades dAβ. 

This conclusion is further supported by Western blot experiments showing that Nep1 

inhibition results in an increase in dAβ levels. Taken together, our data strongly suggest that 

Nep1, a membrane proteinase whose active site faces the extracellular compartment, cleaves 

and inactivates dAβ in the extracellular space, consistent with the consensus that Nep function 

is to turn off neuropeptide signals at the synapse (Turner, 2003). 

A functional interaction between Nep1 and dAβ is evidenced when modulation of their 

expression is achieved in DPM neurons, and not in KC. One hypothesis is that Nep1 is not 

expressed at the synapses where dAβ is secreted in α/β KC. Another possibility is that Nep1 is 

differently regulated in α/β KC and DPM neurons, leading to distinct specificity: Nep 

peptidases exhibit high substrate variability and are thus known to target numerous peptides 

(Turner et al., 2001; Nalivaeva et al., 2012). A recent study suggested that Nep4 activity in 

the central nervous system affected different neuropeptide regulatory systems from the 

corresponding muscle-bound activity (Hallier et al., 2016). Thus Nep1 expressed at DPM 

membranes could target dAβ, and a distinct peptide when expressed in KC. 

Learning and memory are associated with activity‐dependent functional plasticity and 

changes in the structure and number of synapses (Korte and Schmitz, 2016). In AD patients, 

synaptic dysfunction has been closely correlated with cognitive decline (Querfurth and 

LaFerla, 2010). A large body of evidence points to a pathological role of Aβ, particularly as a 

primary cause of synaptic failure (Hardy and Selkoe, 2002; O'Brien and Wong, 2011). 

Importantly, Aβ is present in the cerebrospinal fluid of healthy individuals, though at much 
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lower concentrations than its neurotoxic concentrations, suggesting the possibility of a 

physiological role for Aβ (Fedele et al., 2015). In primary cultures of neurons, immuno-

depletion of endogenous Aβ causes neuronal cell death, a phenomenon rescued by addition of 

physiological picomolar levels of Aβ peptides (Plant et al., 2003). Furthermore, several 

reports have shown that at very low physiological concentrations, Aβ modulates synaptic 

strength (Kamenetz et al., 2003; Abramov et al., 2009). Puzzo and coworkers (2008) reported 

that picomolar amounts of Aβ were able to enhance LTP and hippocampal-dependent 

memory in mice, whereas nanomolar concentrations of the peptide gave opposite results. 

Several additional studies confirmed the role of Aβ at low concentrations in synaptic 

plasticity and memory (Garcia-Osta and Alberini, 2009; Morley et al., 2010; Puzzo et al., 

2011), suggesting that Aβ physiologically produced in the healthy brain during neuronal 

activity is needed for memory processes. Thus Aβ appears to be a modulator of synaptic 

activity whose concentration needs to be strictly regulated: at the level of its production, 

degradation or trafficking. We report here in Drosophila that memory disruption caused by an 

increased synthesis of dAβ is rescued by Nep1 overexpression, raising the possibility that 

Nep-dependent degradation of dAβ plays a physiological role in memory. A deficit in Aβ 

degradation would thus trigger memory deficits, the first cognitive signs of AD. Such 

mechanisms are consistent with evidence showing that late-onset AD is associated with 

impaired clearance of Aβ (Mawuenyega et al., 2010), and that AD brains show decreased 

levels of Nep expression and activity (Yasojima et al., 2001; Caccamo et al., 2005; Wang et 

al., 2010; Zhou et al., 2013). 
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Figures 

 
 
Figure 1. Modulation of Nep1 expression in the adult MB does not impact memory of flies 

expressing dAβ. 
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A, dAβ expression in α/β neurons does not alter MTM (F(2,35) = 0.7471, p = 0.4816, n = 12). 

B, dAβ expression in α/β neurons does not aggravate the MTM defect caused by RNAi-

Nep1A expression. Gal80ts;c739/dAβ;RNAi-Nep1A flies exhibit a MTM deficit that is not 

significantly different from that of Gal80ts;c739/RNAi-Nep1A flies (F(4,69) = 5.086, p = 

0.0013, n ≥ 14, post hoc Newman-Keuls test, Gal80ts;c739/RNAi-Nep1A vs Gal80ts;c739/+ 

**p < 0.01, Gal80ts;c739/RNAi-Nep1A vs +/RNAi-Nep1A *p < 0.05, Gal80ts;c739/RNAi-

Nep1A vs Gal80ts;c739/dAβ;RNAi-Nep1A p > 0.05). C, qPCR analysis of Nep1 mRNA 

targeting by the RNAi-Nep1C construct. Total RNA was extracted from elav/+ and 

elav/RNAi-Nep1C fly heads, and further reverse-transcribed with oligo(dT) primers. Resulting 

cDNA was quantified using tubulin (Tub) expression as a reference. Results are shown as 

ratios to the reference (Unpaired t-test, t6 = 11.07, ***p < 0.0001, n = 4 [4 values from 2 

independent RNA extractions]). D, dAβ expression in α/β neurons does not alter MTM of 

RNAi-Nep1C expressing flies. Gal80ts;c739/RNAi-Nep1C and Gal80ts;c739/dAβ;RNAi-

Nep1C show normal MTM (F(4,71) = 2.354, p = 0.0626, n ≥ 14). E, Flies expressing dAβ in 

the α/β neurons present an LTM deficit that is not exacerbated by Nep1 overexpression.  

Gal80ts;c739/dAβ flies exhibit an LTM deficit (F(6,83) = 17.86, p < 0.0001, n = 12, post hoc 

Newman-Keuls test, Gal80ts;c739/dAβ vs Gal80ts;c739/+ ***p < 0.001, Gal80ts;c739/dAβ vs 

+/dAβ  ***p < 0.001). Flies overexpressing Nep1 in the α/β neurons show normal LTM 

(Gal80ts;c739/Nep1EY21255 vs Gal80ts;c739/+ p > 0.05, Gal80ts;c739/Nep1EY21255 vs 

+/Nep1EY21255 p > 0.05). Gal80ts;c739/dAβ;Nep1EY21255 flies show a LTM deficit similar to 

that of Gal80ts;VT64246/dAβ (Gal80ts;c739/dAβ;Nep1EY21255 vs Gal80ts;c739/+ ***p < 0.001, 

Gal80ts;c739/dAβ;Nep1EY21255 vs +/dAβ;Nep1EY21255 ***p < 0.001,Gal80ts;c739/dAβ vs 

Gal80ts;c739/dAβ;Nep1EY21255 p > 0.05). In the absence of induction, all genotypes exhibit 

normal LTM scores (F(4,59) = 0.7078, p = 0.5901, n = 12). 
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Figure 2. dAβ expression is detrimental to MTM formation when combined with Nep1 

knockdown in adult DPM neurons. 
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A, Flies expressing dAβ in DPM neurons show normal MTM (F(2,32) = 0.0550, p = 0.9466, n 

= 11). B, Nep1 knockdown in dAβ-expressing flies exacerbates their MTM deficit. 

Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A flies exhibit a MTM deficit (F(4,69) = 17.62, p < 0.0001, n ≥ 

13, post hoc Newman-Keuls test, Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A vs Gal80ts;VT64246/+ *p < 

0.05, Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A vs +/RNAi-Nep1A **p < 0.01) that is aggravated by 

concomitant expression of dAβ (Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1A vs Gal80ts;VT64246/+ 

***p < 0.001, Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1A vs +/dAβ;RNAi-Nep1A ***p < 0.001, 

Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1A vs Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A ***p < 0.001). In 

absence of induction, all genotypes exhibit normal MTM scores (F(4,54) = 0.6991, p = 0.5962, 

n = 11). C, Learning is not affected by dAβ expression and concomitant Nep1 knockdown in 

DPM neurons (F(2,23) = 1.251, p = 0.3066, n = 8). D, Flies expressing RNAi-Nep1C do not 

exhibit a MTM deficit (F(4,80) = 8.951, p < 0.0001, n ≥ 16). In contrast, RNAi-Nep1C co-

expression with dAβ in DPM neurons induces a MTM deficit (Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-

Nep1C vs Gal80ts;VT64246/+  **p < 0.01, Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1C vs 

+/dAβ;RNAi-Nep1C ***p < 0.001, Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1C vs 

Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1C **p < 0.01). In the absence of induction, all genotypes exhibit 

normal MTM scores (F(3,66) = 3.655, p = 0.0170, n = 17). E, dAβ level is increased when 

Nep1 is knocked down. Western blot analyses. Left, membranes were cut in two halves: the 

upper part was stained using an α-Tub antibody, and the lower part was stained using an HA-

specific antibody. Right, quantification. dAβ is expressed as a ratio to α-Tub, relative to the 

Gal80ts;elav/dAβ control. (One sample t-test, t7 = 2.712, p = 0.0301, n = 8 [8 values from 8 

independent extractions]). The error bar indicates SEM.  
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Figure 3. Nep1 overexpression in adult DPM neurons rescues the LTM defect caused by dAβ 

expression. 

A, Nep1 overexpression in DPM neurons rescues the LTM deficit of dAβ-expressing flies. 

Flies expressing dAβ in DPM neurons exhibit a strong LTM defect (F(6,74) = 7.606, p < 

0.0001, n ≥ 10, post hoc Newman-Keuls test, Gal80ts;VT64246/dAβ vs Gal80ts;VT64246/+ 

***p < 0.001, Gal80ts;VT64246/dAβ vs +/dAβ ***p < 0.001), whereas flies overexpressing 

Nep1 have normal LTM (Gal80ts;VT64246/Nep1EY21255 vs Gal80ts;VT64246/+ p > 0.05, 

Gal80ts;VT64246/Nep1EY21255 vs +/Nep1EY21255 p > 0.05). Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1EY21255 

exhibit wild-type LTM (Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1EY21255 vs Gal80ts;VT64246/+ p > 0.05, 

Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1EY21255 vs +/dAβ;Nep1EY21255 p > 0.05, 

Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1EY21255 vs Gal80ts;VT64246/Nep1EY21255 p > 0.05). In the absence 

of induction, all genotypes exhibit normal LTM scores (F(6,73) = 0.6718, p = 0.6727, n ≥ 10). 
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B, dAβ expression is not decreased by Nep1EY21255 presence. qPCR analyses of dAβ mRNA 

levels. Total RNA was extracted from Gal80ts;VT64246/dAβ and 

Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1EY21255 fly heads after induction, and further reverse-transcribed 

with oligo(dT) primers. Resulting cDNA was quantified using tubulin (Tub) expression as a 

reference. Results are shown as ratios to the reference (Unpaired t-test, t7 = 4.098, p = 0.0658, 

n = 8 [8 values from 4 independent RNA extractions]). C, Flies overexpressing Nep1mut, a 

mutant inactive Nep1 form, in DPM neurons, show normal LTM (F(2,35) = 0.1371, p = 0.8724, 

n = 12). D, Nep1mut expression does not rescue the LTM deficit caused by dAβ (F(4,109) = 

6.035, p = 0.0002, n = 22, post hoc Newman-Keuls test, Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1mut vs 

Gal80ts;VT64246/+ **p < 0.01, Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1mut vs +/dAβ;Nep1mut **p < 0.01, 

Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1mut vs Gal80ts;VT64246/dAβ p > 0.05). In the absence of 

induction, all genotypes exhibit normal LTM scores (F(4,59) = 1.575, p = 0.1939, n = 12). 
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Figure 4. APPL expression is required in adult DPM neurons for MTM and LTM. 

A, Flies expressing APPL-RNAi in adult DPM neurons present MTM defects (RNAi-42673: 

F(2,41) = 7.990, p = 0.0012, n = 14, post hoc Newman-Keuls test, Gal80ts;VT64246/RNAi-

42673 vs Gal80ts;VT64246/+ **p < 0.01, Gal80ts;VT64246/RNAi-42673 vs +/RNAi-42673 

**p < 0.01; RNAi-108312: F(2,37) = 4.657, p = 0.0161, n ≥ 12, post hoc Newman-Keuls test, 

Gal80ts;VT64246/RNAi-108312 vs Gal80ts;VT64246/+ *p < 0.05, Gal80ts;VT64246/RNAi-

108312 vs +/RNAi-108312 *p < 0.05). B, Flies expressing APPL-RNAi in adult DPM 

neurons present LTM defects (RNAi-42673: F(2,46) = 13.85, p < 0.0001, n ≥ 15, post hoc 

Newman-Keuls test, Gal80ts;VT64246/RNAi-42673 vs Gal80ts;VT64246/+ ***p < 0.001, 

Gal80ts;VT64246/RNAi-42673 vs +/RNAi-42673 **p < 0.01; RNAi-108312: F(2,63) = 4.530, p 

= 0.0146, n ≥ 21, post hoc Newman-Keuls test, Gal80ts;VT64246/RNAi-108312 vs 

Gal80ts;VT64246/+ *p < 0.05, Gal80ts;VT64246/RNAi-108312 vs +/RNAi-108312 *p < 0.05). 

C, In the absence of induction, all genotypes exhibit normal MTM scores (RNAi-42673: 

F(2,29) = 1.250, p = 0.3025, n = 10; RNAi-108312: F(2,23) = 0.6399, p = 0.5373, n = 8). D, In 

the absence of induction, all genotypes exhibit normal LTM scores (RNAi-42673: F(2,57) = 

1.213, p = 0.3051, n ≥ 19; RNAi-108312: F(2,59) = 2.506, p = 0.0905, n ≥ 19). E, Learning is 

not affected APPL-RNAi expression in adult DPM neurons (RNAi-42673: F(2,23) = 6.108, p = 

0.0081, n = 8, post hoc Newman-Keuls test, Gal80ts;VT64246/RNAi-42673 vs 

Gal80ts;VT64246/+ p > 0.05, Gal80ts;VT64246/RNAi-42673 vs +/RNAi-42673 **p < 0.01; 

RNAi-108312: F(2,23) = 0.6399, p = 0.5373, n = 8).  
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Figure 5. dBACE overexpression aggravates MTM and LTM defects caused by Nep1 

knockdown in adult DPM neurons. 

A, dBACE overexpression in DPM neurons does not alter MTM (F(2,35) = 0.0788, p = 0.9244, 

n = 12) or LTM (F(2,36) = 0.0072, p = 0.9928, n ≥ 11). B, dBACE overexpression in DPM 

neurons exacerbates the MTM deficit cause by Nep1 knockdown (F(4,42) = 14.39, p < 0.0001, 

n ≥ 8, post hoc Newman-Keuls test, Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A vs Gal80ts;VT64246/+ *p 

< 0.05, Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A vs +/RNAi-Nep1A *p < 0.05, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;RNAi-Nep1A vs Gal80ts;VT64246/+ ***p < 0.001, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;RNAi-Nep1A vs +/dBACE;RNAi-Nep1A ***p < 0.001, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;RNAi-Nep1A vs Gal80ts;VT64246/ RNAi-Nep1A **p < 0.01). In the 

absence of induction, all genotypes exhibit normal MTM scores (F(4,49) = 0.3999, p = 0.8077, 

n = 10). C, dBACE overexpression in DPM neurons exacerbates the LTM deficit cause by 

Nep1 knockdown (F(4,66) = 15.06, p < 0.0001, n ≥ 13, post hoc Newman-Keuls test, 

Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A vs Gal80ts;VT64246/+ ***p < 0.001, Gal80ts;VT64246/RNAi-

Nep1A vs +/RNAi-Nep1A ***p < 0.001, Gal80ts;VT64246/dBACE;RNAi-Nep1A vs 

Gal80ts;VT64246/+ ***p < 0.001, Gal80ts;VT64246/dBACE;RNAi-Nep1A vs 

+/dBACE;RNAi-Nep1A ***p < 0.001, Gal80ts;VT64246/dBACE;RNAi-Nep1A vs 

Gal80ts;VT64246/RNAi-Nep1A *p < 0.05). In the absence of induction, all genotypes exhibit 

normal LTM scores (F(4,51) = 0.1327, p = 0.9696, n ≥ 10). 
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Figure 6. Nep1 overexpression rescues the memory deficit caused by APPL and dBACE co-

expression in adult DPM neurons. 

A, Nep1 overexpression rescues the MTM deficit caused by APPL and dBACE co-expression 

in adult DPM neurons. APPL overexpression in DPM neurons does not alter MTM (F(2,35) = 

1.575, p = 0.2222, n = 12). Flies co-expressing APPL and dBACE in DPM neurons present a 

MTM defect (F(6,70) = 4.559, p = 0.0007, n ≥ 10, post hoc Newman-Keuls test, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL vs Gal80ts;VT64246/+ ***p < 0.001, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL vs +/dBACE;APPL ***p < 0.001), whereas flies 

overexpressing Nep1 exhibit normal MTM (Gal80ts;VT64246/Nep1EY21255 vs 

Gal80ts;VT64246/+ p > 0.05, Gal80ts;VT64246/Nep1EY21255 vs +/Nep1EY21255 p > 0.05). Flies 

co-expressing dBACE, APPL and Nep1 present wild-type MTM 

(Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL;Nep1EY21255 vs Gal80ts;VT64246/+ p > 0.05, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL;Nep1EY21255 vs +/dBACE;APPL;Nep1EY21255 p > 0.05, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL;Nep1EY21255 vs Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL **p < 0.01). 

In the absence of induction, all genotypes exhibit normal MTM scores (F(2,29) = 0.7477, p = 

0.4830, n = 10). B, Nep1 overexpression rescues the LTM deficit caused by APPL and 

dBACE co-expression in adult DPM neurons. APPL overexpression in DPM neurons does 

not alter LTM (F(2,23) = 0.7440, p = 0.4873, n = 8). Flies co-expressing APPL and dBACE in 

DPM neurons present a LTM defect (F(6,69) = 7.299, p < 0.0001, n = 10, post hoc Newman-

Keuls test, Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL vs Gal80ts;VT64246/+ ***p < 0.001, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL vs +/dBACE;APPL ***p < 0.001), whereas flies co-

expressing dBACE, APPL and Nep1 present wild-type LTM 

(Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL;Nep1EY21255 vs Gal80ts;VT64246/+ p > 0.05, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL;Nep1EY21255 vs +/dBACE;APPL;Nep1EY21255 p > 0.05, 

Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL;Nep1EY21255 vs Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL ***p < 
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0.001). In the absence of induction, all genotypes exhibit normal LTM scores (F(2,29) = 

0.6927, p = 0.5089, n = 10). C, D, qPCR experiments. Total RNA was extracted from 

Gal80ts;VT64246/+, Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL and 

Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL;Nep1EY21255 fly heads after induction, and further reverse-

transcribed with oligo(dT) primers. Resulting cDNA was quantified using tubulin (Tub) 

expression as a reference. Results are shown as ratios to the reference. C, Analysis of APPL 

and dBACE overexpression driven by Gal80ts;VT64246 (Appl: Unpaired t-test, t18 = 3.328, 

**p = 0.0037, n = 10 [10 values from 5 independent RNA extractions]; dBACE: Unpaired t-

test, t10 = 13.83, ***p < 0.0001, n = 6 [6 values from 3 independent RNA extractions]). D, 

Appl and dBACE mRNA expression are not modified by the presence of Nep1EY21255. (Appl: 

Unpaired t-test, t10 = 0.08343, p = 0.4236, n = 6 [6 values from 3 independent RNA 

extractions]; dBACE: Unpaired t-test, t6 = 2.319, p = 0.0595, n = 4 [4 values from 2 

independent RNA extractions]). E, Schematic interpretation. 1) In a wild type context, dAβ is 

degraded by Nep1 to ensure wild type memory. 2) APPL and dBACE co-overexpression 

leads to an increased level of dAβ that is detrimental to memory formation. 3) The memory 

defect caused by dAβ overproduction is overcome by an increase in its degradation by Nep1. 

Blue circles depict dAβ. 
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Tables 

 

Data are shown as means ± SEM. After 3 d of induction, neither shock reactivity (F(2,26) = 

1.625, p = 0.2179, n = 9) nor olfactory acuity for octanol (F(2,32) = 0.4229, p = 0.6590, n = 11) 

and methylcyclohexanol (F(2,34) = 0.3573, p = 0.7,24, n ≥ 11) is impaired in flies expressing 

dAβ under the control of the Gal80ts;c739 driver. 

 

Data are shown as means ± SEM. After 3 d of induction, neither shock reactivity (dAβ;RNAi-

Nep1A: F(2,29) = 0.7089, p = 0.5011, n = 10; dAβ;RNAi-Nep1C: F(2,29) = 0.8753, p = 0.4282, 

n = 10) nor olfactory acuity for octanol (dAβ;RNAi-Nep1A: : F(2,29) = 0.7452, p = 0.4842, n = 

10; dAβ;RNAi-Nep1C: F(2,29) = 0.4121, p = 0.6664, n = 10) and methylcyclohexanol 

(dAβ;RNAi-Nep1A: F(2,29) = 0.1756, p = 0.8399, n = 10; dAβ;RNAi-Nep1C: F(2,29) = 2.325, p 

= 0.1171, n = 10) is impaired in flies expressing dAβ and Nep1 RNAi under the control of the 

Gal80ts;VT64246 driver. 

 

 

Octanol Methylcyclohexanol
Gal80ts;c739/+ 71.89 ± 4.101 44.18 ± 6.630 55.58 ± 8.198
Gal80ts;c739/dAβ 68.56 ± 2.799 36.45 ± 6.742 49.25 ± 7.248
+/dAβ 63.11 ± 3.405 37.00 ± 6.520 45.27 ± 10.54

Table 1. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing dAβ in adult α/β neurons

Genotype Shock reactivity Olfactory acuity

 DPM neurons

Octanol Methylcyclohexanol
Gal80ts;VT64246/+ 66.20 ± 3.133 38.40 ± 1.485 52.80 ± 7.513
Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1A 65.00 ± 3.697 39.90 ± 2.900 57.50 ± 2.655
+/dAβ;RNAi-Nep1A 70.40 ± 3.246 36.20 ± 1.825 56.00 ± 5.914
Gal80ts;VT64246/+ 63.50 ± 4.856 50.60 ± 3.387 51.00 ± 2.039
Gal80ts;VT64246/dAβ;RNAi-Nep1C 64.00 ± 5.510 54.10 ± 2.938 59.30 ± 5.281
+/dAβ;RNAi-Nep1C 55.80 ± 4.299 55.30 ± 4.828 49.10 ± 2.433

Genotype Shock reactivity Olfactory acuity

Table 2. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing dAβ and Nep1-RNAi in adult

Octanol Methylcyclohexanol
Gal80ts;VT64246/+ 71.70 ± 3.422 50.80 ± 5.092 56.20 ± 6.771
Gal80ts;VT64246/dAβ 63.90 ± 3.121 47.70 ± 6.035 49.90 ± 5.023
+/dAβ 59.00 ± 4.683 48.70 ± 7.030 56.30 ± 4.522

Genotype Shock reactivity Olfactory acuity
 neurons
Table 3. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing dAβ in adult DPM 
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Data are shown as means ± SEM. After 3 d of induction, neither shock reactivity (F(2,29) = 

2.836, p = 0.0762, n = 10) nor olfactory acuity for octanol (F(2,29) = 0.0672, p = 0.9352, n = 

10) and methylcyclohexanol (F(2,29) = 0.4407, p = 0.6481, n = 10) is impaired in flies 

expressing dAβ under the control of the Gal80ts;VT64246 driver. 

 

 

Data are shown as means ± SEM. After 3 d of induction, neither shock reactivity (RNAi-

108312: F(2,35) = 1.809, p = 0.1797, n = 12; RNAi-42673: F(2,35) = 1.411, p = 0.2581, n = 12) 

nor olfactory acuity for octanol (RNAi-108312: F(2,29) = 1.175, p = 0.3242, n = 10; RNAi-

42673: F(2,47) = 0.2697, p = 0.7649, n = 16) and methylcyclohexanol (RNAi-108312: F(2,29) = 

0.7242, p = 0.4939, n = 10; RNAi-42673: F(2,35) = 0.0999, p = 0.9052, n = 12) is impaired in 

flies expressing APPL RNAi under the control of the Gal80ts;VT64246 driver. 

 

 

Data are shown as means ± SEM. After 3 d of induction, neither shock reactivity (F(4,47) = 

0.3371, p = 0.8515, n ≥ 8) nor olfactory acuity for octanol (F(4,47) = 0.3231, p = 0.8610, n ≥ 8) 

neurons

Octanol Methylcyclohexanol
Gal80ts;VT64246/+ 73.92 ± 5.447 55.80 ± 5.557 47.80 ± 5.142
Gal80ts;VT64246/RNAi-108312 84.42 ± 3.526 65.30 ± 3.652 56.10 ± 6.689
+/108312 75.92 ± 3.073 56.30 ± 5.365 55.50 ± 4.191
Gal80ts;VT64246/+ 76.92 ± 4.853 41.25 ± 4.496 51.75 ± 4.563
Gal80ts;VT64246/RNAi-42673 66.92 ± 4.920 41.69 ± 6.970 48.08 ± 6.414
+/42673 74.33 ± 3.085 46.63 ± 5.507 50.17 ± 6.297

Genotype Shock reactivity Olfactory acuity

Table 4. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing APPL-RNAi in adult DPM 

Octanol Methylcyclohexanol
Gal80ts;VT64246/+ 80.40 ± 4.425 68.80 ± 5.705 65.10 ± 4.233
Gal80ts;VT64246/dBACE;RNAi-Nep1A 78.40 ± 3.219 68.90 ± 5.248 64.00 ± 5.134
+/dBACE;RNAi-Nep1A 80.20 ± 4.828 65.10 ± 2.799 70.70 ± 3.448

Genotype Shock reactivity Olfactory acuity
 DPM neurons
Table 5. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing dBACE and RNAi-Nep1A in adult 
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and methylcyclohexanol (F(4,47) = 0.5304, p = 0.7140, n ≥ 8) is impaired in flies expressing 

dBACE and RNAi-Nep1A under the control of the Gal80ts;VT64246 driver. 

 

Data are shown as means ± SEM. After 3 d of induction, neither shock reactivity (F(2,29) = 

0.0684, p = 0.9341, n = 10) nor olfactory acuity for octanol (F(2,29) = 0.2071, p = 0.8142, n = 

10) and methylcyclohexanol (F(2,29) = 0.6896, p = 0.5104, n = 10) is impaired in flies 

expressing dBACE and APPL under the control of the Gal80ts;VT64246 driver. 

 

 

	
  

	
  

	
   	
  

Octanol Methylcyclohexanol
Gal80ts;VT64246/+ 72.70 ± 6.756 51.20 ± 2.851 55.10 ± 1.798
Gal80ts;VT64246/dBACE;APPL 81.78 ± 5.325 57.00 ± 3.864 65.30 ± 8.215
+/dBACE;APPL 69.00 ± 4.415 56.70 ± 6.136 58.60 ± 5.431

Genotype Shock reactivity Olfactory acuity
 neurons
Table 6. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing dBACE and APPL in adult DPM 
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Résultats	
  supplémentaires	
  :	
  	
  

	
  

Dans	
   cet	
   article,	
   nous	
   avons	
   montré	
   l’existence	
   d’une	
   interaction	
   fonctionnelle	
   entre	
  

Nep1	
   et	
   les	
   peptides	
   dAβ,	
   endogènes	
   et	
   artificiels.	
   Cette	
   interaction	
   a	
   été	
   mise	
   en	
  

évidence	
   lorsque	
   ces	
   protéines	
   sont	
   exprimées	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM,	
   et	
   pas	
  

lorsqu’elles	
  sont	
  exprimées	
  dans	
  les	
  MB.	
  	
  

	
  

1-­‐	
  L’expression	
  de	
  peptides	
  dAβ	
  affecte	
  la	
  MTM	
  

Concernant	
   les	
   résultats	
   obtenus	
   pour	
   le	
   phénotype	
  d’aggravation	
  par	
   l’expression	
  de	
  

dAβ,	
   du	
   défaut	
   de	
  mémoire	
   à	
   2	
   h	
   causé	
   par	
   le	
   RNAi-­‐Nep1,	
   il	
   nous	
   a	
   paru	
   intéressant	
  

d’identifier	
  la	
  forme	
  exacte	
  de	
  mémoire	
  affectée.	
  En	
  effet,	
  la	
  mémoire	
  à	
  2	
  h	
  est	
  composée	
  

pour	
   partie	
   de	
   mémoire	
   labile	
   sensible	
   au	
   froid	
   (MTM),	
   et	
   pour	
   l’autre	
   partie,	
   de	
  

mémoire	
  résistante	
  au	
  froid	
  (MT-­‐ARM).	
  Pour	
  répondre	
  à	
  la	
  question,	
  nous	
  avons	
  soumis	
  

les	
   drosophiles	
   à	
   un	
   choc	
   sur	
   glace	
   (4°C)	
   pendant	
   2	
  minutes,	
   une	
   heure	
   avant	
   le	
   test	
  

mnésique.	
  Ce	
  choc	
  anesthésiant	
  permet	
  d’effacer	
  la	
  mémoire	
  labile	
  MTM	
  pour	
  ne	
  garder	
  

que	
   la	
   MT-­‐ARM.	
   Nous	
   avons	
   pu	
   ainsi	
   observer	
   que	
   la	
   mémoire	
   affectée	
   chez	
   les	
  

drosophiles	
   Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1A	
   est	
   la	
   MTM,	
   car	
   après	
   le	
   traitement	
   par	
   le	
  

froid,	
  on	
  n’observe	
  pas	
  de	
  réduction	
  supplémentaire	
  de	
  la	
  mémoire	
  (Figure	
  35).	
  

	
  

	
  

	
  

Figure	
  35	
  :	
  La	
  mémoire	
  affectée	
  par	
  l’expression	
  de	
  peptides	
  dAβ	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  de	
  

drosophiles	
  présentant	
  une	
  réduction	
  de	
  Nep1	
  est	
  de	
  la	
  MTM.	
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Après	
  le	
  choc	
  sur	
  glace,	
  les	
  drosophiles	
  +,	
  Gal80ts;VT64246/+	
  et	
  +/dAβ;Nep1A	
  présentent	
  un	
  fort	
  défaut	
  de	
  

MTM	
   (F(7,94)	
   =	
   32.27,	
   p	
   <	
   0.0001,	
   n	
   ≥	
   8,	
   test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
   +	
   vs	
   +	
   (4°C)	
   ***p	
   <	
   0.001,	
  

Gal80ts;VT64246/+	
   vs	
  Gal80ts;VT64246/+	
   (4°C)	
   ***p	
   <	
   0.001,	
  +/dAβ;Nep1A	
   vs	
  +/dAβ;Nep1A	
   (4°C)	
   ***p	
   <	
  

0.001)	
   alors	
   que	
   les	
   drosophiles	
   Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1A	
   ne	
   présentent	
   pas	
   de	
   réduction	
  

supplémentaire	
   (test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
   Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1A	
   vs	
  

Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep1A	
  (4°C)	
  p	
  >	
  0.05).	
  

	
  

2-­‐	
  La	
  surexpression	
  d’APPL	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  n’aggrave	
  pas	
  les	
  

défauts	
  de	
  MTM	
  et	
  de	
  LTM	
  causés	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  Nep1	
  

Nous	
  avons	
  montré	
  que	
  ni	
  la	
  surexpression	
  de	
  dBACE	
  ni	
  celle	
  d’APPL	
  dans	
  les	
  neurones	
  

DPM	
  ne	
  provoque	
  de	
  défaut	
  de	
  MTM	
  ou	
  de	
  LTM.	
  Etant	
  donné	
  que	
   la	
  surexpression	
  de	
  

dBACE	
   seule	
   est	
   suffisante	
   pour	
   aggraver	
   les	
   défauts	
   de	
   MTM	
   et	
   de	
   LTM	
   causés	
   par	
  

l’inhibition	
  de	
  Nep1	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes,	
  nous	
  avons	
  voulu	
  déterminer	
  si	
  la	
  

surexpression	
  d’APPL	
  seule	
  pouvait	
  avoir	
  le	
  même	
  effet.	
  

	
  

	
  

Figure	
  36	
  :	
  La	
  surexpression	
  d’APPL	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  n’aggrave	
  pas	
  les	
  défauts	
  de	
  

MTM	
  et	
  de	
  LTM	
  causés	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  Nep1.	
  	
  

A.	
   L’expression	
  d’un	
  RNAi-­‐Nep1	
  dans	
   les	
  DPM	
  adultes	
   provoque	
  un	
  défaut	
   de	
  MTM	
   (F(6,87)	
   =	
   6.950,	
  p	
   <	
  

0.0001,	
  n	
  ≥	
  12,	
  test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;VT64246/+	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001,	
  

+/Nep1A	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001)	
  contrairement	
  à	
  la	
  surexpression	
  d’APPL	
  (test	
  post-­‐hoc	
  

Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;VT64246/+	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/APPL	
  p	
  >	
  0.05,	
  +/APPL	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/APPL	
  p	
  

>	
  0.05).	
  Les	
  drosophiles	
  exprimant	
  le	
  RNAi-­‐Nep1	
  combiné	
  avec	
  une	
  surexpression	
  d’APPL	
  présentent	
  un	
  

défaut	
   de	
  MTM	
   (test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;VT64246/+	
   vs	
  Gal80ts;VT64246/APPL;Nep1A	
   *p	
   <	
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0.05,	
   +/APPL;Nep1A	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/APPL;Nep1A	
   *p	
   <	
   0.05)	
   qui	
   n’est	
   pas	
   différent	
   de	
   celui	
   des	
  

drosophiles	
   Gal80ts;VT64246/Nep1A	
   (test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
   Gal80ts;VT64246/APPL;Nep1A	
   vs	
  

Gal80ts;VT64246/Nep1A	
   p	
   >	
   0.05).	
   B.	
   L’expression	
   d’un	
   RNAi-­‐Nep1	
   dans	
   les	
   DPM	
   adultes	
   provoque	
   un	
  

défaut	
   de	
   LTM	
   (F(6,59)	
   =	
   5.100,	
   p	
   =	
   0.0003,	
   n	
   ≥	
   12,	
   test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
   Gal80ts;VT64246/+	
   vs	
  

Gal80ts;VT64246/Nep1A	
   **p	
   <	
   0.01,	
   +/Nep1A	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/Nep1A	
   *p	
   <	
   0.05)	
   contrairement	
   à	
   la	
  

surexpression	
   d’APPL	
   (test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
   Gal80ts;VT64246/+	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/APPL	
   p	
   >	
  

0.05,	
  +/APPL	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/APPL	
  p	
  >	
  0.05).	
  Les	
  drosophiles	
  exprimant	
  le	
  RNAi-­‐Nep1	
  combiné	
  avec	
  

une	
  surexpression	
  d’APPL	
  présentent	
  un	
  défaut	
  de	
  LTM	
  (test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;VT64246/+	
  

vs	
  Gal80ts;VT64246/APPL	
  ;Nep1A	
   **p	
   <	
   0.01,	
  +/APPL;Nep1A	
   vs	
  Gal80ts;VT64246/APPL;Nep1A	
   **p	
   <	
   0.01)	
  

qui	
   n’est	
   pas	
   différent	
   de	
   celui	
   des	
   drosophiles	
   Gal80ts;VT64246/Nep1A	
   (test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
  

Gal80ts;VT64246/APPL;Nep1A	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
  p	
  >	
  0.05).	
  

	
  

La	
  surexpression	
  d’APPL	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  ne	
  permet	
  d’aggraver	
  ni	
   le	
  

défaut	
  de	
  MTM	
  ni	
   le	
  défaut	
  de	
  LTM	
  observés	
   chez	
   les	
  drosophiles	
  exprimant	
   le	
  RNAi-­‐

Nep1A	
  (Figure	
  36).	
  

BACE	
   été	
   décrite	
   comme	
  une	
   enzyme	
  dont	
   l’activité	
   est	
   limitante	
   pour	
   l’expression	
  

des	
  peptides	
  amyloïdes	
  (Sathya	
  et	
  al.,	
  2012).	
  De	
  plus,	
  dBACE	
  semble	
  très	
  peu	
  exprimée	
  

dans	
  le	
  cerveau	
  des	
  mouches	
  adultes	
  (FlyAtlas,	
  http://flyatlas.org/atlas.cgi).	
  Il	
  est	
  ainsi	
  

possible	
   que	
   sa	
   surexpression	
   cause	
   une	
   augmentation	
   de	
   la	
   production	
   de	
   peptides	
  

dAβ,	
  	
  mais	
  que	
  la	
  surexpression	
  de	
  son	
  substrat,	
  APPL,	
  à	
  cause	
  d’une	
  quantité	
  limitante	
  

de	
  dBACE	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM,	
  ne	
  permette	
  pas	
  une	
  augmentation	
  significative	
  de	
  la	
  

synthèse	
  des	
  peptides	
  dAβ.	
  

	
  

3-­‐	
  La	
  surexpression	
  de	
  dBACE	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  adultes	
  n’aggrave	
  pas	
  les	
  

défauts	
  de	
  MTM	
  et	
  de	
  LTM	
  causés	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  Nep1	
  

Dans	
  notre	
  article,	
  nous	
  n’avons	
  pu	
  montrer	
   l’existence	
  d’une	
  interaction	
  fonctionnelle	
  

entre	
  les	
  peptides	
  artificiels	
  dAβ	
  et	
  Nep1	
  que	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  Pour	
  conforter	
  ces	
  

observations,	
   nous	
   avons	
   voulu	
   analyser	
   si	
   l’interaction	
   entre	
   dBACE	
   et	
   Nep1,	
  

probablement	
   causée	
   par	
   une	
   augmentation	
   de	
   peptides	
   dAβ	
   endogènes,	
   pouvait	
   se	
  

produire	
  dans	
  les	
  MB.	
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Figure	
  37	
  :	
  La	
  surexpression	
  de	
  dBACE	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  adultes	
  n’aggrave	
  pas	
  les	
  défauts	
  de	
  

MTM	
  et	
  de	
  LTM	
  causés	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  Nep1.	
  	
  

A.	
   L’expression	
   d’un	
   RNAi-­‐Nep1	
   dans	
   les	
   neurones	
   α/β	
   adultes	
   provoque	
   un	
   défaut	
   de	
   MTM	
   (F(6,78)	
   =	
  

7.113,	
  p	
  <	
  0.0001,	
  n	
  ≥	
  10,	
  test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c739/+	
  vs	
  Gal80ts;c739/Nep1A	
  **p	
  <	
  0.01,	
  

+/Nep1A	
   vs	
  Gal80ts;c739/Nep1A	
   **p	
   <	
   0.01)	
   alors	
   que	
   la	
   surexpression	
   de	
   dBACE	
   ne	
   provoque	
   pas	
   de	
  

défaut	
  de	
  MTM	
  (test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c739/+	
  vs	
  Gal80ts;c739/dBACE	
  p	
  >	
  0.05,	
  +/dBACE	
  vs	
  

Gal80ts;c739/dBACE	
  p	
  >	
  0.05).	
  Les	
  drosophiles	
  Gal80ts;c739/dBACE;Nep1A	
  présentent	
  un	
  défaut	
  de	
  MTM	
  

(test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c739/+	
  vs	
  Gal80ts;c739/dBACE;Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001,	
  +/dBACE;Nep1A	
  

vs	
  Gal80ts;c739/dBACE;Nep1A	
   **p	
   <	
  0.01)	
  qui	
  n’est	
  pas	
  différent	
  du	
  défaut	
  observé	
   chez	
   les	
  drosophiles	
  

Gal80ts;c739/Nep1A	
   (test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c739/dBACE;Nep1A	
  vs	
  Gal80ts;c739/Nep1A	
  p	
  >	
  

0.05).	
  B.	
  L’expression	
  d’un	
  RNAi-­‐Nep1	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  adultes	
  provoque	
  un	
  défaut	
  de	
  LTM	
  (F(6,58)	
  =	
  

6.336,	
  p	
  <	
  0.0001,	
  n	
  ≥	
  7,	
  test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c739/+	
  vs	
  Gal80ts;c739/Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001,	
  

+/Nep1A	
   vs	
   Gal80ts;c739/Nep1A	
   *p	
   <	
   0.05)	
   alors	
   que	
   la	
   surexpression	
   de	
   dBACE	
   ne	
   provoque	
   pas	
   de	
  

défaut	
  de	
  LTM	
  (test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c739/+	
  vs	
  Gal80ts;c739/dBACE	
  p	
  >	
  0.05,	
  +/dBACE	
  vs	
  

Gal80ts;c739/dBACE	
   p	
   >	
   0.05).	
   Les	
   drosophiles	
  Gal80ts;c739/dBACE;Nep1A	
   présentent	
   un	
  défaut	
   de	
   LTM	
  

(test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c739/+	
  vs	
  Gal80ts;c739/dBACE;Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001,	
  +/dBACE;Nep1A	
  

vs	
  Gal80ts;c739/dBACE;Nep1A	
   *p	
   <	
   0.05)	
   qui	
   n’est	
   pas	
   différent	
   du	
   défaut	
   observé	
   chez	
   les	
   drosophiles	
  

Gal80ts;c739/Nep1A	
  (test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;c739/dBACE;Nep1A	
  vs	
  Gal80ts	
  ;c739/Nep1A	
  p	
  >	
  

0.05).	
  

	
  

Nous	
  n’avons	
  pas	
  observé	
  d’interaction	
  entre	
  dBACE	
  et	
  Nep1	
  lorsque	
  l’on	
  module	
  leur	
  

expression	
   dans	
   les	
   neurones	
   α/β	
  adultes:	
   les	
   défauts	
   de	
  MTM	
   et	
   de	
   LTM	
   causés	
   par	
  

l’inhibition	
  de	
  Nep1	
  ne	
   sont	
  pas	
   aggravés	
  par	
   la	
   surexpression	
  de	
  dBACE	
   (Figure	
  37).	
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Ces	
  résultats	
  sont	
  concordants	
  avec	
  ceux	
  observés	
  dans	
  le	
  cadre	
  de	
  la	
  surexpression	
  de	
  

peptides	
  dAβ	
  artificiels.	
  

En	
   conclusion,	
   la	
   Nep1	
   présente	
   dans	
   les	
   MB	
   ne	
   semble	
   pas	
   impliquée	
   dans	
   une	
  

interaction	
  fonctionnelle	
  avec	
  les	
  peptides	
  dAβ,	
  qu’ils	
  soient	
  artificiels	
  ou	
  endogènes.	
  	
  

	
  

4-­‐	
  Absence	
  d’interaction	
  entre	
  Nep1	
  et	
  les	
  peptides	
  amyloïdes	
  humains	
  

Deux	
  études	
  ont	
  montré	
  que	
  Nep2	
  pouvait	
  dégrader	
  les	
  peptides	
  humains	
  Aβ42	
  exprimés	
  

chez	
  la	
  drosophile	
  (Finelli	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Cao	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Etant	
  donné	
  que	
  nos	
  expériences	
  

ont	
  permis	
  de	
  révéler	
  une	
  interaction	
  entre	
  Nep1	
  et	
  les	
  peptides	
  dAβ,	
  nous	
  avons	
  voulu	
  

savoir	
   si	
  Nep1	
  pouvait,	
   tout	
   comme	
  Nep2,	
   dégrader	
   les	
   peptides	
  Aβ	
  humains	
   (hAβ42).	
  

Pour	
  cela	
  nous	
  avons	
  étudié	
  si	
  le	
  défaut	
  de	
  MTM	
  causé	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  Nep1	
  dans	
  les	
  

DPM	
  adultes	
  pouvait	
  être	
  aggravé	
  par	
  l’expression	
  de	
  peptides	
  hAβ42.	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  38	
  :	
  L’expression	
  de	
  peptides	
  hAβ42	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  sauve	
  le	
  défaut	
  de	
  MTM	
  

causé	
  par	
  l’expression	
  d’un	
  RNAi-­Nep1.	
  	
  

L’expression	
   d’un	
   RNAi-­‐Nep1	
   dans	
   les	
   DPM	
   adultes	
   provoque	
   un	
   défaut	
   de	
   MTM	
   (F(6,96)	
   =	
   5.757,	
   p	
   <	
  

0.0001,	
  n	
  ≥	
  13,	
  test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;VT64246/+	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001,	
  

+/Nep1A	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001)	
  alors	
  que	
   l’expression	
  de	
  peptides	
  hAβ42	
  ne	
  provoque	
  

pas	
   de	
   défaut	
   de	
   MTM	
   (test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
   Gal80ts;VT64246/+	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/hAβ42	
   p	
   >	
  

0.05,	
  +/hAβ42	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/hAβ42	
  p	
  >	
  0.05).	
  Les	
  drosophiles	
  exprimant	
  des	
  peptides	
  hAβ42	
  combinés	
  

avec	
   une	
   diminution	
   de	
   Nep1	
   dans	
   les	
   DPM	
   adultes	
   présentent	
   des	
   scores	
   de	
  MTM	
   normaux,	
   qui	
   sont	
  

supérieurs	
   à	
   ceux	
   des	
   drosophiles	
   Gal80ts;VT64246/Nep1A	
   (test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
  

Gal80ts;VT64246/hAβ42;Nep1A	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
  *p	
  <	
  0.05).	
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De	
   même	
   que	
   l’expression	
   de	
   peptides	
   dAβ,	
   l’expression	
   de	
   hAβ42	
   dans	
   les	
   DPM	
  

adultes	
  ne	
  provoque	
  pas	
  de	
  défaut	
  de	
  MTM.	
  L’expression	
  de	
  ces	
  peptides	
  n’aggrave	
  pas	
  

le	
  phénotype	
  causé	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  Nep1,	
  mais	
  au	
  contraire,	
  elle	
  permet	
  de	
  restaurer	
  

un	
  phénotype	
  sauvage	
  (Figure	
  38).	
  Cela	
  pourrait	
  s’expliquer	
  par	
  une	
  dilution	
  du	
  facteur	
  

de	
  transcription	
  Gal4	
  au	
  niveau	
  de	
  son	
  UAS,	
  causée	
  par	
  la	
  présence	
  de	
  deux	
  transgènes,	
  

et	
  donc	
  de	
  2	
  UAS.	
  Cette	
  hypothèse	
  pourrait	
  être	
  étudiée	
  par	
  des	
  expériences	
  de	
  qPCR	
  qui	
  

n’ont	
  pas	
  à	
  ce	
  jour	
  été	
  réalisées.	
  

	
  

	
  

Figure	
  39	
  :	
  L’expression	
  de	
  peptides	
  hAβ42	
  dans	
  les	
  DPM	
  adultes	
  n’aggrave	
  pas	
  le	
  défaut	
  de	
  LTM	
  

causé	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  Nep1.	
  	
  

L’expression	
   d’un	
   RNAi-­‐Nep1	
   dans	
   les	
   DPM	
   adultes	
   provoque	
   un	
   défaut	
   de	
   LTM	
   (F(6,111)	
   =	
   8.780,	
   p	
   <	
  

0.0001,	
  n	
  ≥	
  15,	
  test	
  post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;VT64246/+	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001,	
  

+/Nep1A	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
  ***p	
  <	
  0.001)	
  ainsi	
  que	
  l’expression	
  de	
  peptides	
  hAβ42	
  (test	
  post-­‐hoc	
  

Newman-­‐Keuls,	
   Gal80ts;VT64246/+	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/hAβ42	
   **p	
   <	
   0.01,	
   +/hAβ42	
   vs	
  

Gal80ts;VT64246/hAβ42	
   **p	
   <	
   0.01).	
   Les	
   drosophiles	
   exprimant	
   des	
   peptides	
   hAβ42	
   combinés	
   avec	
   une	
  

diminution	
   de	
  Nep1	
  dans	
   les	
  DPM	
  adultes	
   présentent	
   un	
   défaut	
   de	
   LTM	
   (test	
   post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  

Gal80ts;VT64246/+	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/hAβ42;Nep1A	
   ***p	
   <	
   0.001,	
   	
   +/hAβ42;Nep1A	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/	
  

hAβ42;Nep1A	
   **p	
  <	
  0.01),	
  qui	
  est	
   similaire	
  à	
   ceux	
  des	
  drosophiles	
  Gal80ts;VT64246/Nep1A	
   (test	
  post-­‐hoc	
  

Newman-­‐Keuls,	
   Gal80ts;VT64246/hAβ42;Nep1A	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/Nep1A	
   p	
   >	
   0.05)	
   et	
  

Gal80ts;VT64246/hAβ42	
   (test	
   post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;VT64246/hAβ42;Nep1A	
   vs	
  Gal80ts;VT64246/	
  

hAβ42	
  p	
  >	
  0.05).	
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De	
  même	
  que	
  la	
  surexpression	
  de	
  peptides	
  dAβ,	
  l’expression	
  de	
  hAβ42	
  dans	
  les	
  DPM	
  

adultes	
  provoque	
  un	
  défaut	
  de	
  LTM	
  (Figure	
  39).	
  Ce	
  défaut	
  étant	
  très	
  prononcé,	
   il	
  n’est	
  

probablement	
  pas	
  possible	
  d’observer	
  son	
  aggravation.	
  En	
  conclusion,	
  nos	
  expériences	
  

ne	
  nous	
  ont	
  pas	
  permis	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  une	
  interaction	
  fonctionnelle	
  entre	
  Nep1	
  

et	
  les	
  peptides	
  hAβ42.	
  Par	
  conséquent,	
  l’étude	
  de	
  Nep2	
  est	
  requise	
  pour	
  les	
  modèles	
  de	
  la	
  

maladie	
  d’Alzheimer	
  utilisant	
  des	
  peptides	
  humains	
  alors	
  que	
  pour	
   l’étude	
  de	
  modèles	
  

plus	
   physiologiques	
   pour	
   la	
   drosophile	
   utilisant	
   des	
   peptides	
   dAβ,	
   Nep1	
   peut	
   être	
  

étudiée	
  car	
  elle	
  interagit	
  spécifiquement	
  avec	
  les	
  peptides	
  amyloïdes	
  de	
  drosophiles.	
  

	
  

5-­‐	
  L’inhibition	
  de	
  Nep2	
  et	
  de	
  Nep3	
  ne	
  permet	
  pas	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  une	
  

interaction	
  avec	
  les	
  peptides	
  dAβ	
  

Nous	
  avons	
  également	
  cherché	
  à	
  déterminer	
  la	
  spécificité	
  de	
  l’interaction	
  entre	
  Nep1	
  et	
  

dAβ.	
  Autrement	
  dit,	
  	
  nous	
  avons	
  aussi	
  voulu	
  étudier	
  si	
  d’autres	
  néprilysines	
  présentaient	
  

également	
   une	
   interaction	
   avec	
   dAβ.	
   De	
  manière	
   similaire	
   au	
   protocole	
   d’aggravation	
  

par	
  l’expression	
  de	
  peptides	
  dAβ	
  du	
  défaut	
  de	
  MTM	
  causé	
  par	
  l’inhibition	
  de	
  Nep1,	
  nous	
  

avons	
  utilisé	
  des	
  RNAi	
  dirigés	
  contre	
  Nep2	
  et	
  Nep3,	
  en	
  combinaison	
  avec	
  l’expression	
  de	
  

peptides	
   dAβ.	
   L’expression	
   de	
   dAβ	
   n’a	
   pas	
   aggravé	
   le	
   défaut	
   de	
   MTM	
   causé	
   par	
  

l’inhibition	
  de	
  Nep2	
  dans	
  les	
  DPM	
  adultes	
  (Figure	
  40).	
  

	
  

	
   	
  

Figure	
  40	
  :	
  L’expression	
  de	
  peptides	
  dAβ	
  n’aggrave	
  pas	
  les	
  défauts	
  de	
  MTM	
  causés	
  par	
  l’expression	
  

d’un	
  RNAi-­Nep2	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes.	
  	
  

L’expression	
   d’un	
   RNAi-­‐Nep2	
   dans	
   les	
   DPM	
   adultes	
   provoque	
   un	
   défaut	
   de	
   MTM	
   (F(4,56)	
   =	
   7.696,	
   p	
   <	
  

0.0001,	
   n	
   ≥	
   9,	
   test	
   post-­‐hoc	
   Newman-­‐Keuls,	
   Gal80ts;VT6246/+	
   vs	
   Gal80ts;VT64246/Nep2A	
   **p	
   <	
   0.01,	
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+/Nep2A	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/Nep2A	
  *p	
  <	
  0.05)	
  qui	
  n’est	
  pas	
  aggravé	
  par	
  l’expression	
  de	
  peptides	
  dAβ	
  (test	
  

post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  Gal80ts;VT64246/Nep2A	
  vs	
  Gal80ts;VT64246/dAβ;Nep2A	
  p>	
  0.05).	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  41	
  :	
  L’inhibition	
  ubiquitaire	
  de	
  Nep3	
  provoque	
  une	
  tendance	
  à	
  un	
  défaut	
  de	
  MTM,	
  de	
  même	
  

que	
  l’expression	
  ubiquitaire	
  de	
  peptides	
  dAβ.	
  	
  

Ni	
   l’expression	
   d’un	
   RNAi-­‐Nep3,	
   Nep3-­‐2,	
   ni	
   l’expression	
   de	
   peptides	
   dAβ	
   dans	
   toutes	
   les	
   cellules	
   ne	
  

provoque	
  de	
  défaut	
  de	
  MTM	
  (F(6,105)	
  =	
  3.510,	
  p	
  =	
  0.0034,	
  n	
  ≥	
  12).	
  

	
  

	
  La	
  diminution	
  causée	
  par	
   le	
  RNAi-­‐Nep3-­‐2	
  dans	
   toutes	
   les	
   cellules	
  adultes	
  n’est	
  pas	
  

suffisante	
  pour	
  provoquer	
  un	
  défaut	
  de	
  MTM.	
  De	
  même,	
  l’expression	
  de	
  peptides	
  dAβ	
  ne	
  

permet	
   pas	
   de	
   modulation	
   de	
   la	
   MTM.	
   Enfin,	
   contrairement	
   au	
   RNAi-­‐Nep1C,	
   la	
  

diminution	
  de	
  Nep3	
  combinée	
  avec	
  l’expression	
  de	
  peptides	
  dAβ	
  dans	
  toutes	
  les	
  cellules	
  

adultes	
  ne	
  provoque	
  pas	
  de	
  défaut	
  de	
  MTM	
  (Figure	
  41).	
  Une	
  interaction	
  entre	
  Nep3	
  et	
  

les	
   peptides	
   dAβ	
   n’a	
   pas	
   pu	
   être	
   démontrée,	
   soit	
   n’existant	
   pas,	
   soit	
   la	
   diminution	
   de	
  

Nep3	
  étant	
  trop	
  faible.	
  

L’ensemble	
  des	
  résultats	
  suggère	
  que	
   l’interaction	
  entre	
  Nep1	
  et	
  dAβ	
  est	
   spécifique	
  et	
  

qu’il	
  n’y	
  a	
  pas	
  de	
  redondance	
  entre	
   les	
  néprilysines	
  exprimées	
  dans	
   les	
  neurones	
  DPM	
  

pour	
  dégrader	
  les	
  peptides	
  dAβ.	
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III.	
  Article	
  :	
  Amnesiac	
  is	
  required	
  in	
  the	
  Drosophila	
  mushroom	
  body	
  

for	
  coincidence	
  detection	
  and	
  memory	
  formation	
  

	
  

Introduction	
  

Le	
  mutant	
  historique	
  de	
  mémoire	
  amnesiac	
  est	
  connu	
  depuis	
  1979	
  (Quinn	
  et	
  al.,	
  1979).	
  

Son	
  implication	
  dans	
  la	
  mémoire	
  a	
  toujours	
  été	
  étudiée	
  grâce	
  à	
  des	
  mutants,	
  comme	
  le	
  

1er	
  mutant	
  amn1,	
  le	
  mutant	
  amnX8	
  ou	
  amnCHPD.	
  En	
  2000,	
  Waddell	
  (Waddell	
  et	
  al.,	
  2000)	
  a	
  

montré	
  que	
  le	
  gène	
  amnesiac	
  était	
  exprimé	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  grâce	
  à	
  un	
  marquage	
  

immunologique	
  des	
  DPM	
  avec	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐amn	
  et	
  grâce	
  au	
  sauvetage	
  du	
  mutant	
  

amnX8	
   en	
   réexprimant	
   une	
   UAS-­‐amn+	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM.	
   Néanmoins	
   il	
   a	
   été	
  

proposé	
   que	
   les	
   défauts	
   observés	
   chez	
   les	
   mutants	
   soient	
   dus	
   à	
   un	
   défaut	
   de	
  

développement	
   et	
   non	
   à	
   un	
   défaut	
   chez	
   l’adulte	
   car	
   il	
   a	
   été	
   impossible	
   de	
   sauver	
   les	
  

défauts	
   de	
  mémoire	
   en	
   exprimant	
   une	
  UAS-­‐amn+	
   chez	
   l’adulte	
   (DeZazzo	
   et	
   al.,	
   1999).	
  

Nous	
  avons	
  donc	
  utilisé	
  deux	
  RNAi	
  contre	
  amnesiac	
  pour	
  déterminer	
  le	
  rôle	
  de	
  ce	
  gène	
  

dans	
  la	
  mémoire	
  dans	
  différentes	
  structures.	
  

	
  

Résultats	
  principaux	
  

Nous	
   avons	
   bien	
   pu	
   confirmer	
   les	
   résultats	
   obtenus	
   avec	
   les	
   mutants	
   historiques	
  

habituellement	
   utilisés	
  :	
   l’expression	
   de	
   RNAi	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM	
   avec	
   un	
   driver	
  

constitutif	
  provoque	
  des	
  défauts	
  spécifiques	
  de	
  MTM	
  et	
  LTM.	
  En	
  revanche	
  l’expression	
  

des	
  RNAi	
  chez	
  l’adulte	
  n’a	
  pas	
  permis	
  de	
  démontrer	
  un	
  rôle	
  d’amnesiac	
  dans	
  la	
  mémoire.	
  

De	
   plus,	
   nous	
   avons	
   pu	
   montrer	
   que	
   l’expression	
   d’un	
   RNAi-­‐amnesiac	
   pendant	
   le	
  

développement	
  dans	
   les	
  neurones	
  DPM	
  provoquait	
  des	
  défauts	
  de	
  morphologie	
  de	
  ces	
  

neurones	
   (augmentation	
  de	
   la	
   taille	
  du	
  soma	
  et	
  défaut	
  du	
  guidage	
  des	
  neurites).	
  Nous	
  

nous	
   sommes	
   ensuite	
   penchés	
   sur	
   l’implication	
   d’amnesiac	
   dans	
   la	
   mémoire	
   chez	
  

l’adulte.	
  En	
  exprimant	
  des	
  RNAi	
  dans	
  les	
  MB,	
  nous	
  avons	
  pu	
  déterminer	
  qu’amnesiac	
  est	
  

requis	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  spécifiquement	
  pour	
  la	
  MTM	
  et	
  la	
  LTM.	
  	
  

Nous	
   avons	
   montré	
   que	
   les	
   défauts	
   de	
   mémoire	
   d’un	
   mutant	
   amnX8	
   peuvent	
   être	
  

sauvés	
  aussi	
  bien	
  par	
  l’expression	
  constitutive	
  d’amn	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  que	
  dans	
  

les	
  neurones	
  α/β,	
  indiquant	
  ainsi	
  que	
  si	
  ce	
  neuropeptide	
  est	
  surexprimé,	
  il	
  peut	
  agir	
  sur	
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les	
  deux	
  structures.	
  Nous	
  avons	
  aussi	
  pu	
  répondre	
  à	
  la	
  différence	
  entre	
  nos	
  data	
  et	
  celles	
  

de	
  Scott	
  Waddell	
  (Waddell	
  et	
  al.,	
  2000)	
  qui	
  montraient	
  que	
  l’expression	
  d’amn	
  dans	
  les	
  

MB,	
   grâce	
   aux	
   pilotes	
   d’expression	
   c747	
   et	
   c309,	
   ne	
   permettait	
   pas	
   de	
   restaurer	
   la	
  

mémoire	
  d’un	
  mutant	
  amnX8.	
  En	
  effet,	
  nous	
  avons	
  reproduit	
  l’absence	
  de	
  sauvetage	
  avec	
  

le	
   driver	
   c747	
   et	
   donnons	
   des	
   exemples	
   trouvés	
   dans	
   la	
   littérature	
   montrant	
   des	
  

différences,	
  probablement	
  dues	
  à	
  des	
  patrons	
  d’expression	
  différents,	
  entre	
  les	
  résultats	
  

obtenus	
  avec	
  les	
  pilotes	
  d’expression	
  c739	
  et	
  238Y	
  d’une	
  part	
  et	
  c747	
  et	
  c309	
  de	
  l’autre.	
  	
  

Enfin	
  nous	
  avons	
  montré	
  que	
  ce	
  rôle	
  dans	
  la	
  mémoire	
  était	
  dû	
  à	
  son	
  implication	
  dans	
  

la	
  forte	
  activation	
  de	
  l’AC	
  lors	
  de	
  la	
  détection	
  de	
  coïncidence	
  permettant	
  la	
  formation	
  de	
  

la	
   MTM.	
   Ce	
   résultat	
   prouve	
   l’homologie	
   fonctionnelle	
   entre	
   amnesiac	
   et	
   PACAP,	
   qui	
  

permet	
  la	
  détection	
  de	
  coïncidence	
  chez	
  les	
  mammifères.	
  

	
  

Article	
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Abstract  

It was proposed that the Drosophila amnesiac gene is required for consolidation of aversive 

memory in the dorsal paired medial (DPM) neurons, a pair of neurons that broadly innervate 

the mushroom bodies (MB), the fly center for olfactory learning and memory. Using RNA 

interference, we show that amnesiac is required for normal development of DPM neurons and 

that acute inhibition of amnesiac expression in adult DPM neurons does not alter memory. 

Strikingly, we have identified α/β MB neurons as the cells in which amnesiac is acutely 

required in adults for middle-term and long-term memory. We further show that Amnesiac, a 

predicted adenylate cyclase-activating-like neuropeptide, is necessary for the coincidence 

detection that leads to steady PKA activation in the MB. Taken together, the data suggest that 

Amnesiac sustains the adenylate cyclase activation that is required for middle-term and long-

term memory formation. 
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Introduction 

Associative learning, which temporally pairs a conditioned stimulus (CS) to an unconditioned 

stimulus (US), is a powerful way of acquiring adaptive behavior. After associative learning, 

response to the CS will be modified according to the positive or negative value of the US. At 

molecular and cellular level, the association between CS and US is mediated by coincidence 

detection mechanisms that reflect the super-additive activation of a molecular pathway in the 

presence of both stimuli. One of the major coincidence detectors is the cAMP/PKA pathway, 

which depends on type-I adenylate cyclases that can be stimulated by both 

calcium/calmodulin and G-proteins coupled to metabotropic receptors1. Following associative 

learning, information can be stored in different forms of memory that vary in their properties 

such as duration, stability upon interference with new learning etc.  

The Drosophila model system is well suited to studying memory formation. In insects, the 

mushroom bodies (MB) constitute the central integrative brain structure for olfactory 

memory2. They are composed of about 4,000 intrinsic neurons, called Kenyon cells (KC), 

classed into three subtypes whose axons form two vertical (α and α’) and three medial (β, β’ 

and γ) lobes3. In a classical conditioning paradigm in which an odorant (CS) is paired with the 

delivery of electric shocks (US), the fly is capable of forming six discrete memory phases 

reflected at neural network level4. Short-term memory (STM) is detected immediately after 

training and involves Rutabaga (Rut) adenylate cyclase activity in the MB5. Middle-term 

memory (MTM) and long-term memory (LTM) are non-immediate forms of memory whose 

formation also involves Rut activity in the MB6. Rut is thought to act as a coincidence 

detector in the MB that associates the olfactory and electric-shock pathways7-9. However, in 

vivo imaging experiments of the cAMP/PKA pathway using fluorescent probes to study 

coincidence detection have failed to identify specific events leading to distinct memory 

phases. 
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The Drosophila amnesiac mutant (amn) was first isolated in a behavioral screen for 

memory defects10. The amn gene encodes a predicted neuropeptide precursor with a signal 

sequence11. Although the mature products of the amn gene have not been identified, sequence 

analyses point to three potential peptides, one of which is homologous to the mammalian 

pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)11. PACAP is a neuropeptide that 

is widely expressed throughout the brain and acts as a neurotransmitter, neuromodulator or 

neurotrophic factor through activation of G-protein-linked receptors. It has been shown to 

regulate a variety of physiological processes through stimulation of cAMP production12-14, 

and may play a role in learning and memory11. However, reports on the mnemonic effects of 

PACAP in mammals are few and conflicting15-19, and the precise function of PACAP during 

learning and memory remains poorly understood. 

Amnesiac (AMN) is expressed in dorsal paired medial (DPM) neurons, a single pair of 

large neurons which broadly innervate all lobes of the MB20. DPM output was shown to be 

required during the consolidation phase for MTM, prompting the notion that DPM might 

release the AMN modulatory neuropeptide which alters the physiology of MB neurons to help 

stabilize or consolidate odor memories21. It was later shown that DPM are serotoninergic and 

that they are required after training for the consolidation of MT-ARM22, a form of anesthesia-

resistant memory that co-exists with MTM4. However, despite many studies addressing the 

role of amn in memory, the function of the encoded peptide(s) remains obscure. Furthermore, 

memory rescue experiments succeeded when a wild-type amn transgene was expressed 

throughout development including the adult stage20,23 but not when its expression was limited 

to the adult stage23, suggesting that amn might be required for development.  

Here, to clarify the role of amn in memory, we used conditional RNA interference (RNAi). 

As expected, constitutive expression of amn-specific RNAi in DPM neurons mimicked 

memory phenotypes previously described for amn mutants, whereas, surprisingly, conditional 
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expression in adult DPM neurons did not impair memory. We also observed abnormal DPM 

morphology in amn-deficient flies. Taken together, the data suggest that amn expression in 

DPM neurons is required for neuronal development rather than memory. Strikingly, we show 

that AMN plays a key role in adult α/β neurons for MTM and LTM formation. Using two-

photon imaging and fluorescent PKA FRET reporter probes to measure the dynamics of PKA 

responses in living flies, we obtained data establishing that amn is required for coincidence 

detection of dopamine and acetylcholine stimulation in the MB, the neurotransmitters that 

sustain associative learning and memory. These data are consistent with an adenylate cyclase-

activating function of AMN. 
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Results  

Acute inhibition of amn expression in adult DPM neurons does not induce memory 

defects. amn memory studies led to date have used constitutive amn mutants and so have not 

been able to address temporal and spatial requirements. To study the temporal involvement of 

amn in olfactory memory, we used conditional RNAi and GAL4-specific drivers. We targeted 

amn expression with a UAS-RNAi construct (amn-RNAi1) that was previously shown to 

phenocopy the thermal nociceptive defect of amn mutants24. Memory was analyzed using the 

classical conditioning paradigm of odor-avoidance response. In this paradigm, groups of flies 

are successively exposed to two distinct odors, only one of which is associated with electric 

pulses. Immediate memory measured straight after a single conditioning (1-min memory) is a 

composite memory that includes STM encoded in γ KC4-6. Memory measured 2 h after a 

single conditioning is also a composite memory formed of labile MTM encoded in the α/β 

KC and MT-ARM encoded in γ KC4. The fly can also produce two exclusive forms of 

consolidated memory measured 24 h after training25: long-term ARM (LT-ARM) is formed 

after 5 massed conditioning cycles whereas robust LTM is only formed after 5 spaced 

conditioning cycles. Crucially, LTM is the only memory phase that is dependent on de novo 

protein synthesis26. LT-ARM and LTM are encoded in α’/β’ and α/β KC, respectively4,6.  

We first analyzed the 2-h memory of flies constitutively expressing amn-RNAi1 in DPM 

neurons. To this end, we used the VT64246 GAL4-driver that specifically labels DPM 

neurons22,27. As expected, VT64246/amn-RNAi1 flies showed a significant 2-h memory deficit 

(Fig. 1a), and this result was confirmed with a second non-overlapping amn-RNAi construct 

(amn-RNAi2, Fig. 1a). To address the specificity of the memory phenotype, we next analyzed 

LTM and observed a strong LTM deficit (Fig. 1b). In contrast, VT64246/amn-RNAi1 and 

VT64246/amn-RNAi2 flies displayed normal scores when memory was assessed immediately 

after a single cycle of conditioning (Fig. 1c). The ability of these flies to avoid electric shocks 
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and their olfactory acuity to each odor after electric shock were verified as unaffected 

(Supplementary Table 1), showing that they displayed normal perception of the conditioning 

stimuli. We conclude that amn-RNAi expression in DPM neurons during development and in 

adulthood mimics memory phenotypes described for amn-mutant flies22, thus confirming 

amn-RNAi is an efficient tool for studying the effect of amn inhibition on memory.  

We next investigated amn function specifically in adult DPM neurons. To restrict amn-

RNAi expression to adulthood, we took advantage of the TARGET system28 that relies on a 

conventional GAL4 activation system and a temperature-sensitive Gal80 inhibitor (Gal80ts). 

Gal80ts represses GAL4 transcriptional activity at low temperature (18°C) but this inhibition 

is abolished at high temperature (30°C), allowing GAL4-mediated transgene expression. 

Experiments were performed with a tub-Gal80ts;VT64246 line that ubiquitously expresses 

Gal80ts (Gal80ts;VT64246). Using an UAS-mCD8::GFP transgene, we first verified that the 

Gal80ts;VT64246 driver generated a high level of expression after 3 days of induction at 30°C 

(Supplementary Fig. 1a), consistently with recent data showing that it leads to efficient RNAi 

expression after 3 days of induction29. Surprisingly, Gal80ts;VT64246/amn-RNAi1 and 

Gal80ts;VT64246/amn-RNAi2 induced flies both showed normal 2-h memory (Fig. 1d). Even 

after 5 days of induction, Gal80ts;VT64246/amn-RNAi1 flies displayed normal 2-h memory 

(Supplementary Fig. 1b). To confirm this data, we repeated the experiment with tub-

Gal80ts;VT26149 (VDRC, http://brainbase.imp.ac.at/bbweb/#2?vdrctransid=204563), another 

DPM-specific line that drives efficient expression in DPM neurons after induction 

(Supplementary Fig. 1a). After 5 days of induction, Gal80ts;VT26149/amn-RNAi1 flies 

displayed normal 2-h memory (Supplementary Fig. 1b). We next analyzed LTM and found 

that neither amn-RNAi1 nor amn-RNAi2 expression in adult DPM neurons were able to induce 

a LTM deficit (Fig. 1e). In conclusion, constitutive inhibition of amn expression in DPM 

neurons leads to memory impairment whereas acute inhibition in adult flies does not. These 
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findings suggest that amn expression is required in DPM neurons during developmental 

stages, and not acutely during adulthood. 

 

amn inhibition alters morphology of DPM neurons. To investigate the potential influence 

of amn on the development of DPM neurons, we analyzed the morphology of these neurons 

in flies expressing mCD8::GFP and amn-RNAi1 under the control of the VT64246 driver. We 

observed a high arborization of DPM neurons onto the MB lobes. However, flies expressing 

amn-RNAi in DPM neurons exhibited DPM neurons that were morphologically abnormal on 

several aspects (Fig. 2). DPM axon path was modified in amn-deficient flies (Fig. 2b). In 

addition, the DPM cell bodies exhibited irregular shape and less accurate localization relative 

to the MB in amn-deficient flies (Fig. 2a), and the DPM cell bodies were bigger in flies 

expressing amn-RNAi in DPM neurons compared to controls (Fig. 2c). Taken together, the 

data indicate that amn expression in DPM neurons is required for normal development. 

 

Acute inhibition of amn expression in adult MB neurons leads to memory defects. The 

next question addressed was whether AMN expression plays a role in adult brain for memory. 

In addition to a DPM enhancer, our analysis of GAL4-expression pattern suggested the 

presence of a second enhancer located upstream of the amn transcript that leads to specific 

expression in the MB (Supplementary Fig. 2a). To assess amn expression in MB neurons, we 

analyzed the effect of amn-RNAi expression under the control of the 238Y driver known to 

label MB neurons30. qPCR analyses revealed a decrease of amn mRNA level in 238Y/amn-

RNAi1 and 238Y/amn-RNAi2 fly heads compared to controls (Supplementary Fig. 2b). As 

238Y GAL4 is expressed in neurons other than KC, we next used the VT30559 driver that 

exclusively labels KC (VDRC, http://brainbase.imp.ac.at/bbweb/#2?vdrctransid=206077). 

VT30559/amn-RNAi1 and VT30559/amn-RNAi2 fly heads also expressed less amn mRNA 
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than controls (Supplementary Fig. 2c). Taken together, the data strongly suggest that amn is 

expressed in the MB. 

We then investigated the involvement of amn in memory in the MB. Flies expressing amn-

RNAi in all adult MB neuronal types with a conditional tub-Gal80ts;238Y driver 

(Gal80ts;238Y) showed abnormal 2-h memory (Fig. 3a) whereas non-induced flies showed 

normal scores (Fig. 3b), establishing that the memory deficit is caused by RNAi induction.  

Memory measured 2 h after training is composed of two distinct phases: MTM, which is a 

labile memory sensitive to cold anesthesia, and MT-ARM which is resistant to anesthesia31. 

To examine which phase is affected by amn inhibition, we applied cold shock treatments to 

the flies. The memory scores of control flies dropped whereas the memory scores of amn-

RNAi-expressing flies remained unaffected (Fig. 3c), indicating that MTM is absent. 

Furthermore, after cold shock treatment, Gal80ts;238Y/amn-RNAi flies exhibited similar 

memory scores to control flies, showing that MT-ARM is not affected. We next examined 

LTM after spaced training and observed that Gal80ts;238Y/amn-RNAi flies showed a strong 

LTM impairment (Fig. 3d,e) but normal 1-min memory (Fig. 3f) and LT-ARM (Fig. 3g). The 

sensory-motor capacities of these flies were normal (Supplementary Table 2). We next used 

the VT30559 driver to knockdown amn expression specifically in KC. After 3 days of 

induction, Gal80ts;VT30559/amn-RNAi1 flies displayed impaired 2-h memory whereas non-

induced flies displayed normal 2-h memory (Fig. 3h). We verified that Gal80ts;VT30559/amn-

RNAi1 flies had perceived the stimuli used normally (Supplementary Table 2). In conclusion, 

inhibition of amn expression specifically in the adult MB recapitulates memory phenotypes 

previously reported for amn-mutant flies10,32. In short, MTM and LTM are altered whereas 

STM and ARM remain unaffected.  
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Acute inhibition of amn expression in adult α/β neurons leads to memory defects. 

Because MTM and LTM rely on the MB α/β neurons4, we next aimed to specifically restrict 

amn inhibition to α/β neurons using the inducible tub-Gal80ts;c739 driver (Gal80ts;c739). 

Flies expressing amn-RNAi in adult α/β neurons exhibited deficits in 2-h memory (Fig. 4a,b) 

and LTM (Fig. 4c,d) but normal 1-min memory (Fig. 4e). We verified that their responses to 

the stimuli used for training were unaffected (Supplementary Table 3). To further characterize 

which KC amn is required for memory, we analyzed the effect of amn inhibition in adult α’/β’ 

KC using a tub-Gal80ts;VT30604 driver33,34, and in adult γ KC using a tub-Gal80ts;VT49483 

driver (VDRC, http://brainbase.imp.ac.at/bbweb/#2?vdrctransid=206419). Neither α’/β’ KC-

driven amn-RNAi1 expression (Fig. 4f) nor γ KC-driven amn-RNAi1 expression (Fig. 4g) did 

impact MTM or LTM. 

Taken together, the data show that amn is specifically required in the adult α/β KC for 

MTM and LTM formation. To strengthen these results, we carried out intersectional 

experiments using the MB247-Gal80 transgene (MB-Gal8027,35). Gal80ts;c739/amn-RNAi1-

induced flies showed mutant 2-h memory, as previously observed, whereas 

Gal80ts;c739/amn-RNAi1;MB-Gal80-induced flies displayed normal 2-h memory (Fig. 4h). 

Similarly, Gal80ts;c739/amn-RNAi1 flies showed a strong LTM deficit whereas 

Gal80ts;c739/amn-RNAi1;MB-Gal80 flies showed normal LTM (Fig. 4h). We conclude that 

preventing GAL4-mediated amn-RNAi expression in the MB with Gal80 abolishes memory 

deficits.  

Taken together, the results demonstrate that AMN is acutely required in the α/β MB 

neurons for MTM and LTM formation.  

 

Expression of the wild-type amn gene in either DPM or MB neurons of amn X8 mutant 

flies rescues their memory deficits. Waddell et al.20 previously showed that reestablishing 
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amn expression in DPM neurons was sufficient to rescue the memory of amn mutant flies. 

However, the c316 driver used in their study was later shown to also label, although to a 

lesser extent, other cells including KC36. To address this issue, we aimed to reestablish amn 

expression specifically in DPM neurons of amnX8 null-mutant flies. To this end, we used the 

two DPM-specific drivers described above (Supplementary Fig. 1a). As expected, amnX8/Y 

control flies expressing either driver (amnX8/Y;VT64246/+ and amnX8/+;VT26149/+) or 

containing the UAS-amn construct alone (amnX8/Y;UAS-amn/+) showed strong 2-h memory 

deficits (Fig. 5a). amnX8/Y;VT64246/UAS-amn and amnX8/Y;VT26149/UAS-amn flies 

expressing amn specifically in DPM neurons showed significantly higher MTM scores than 

amnX8/Y control groups (Fig. 5a), indicating a functional rescue. We next analyzed LTM and 

observed that LTM deficits displayed by amnX8/Y genotypes were fully rescued by amn 

expression in DPM neurons (Fig. 5b). These data confirm that constitutive amn expression 

driven specifically in DPM neurons rescues the memory deficits of amnX8 null-mutant flies. 

The next question to address was whether reestablishing amn gene expression in MB 

neurons of amn-null flies could rescue their memory deficits. Interestingly, 

amnX8/Y;238Y/UAS-amn MTM scores were indistinguishable from 238Y/UAS-amn control fly 

scores (Fig. 5c), indicating a full rescue of the MTM deficit. Similarly, we also observed 

complete rescue of the LTM deficit (Fig. 5c). To confirm these results, we used the c739 α/β-

specific driver and found that amn expression driven in the α/β KC allows complete rescue of 

both the MTM and LTM deficit in amnX8/Y flies (Fig. 5d).  

These results contradict a previous study20 reporting that amn expression in the MB failed 

to rescue the olfactory memory phenotypes of amnX8 flies20. To resolve this apparent 

discrepancy, we also conducted rescue experiments with the same c747 driver that Waddell et 

al.20 used. We observed that c747 GAL4-driven amn expression had no effect on the memory 

deficits of amn-null mutant flies (Fig. 5e). Thus, strikingly, amn expression driven by either 
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238Y or c739 rescues amnX8 memory deficits whereas expression driven by c747 does not, 

indicating that these drivers are functionally distinct.  

In conclusion, amn expression in either DPM neurons or α/β KC is capable of restoring 

functional memory.  

 

PKA activation in MB vertical lobes after coincidence detection is abolished in amn-

deficient flies. To investigate AMN as a putative adenylate cyclase-activating peptide, we 

analyzed PKA activation dynamics in MB neurons. In response to both dopamine (which 

represents the aversive US) and acetylcholine (which mimics the CS and leads to an increase 

in intracellular calcium), the fly adenylate cyclase Rut mediates coincidence detection through 

an increase in cAMP concentration, resulting in PKA activation8,9. Using a two-photon 

microscope, we conducted in vivo imaging of the PKA FRET probe AKAR29,37,38 expressed 

in the MB9. As previously shown9, stimulation of normal brains with either dopamine or 

acetylcholine did not lead to PKA activation in vertical lobes (Fig. 6a) whereas co-stimulation 

did (Fig. 6b), thus demonstrating that coincidence detection occurred. In sharp contrast, co-

stimulation of amnX8/Y null mutant brains did not induce PKA activation in vertical lobes 

(Fig. 6b). We then analyzed the effect of amn reduction in the MB using amn-RNAi1 and 

observed that like amnX8/Y null flies, inhibition of amn expression in the MB led to defective 

coincidence detection following brain co-stimulation with dopamine and acetylcholine (Fig. 

6b). We confirmed that the deficit observed did not result from an unspecific effect caused by 

RNAi expression using an RNAi-construct unrelated to amn (Supplementary Fig. 3).  

We next analyzed the effect of bath application of dopamine at 100 µM, a higher 

concentration known to activate Rut (Gervasi et al., 2010). As previously described, flies 

expressing the AKAR2 probe in the MB (+/Y;238Y/+;AKAR2/+) showed an increase in 

FRET ratio in the vertical lobes under these conditions (Fig. 6c). Stimulation with dopamine 
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at 100 µM also induced increased PKA activity in amnX8/Y;238Y;/+;AKAR2/+ brains (Fig. 

6c). Similar results were obtained with amn-RNAi1-expressing flies (Fig. 6c), showing that 

AMN is not required for Rut response to high levels of dopamine. We further analyzed 

whether amn knockdown influences calcium signaling in the MB following acetylcholine 

application using the GCaMP3 probe39 and  observed that amnX8-null flies exhibited a normal 

MB calcium response (Fig. 6d). 

To strengthen our data, we next assessed coincidence detection under adult-stage specific 

acute amn downregulation. After 3 days of induction, Gal80ts/238Y;AKAR2/amn-RNAi1 flies 

showed defective coincidence detection following brain co-stimulation with dopamine and 

acetylcholine (Fig. 6e). Lastly, we investigated whether restoring amn expression in the MB 

of amnX8 flies restores coincidence detection and found that amnX8/Y;238Y/+;AKAR2/UAS-

amn flies responded normally to co-applied dopamine and acetylcholine (Fig. 6f). 

Taken together, the results establish that amn expression in KC is required for the PKA 

activation that sustains memory formation and/or consolidation, consistent with an adenylate 

cyclase-activating function40.  
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Discussion 

Here, we show using inducible inhibition of amn expression that AMN peptide is 

specifically required in adult MB α/β neurons for MTM and LTM. We further show that it is 

required for the PKA dynamics underlying coincidence detection for MTM and LTM in the 

vertical lobes, thus demonstrating the role of amn in cAMP signaling. 

amn was initially proposed as involved in olfactory memory in DPM neurons20. However, 

acute ubiquitous amn expression in the adult was unable to rescue memory phenotypes of 

amnX8 flies23, suggesting that amn expression is required in DPM neurons during a 

developmental stage. Keene et al.21 analyzed DPM morphology in amn1, amnex1 and amnex39 

mutant fly brains using c316 to drive GFP expression in DPM neurons, and concluded that 

amn is not essential for DPM targeting to the MB during development. Here, we show that 

although arborization onto the MB is still visible in flies expressing amn-RNAi1 in DPM 

neurons, their abnormal DPM cell body and axon morphology indicates that amn expression 

in DPM neurons is required to achieve normal DPM development.  

Strikingly, while constitutive expression of amn-RNAi in DPM neurons mimics memory 

deficits described for amn mutants, amn inhibition restricted to adult DPM neurons does not 

induce any memory impairment. The absence of a memory phenotype using conditional 

RNAi does not demonstrate that the target gene is not involved in memory processes, as we 

cannot rule out that conditional RNAi expression does not drive sufficient inhibition of the 

target gene expression to generate a loss-of-function phenotype. However, several lines of 

evidence suggest that amn expression is efficiently inhibited in adult DPM neurons: 1) each 

of the two distinct amn-RNAi constructs used here induces memory deficits when acutely 

expressed in the adult MB, 2) to achieve amn inhibition in adult DPM neurons, two distinct 

DPM drivers were used after up to 5 days of GAL4-induction, and 3) one of these specific 

drivers has been previously shown to generate strong memory deficits upon RNAi-mediated 
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silencing (Turrel et al., 2016). Taken together, the data is compelling evidence that amn 

expression in DPM neurons is required for a developmental stage of these neurons, and not 

during adulthood for memory processes. 

Genes encoding components of the cAMP cascade, rut, dnc and DCO all express in the 

MB whereas amn expression has only previously been reported in DPM neurons20. However, 

analysis of GAL4-expression pattern suggested the presence of a MB enhancer located 

upstream of the amn transcription unit. Indeed our data show that amn is expressed in the 

MB: amn-RNAi expression in the MB leads to reduced level of amn RNA, and conditional 

inhibition of amn expression in the adult MB recapitulates memory phenotypes previously 

reported for amn mutant flies10,22.  Importantly, immediate memory is not affected, showing 

that there is no deficit in acquisition. MTM and LTM are impaired, while MT-ARM and LT-

ARM are normal, which is consistent with a requirement for amn in the α/β neurons known to 

sustain MTM and LTM processes4.  

In agreement with amn requirement in the MB, we show that amn overexpression in α/β 

KC rescues amnX8 memory deficits. These results are in apparent contradiction with a 

previous study showing that restoring AMN expression in the MB of amnX8 flies did not 

restore normal MTM20. However, we also observed a lack of memory rescue when using one 

of the MB drivers that Waddell et al.20 had used, indicating that using distinct drivers to 

achieve AMN expression generates different results. Supporting these observations, several 

reports have previously described similar discrepancies among these MB drivers41-43, perhaps 

reflecting different levels of expression and/or expression in different KC subpopulations. 

Using two DPM-specific drivers we confirm previous data20 showing that the amn memory 

phenotype is rescued by amn overexpression in DPM neurons. We conclude that, strikingly, 

amn memory phenotype is rescued by AMN overexpression in either DPM or KC neurons. 

Therefore, AMN overexpression in DPM neurons is capable of rescuing the functional deficit 
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in the adult MB, suggesting that the peptide, when overexpressed, can act as a paracrine 

signal. Conversely, AMN overexpression in KC during development is able to compensate 

the absence of AMN in DPM neurons. These observations probably reflect the high 

arborization of DPM neurons onto the MB lobes and the presence of a signal peptide 

suggesting that AMN is secreted11.  

The fact that one of AMN peptides is homologous to PACAP has prompted the hypothesis 

that it might activate the adenylate cyclase Rut44,45. Interestingly, studies conducted in the 

drosophila larvae muscle fiber showed that human PACAP is functionally related to AMN 

and that Rut can be activated by application of PACAP40,46. Here, we show that AMN is 

required in the α/β KC for PKA activation, consistently with an adenylate cyclase-activating 

function. PKA activation in the α/β KC sustains memory formation and/or 

consolidation44,47,48, as is the case in mammals49. Thus, like Rut, AMN is necessary for 

coincidence detection in response to dopamine and acetylcholine stimulation9. However, if 

AMN activates Rut, how do we explain that unlike rut mutants, amn mutants show a normal 

immediate memory? Two simple factors could explain this apparent contradiction. First, Rut 

adenylate cyclase may be independently involved in the formation of immediate memory on 

one hand and MTM and LTM on the other. By independently, we mean different neuronal 

subsets within the MB, as previously reported6,50, and possibly different cAMP effectors. 

Second, the fact that AMN plays a role in associative conditioning does not mean AMN-

dependent memory will be built instantly—on the contrary, the notion that AMN peptide 

prolongs Rut activation after coincidence detection fits well with a progressive build-up of 

MTM23. We thus propose that during associative conditioning, AMN is required in α/β 

neurons to boost and sustain the activation of Rut adenylate cyclase, thereby allowing 

prolonged PKA activation and the progressive formation of lasting memory phases like MTM 

(after a single training cycle) and LTM (after spaced training). The strong coincidence 
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detection observed upon dopamine and acetylcholine stimulation in α/β neurons would 

correspond to an AMN-dependent prolonged activation of Rut required to form MTM and 

LTM. The coincidence detection mechanism leading to immediate memory remains to be 

identified. Importantly, AMN expression in the MB restores functional coincidence detection 

in amn-null mutant flies. Taken together, our data suggest that the AMN peptide secreted by 

MB upon conditioning would act autocrine-like to sustain Rut activity in α/β neurons.  

In conclusion, we report here an acute role of AMN via the PKA pathway in the α/β MB 

neurons for memory formation. Our results suggest that AMN released by the MB may 

activate AMN receptors located at KC membranes to retain information over time. 
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Methods 

Drosophila stocks. Drosophila melanogaster wild-type strain Canton Special (CS) and 

mutant flies were raised on standard medium at 18°C in 60% humidity in a 12 h light/dark 

cycle. All strains used for memory experiments were outcrossed to the CS background. amn-

RNAi lines were obtained from the Vienna Drosophila Resource Center (VDRC, amn-RNAi1, 

ID 5606) and from the Bloomington Drosophila Stock Center (Indiana University, amn-

RNAi2, ID 25797). GAL4 drivers used to achieve RNAi expression were VT64246 (VDRC, 

ID 264246) and VT26149 (VDRC, ID 204563) for expression in DPM neurons, 238Y, c747 

and VT30559 (VDRC, ID 206077) for expression in the MB, c739 for expression in α/β 

neurons, VT30604 (VDRC, ID 200228) for expression in α’/β’ neurons, and VT49483 

(VDRC, ID 206419) for expression in γ neurons. To specifically induce RNAi expression in 

adults, we took advantage of the TARGET system28. To achieve RNAi induction, flies were 

kept at 30°C for 3 d before conditioning, and also until memory test for LTM and LT-ARM 

analyses. To specifically block RNAi induction in the MB, MB247-Gal80 (MB-Gal80,51) was 

used. Rescue experiments were conducted with the UAS-amn described in Waddell et al.20. 

 

Behavioral experiments. Flies were trained with classical olfactory aversive conditioning 

protocols as described by Pascual and Preat52. Training and testing were performed at 25°C in 

80% humidity. Conditioning was performed on samples of 25–35 flies aged between 3 and 4 

d with 3-octanol (∼95% purity, Sigma-Aldrich) and 4-methylcyclohexanol (99% purity, 

Sigma-Aldrich) at 0.360 mM and 0.325 mM, respectively. Odors were diluted in paraffin oil 

(VWR International). Memory tests were performed with a T-maze apparatus53. Flies were 

given 1 min to choose between two arms, each delivering a distinct odor. An index was 

calculated as the difference between the numbers of flies in each arm divided by the sum of 

flies in both arms. The average of two reciprocal experiments gave a performance index (PI). 
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For analyses of immediate memory, flies were tested immediately after a single training cycle 

(1-min memory). To assess MTM, flies were submitted to one-cycle training, and memory 

was tested 2 h later. Cold anesthesia was achieved by a 2-min cold shock performed 1 h 

before the test. For LTM analyses, flies were trained with 5 cycles spaced at 15 min rest 

intervals, and tested 24 h later, and for LT-ARM analyses, flies were submitted to five massed 

conditioning cycles and memory was tested 24 h later. For odor avoidance tests after electric 

shock and response to electric shock, flies were treated as described by Pascual and Preat52.  

 

Immuno-histochemistry experiments. VT64246;UAS-mCD8::GFP female flies were 

crossed to amn-RNAi1 males. Brains of female F1 progenies (3-4 days after hatching at 25°C) 

were dissected and fixed for 20 min at room temperature in 4% formaldehyde in PBT (PBS 

containing 1% Triton X-100). Samples were then rinsed three times for 20 min in PBT, 

blocked with 2% bovine serum albumin in PBT for 2 h, and further incubated at 4°C 

overnight with primary antibodies at 1:400 (rabbit anti-GFP, Thermo Fisher Scientific) in the 

blocking solution. Brains were washed three times for 20 min in PBT and then incubated at 

4°C overnight with secondary antibodies at 1:400 (anti-rabbit conjugated to Alexa Fluor 488, 

Thermo Fisher Scientific) in the blocking solution. After three washes (20 min), brains were 

mounted in the Prolong Mounting Medium (Life Technologies) for microscopy analysis. 

Images were acquired with a Nikon A1R confocal microscope. Confocal Z-stacks were 

acquired in 1.5 µm slices and imported into NIH ImageJ for analyses. For axonal length Fiji’s 

plugin Simple Neurite Tracer54 was used in order to determine the trajectory and length of the 

axone along all plans in stack images. For soma volume, we used Fiji’s plugin Volumest55. 

 

Live imaging. Preparation of flies for live imaging was performed as previously described56. 

Untrained flies were removed from culture bottles and glued to a plastic coverslip coated with 
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a thin transparent plastic sheet. The coverslip was then placed on the recording chamber. A 

drop of Drosophila Ringer’s solution was placed over the head (130 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 

mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 36 mM sucrose, 5 mM HEPES-NaOH [pH 7.3]). A small region of 

cuticle was cut away from the top of the head capsule, and tracheas were removed from the 

area. Flies were then placed under a Leica TCS-SP5 microscope and observed with a 25x 

water-immersion objective (NA = 0.95, Leica). Experiments were performed at room 

temperature. Brains were continuously perfused with Drosophila Ringer’s solution. Four 

frames were acquired per minute. Dopamine and acetylcholine were purchased from Sigma-

Aldrich. For AKAR2-FRET experiments, two-photon excitation was obtained with a mode-

locked Ti:sapphire laser (Mai Tai, Spectra Physics) set at 860 nm. The specifications of the 

detection channels were identical to those described in Gervasi et al.9. Scanning and 

acquisition were controlled by LAS AF software (Leica). CFP and YFP images (512 x 512 

pixels) were acquired simultaneously with a line rate of 400 Hz. To analyze calcium response, 

the GCaMP3 probe was excited by the 488 nm line of an argon laser, scanning at a line rate of 

400 Hz. Fluorescence-induced light emission was collected by a photomultiplier in the 505–

555 nm wavelength range. 

 

Image analysis. To obtain FRET ratio time courses, CFP and YFP images at each time point 

were background subtracted (background was evaluated as the mean intensity over a region of 

interest placed in a non-fluorescent part of the brain). YFP and CFP emission intensities for 

each image were then averaged within a region of interest delimited by hand and surrounding 

the α lobes of the MB. These values were used to calculate the yellow/cyan emission ratio, 

which was then normalized to the baseline ratio. The baseline consists in the first 20 time 

points of the acquisition. Drugs were applied just after the 20th time point (300 s), and 

analyses were made from 500 to 700 s of acquisition. Compensation for photobleaching, 
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determined during baseline, was applied for all flies for each experiment. 

 

Statistical analyses. Scores resulting from all genotypes were analyzed using one-way 

ANOVA followed, if significant at p ≤ 0.05, by Newman–Keuls multiple comparisons tests. 

Overall ANOVA p-value is given in the legends along with the value of the corresponding 

Fisher distribution F(x,y), where x is number of degrees of freedom for groups and y is total 

number of degrees of freedom for the distribution. Asterisks on the figure denote the least 

significant of the pairwise post hoc comparisons between the genotype of interest and its 

controls, following the usual nomenclature. For imaging experiments with 2 groups, 

measurements were analyzed using Student’s t tests. All data are displayed as mean ± SEM. 
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Figure 1. Acute inhibition of amn expression in adult DPM neurons does not induce 

memory defects. 

(a) Constitutive expression of amn-RNAi in DPM neurons leads to a 2-h memory deficit. Flies 

expressing amn-RNAi1 or amn-RNAi2 under the control of the constitutive VT64246 driver 

exhibit significantly lower scores than genetic controls (amn-RNAi1: F(2,29) = 6.793, p = 
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0.0041, n = 10; amn-RNAi2: F(2,39) = 7.415, p = 0.0020, n ≥ 13). (b) Constitutive expression 

of amn-RNAi in DPM neurons leads to a LTM deficit. Flies expressing amn-RNAi1 or amn-

RNAi2 under the control of the VT64246 driver exhibit significantly lower scores than genetic 

controls (amn-RNAi1: F(2,34) = 29.67, p < 0.0001, n ≥ 11; amn-RNAi2: F(2,34) = 35.47, p < 

0.0001, n ≥ 11). (c) Immediate memory is not altered by constitutive expression of amn-RNAi 

in DPM neurons. VT64246/amn-RNAi1 and VT64246/amn-RNAi2 flies show similar scores to 

genetic controls (amn-RNAi1: F(2,29) = 0.0003356, p = 0.9997, n = 10; amn-RNAi2: F(2,14) = 

0.7781, p = 0.4811, n = 5). (d,e) To induce RNAi expression, flies were incubated for 3 d at 

30°C prior to conditioning, and also until memory test for LTM analyses. (d) Acute inhibition 

of amn expression in DPM neurons does not impact 2-h memory. amn-RNAi-expressing flies 

show similar scores to genetic controls (amn-RNAi1: F(2,47) = 1.479, p = 0.2388, n = 16; amn-

RNAi2: F(2,46) = 2.906, p = 0.0653, n ≥ 15). (e) Acute inhibition of amn expression in DPM 

neurons does not affect LTM. amn-RNAi-expressing flies show similar scores to genetic 

controls (amn-RNAi1: F(2,24) = 1.693, p = 0.2070, n ≥ 8; amn-RNAi2: F(2,29) = 1.711, p = 

0.1997, n = 10). 
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Figure 2. amn inhibition alters DPM neurons morphology. 

Constitutive expression of amn-RNAi1 in DPM neurons alters their morphology. DPM 

neurons were revealed using anti-GFP staining. (a) A representative brain of each genotype is 

shown. Scale bar is 10 µm. (b) Axon measurements. Axon length between the cell body and 

the major axonal bend (arrow) is reduced in VT64246/mCD8::GFP;amn-RNAi1/+ compared 

to VT64246/mCD8::GFP control flies (t test, **p = 0,0011, n = 12) whereas axon length 

between the bend and the DPM axonal bifurcation point (arrowhead) is increased (t test, **p 

= 0,0074, n = 12). (c) DPM cell body volume is increased in VT64246/mCD8::GFP;amn-

RNAi1/+ compared to VT64246/mCD8::GFP control flies (t test, *p = 0,0405, n = 12). AU 

arbitrary unit. 
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Figure 3. Acute inhibition of amn expression in adult MB neurons leads to memory 

defects. 
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 (a,b) amn inhibition in adult MB neurons induces MTM defects. (a) Flies expressing amn-

RNAi in the adult MB exhibit a 2-h memory deficit (amn-RNAi1: F(2,35) = 7.348, p = 0.0023, n 

= 12; amn-RNAi2: F(2,39) = 27.81, p < 0.0001, n ≥ 13). (b) Non-induced flies display normal 

2-h memory scores (amn-RNAi1: F(2,29) = 0.8215, p = 0.4505, n = 10; amn-RNAi2: F(2,34) = 

1.242, p = 0.3024, n ≥ 11). (c) Where indicated (4°C), flies were submitted to 2-minute cold 

shock 1 h before the memory test. Cold shock treatment induces a memory decrease in control 

flies but not in Gal80ts;238Y/amn-RNAi flies (amn-RNAi1: F(5,75) = 21.99, p < 0.0001, n ≥ 12; 

amn-RNAi2: F(5,71) = 12.98, p < 0.0001, n = 12). (d,e) amn inhibition in adult MB neurons 

induces LTM defects. (d) Gal80ts;238Y/amn-RNAi-induced flies show LTM impairment 

(amn-RNAi1: F(2,24) = 35.70, p < 0.0001, n ≥ 8; amn-RNAi2: F(2,34) = 20.22, p < 0.0001, n ≥ 

11). (e) In the absence of induction, Gal80ts;238Y/amn-RNAi flies show normal LTM (amn-

RNAi1: F(2,29) = 0.3926, p = 0.6791, n = 10; amn-RNAi2: F(2,29) = 0.3627, p = 0.6991, n = 10). 

(f) Immediate memory is not affected by amn inhibition in the adult MB (amn-RNAi1: F(2,23) 

= 0.06009, p = 0.9418, n = 8; amn-RNAi2: F(2,29) = 0.3195, p = 0.7292, n = 10). (g) LT-ARM 

is not affected by amn inhibition in the adult MB (amn-RNAi1: F(2,29) = 0.5645, p = 0.5752, n 

= 10; amn-RNAi2: F(2,46) = 1.709, p = 0.1928, n ≥	
 15). (h) MTM analyses with the 

Gal80ts;VT30559 driver. Gal80ts;VT30559/amn-RNAi1 flies show impaired MTM (F(2,35) = 

9.953, p = 0.0004, n = 12). In absence of induction, Gal80ts;VT30559/amn-RNAi1 flies show 

normal memory (F(2,35) = 2.547, p = 0.936, n = 12). 
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Figure 4. Acute inhibition of amn expression in adult α/β neurons leads to memory 

defects. 

(a,b) amn expression in adult α/β neurons is required for MTM. (a) After induction, 

Gal80ts;c739/amn-RNAi flies show lower MTM scores than genetic controls (amn-RNAi1: 

F(2,29) = 6.600, p = 0.0046, n = 10; amn-RNAi2: F(2,42) = 10.17, p = 0.0003, n ≥ 14). (b) In 

absence of induction, Gal80ts;c739/amn-RNAi flies show normal MTM (amn-RNAi1: F(2,29) = 

0.06366, p = 0.9385, n = 10; amn-RNAi2: F(2,29) = 2.141, p = 0.1371, n = 10). (c,d) amn 

expression in the adult α/β neurons is required for LTM. (c) Gal80ts;c739/amn-RNAi-induced 

flies show LTM deficits (amn-RNAi1: F(2,29) = 16.56, p < 0.0001, n ≥ 9; amn-RNAi2: F(2,29) = 

13.88, p < 0.0001, n = 10). (d) In absence of induction, Gal80ts;c739/amn-RNAi flies show 

normal LTM (amn-RNAi1: F(2,29) = 0.2201, p = 0.8039, n = 10; amn-RNAi2: F(2,29) = 2.450, p 

= 0.1053, n = 10). (e) amn expression is not required in adult α/β neurons for immediate 

memory. Gal80ts;c739/amn-RNAi induced flies show similar scores to genetic controls (amn-

RNAi1: F(2,29) = 0.08728, p = 0.9167, n = 10; amn-RNAi2: F(2,29) = 0.7192, p = 0.4962, n = 

10). (f) amn expression in adult α’/β’ neurons is not required for MTM nor LTM. After 

induction Gal80ts;VT30604/amn-RNAi1 flies show normal MTM (F(2,35) = 1.175, p = 0.3214, 

n = 12) and normal LTM (F(2,38) = 0.6022, p = 0.5530, n = 13). (g) amn expression in adult γ 

neurons is not required for MTM nor LTM. After induction Gal80ts;VT49483/amn-RNAi1 

flies show normal MTM (F(2,35) = 1.463, p = 0.2461, n = 12) and normal LTM (F(2,38) = 

0.8562, p = 0.4332, n = 13). (h) Intersectional analyses. Gal80ts;c739/amn-RNAi1-induced 

flies show MTM and LTM deficits whereas Gal80ts;c739/amn-RNAi1;MB-Gal80-induced 

flies show normal  MTM and LTM  (MTM: F(4,72) = 7.672, p < 0.0001, n ≥ 14; LTM: F(4,59) = 

24.12, p < 0.0001, n = 12). 
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Figure 5. Expression of the wild-type amn gene in either DPM or MB neurons of amnX8 

mutant flies rescues their memory deficits. 

(a,b) amn expression in DPM neurons rescues amnX8 memory defects. (a) MTM analyses. 

amnX8/Y flies expressing amn in DPM neurons with either the VT64246 or the VT26149 driver 

show higher MTM scores than their amnX8/Y genetic controls (VT64246: F(3,57) = 13.79, p < 

0.0001, n ≥ 13; VT26149: F(3,59) = 25.24, p < 0.0001, n = 15). amnX8/Y;VT64246/UAS-amn 

flies show similar MTM scores to normal flies expressing amn in DPM neurons, while 

amnX8/Y;VT26149/UAS-amn flies show slightly lower MTM scores than UAS-amn/VT26149 

control flies. (b) LTM analyses. amnX8/Y flies expressing amn in DPM neurons with either the 
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VT64246 or the VT26149 driver show higher LTM scores than their amnX8/Y genetic controls 

and similar LTM scores to normal flies expressing amn in DPM neurons (VT64246: F(3,48) = 

15.76, p < 0.0001, n ≥ 11; VT26149: F(3,49) = 29.28, p < 0.0001, n ≥ 12).  (c,d) amn expression 

in the MB of amnX8 mutant flies rescues their memory deficits. (c) amnX8/Y flies expressing 

amn in the MB show higher MTM and LTM scores than their amnX8/Y genetic controls and 

similar MTM and LTM scores to wild-type flies expressing amn in the MB (MTM: F(3,39) = 

14.14, p < 0.0001, n = 10; LTM: F(3,39) = 10.94, p < 0.0001, n = 10). (d) amnX8/Y flies 

expressing amn in the α/β KC display higher MTM and LTM scores than their amnX8/Y  

genetic controls and similar MTM and LTM scores to wild-type flies expressing amn in the 

α/β KC (MTM: F(3,59) = 66.52, p < 0.0001, n = 15; LTM: F(3,59) = 53.87, p < 0.0001, n = 15). 

(e) c747 GAL4-driven amn expression does not rescue memory deficits of amnX8 mutant flies. 

amnX8/Y;c747/UAS-amn flies show similar MTM and LTM scores to amnX8/Y genotypes 

(MTM: F(3,39) = 11.83, p < 0.0001, n = 10; LTM: F(3,23) = 4.449, p < 0.0150, n = 6). 
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Figure 6. PKA activation in MB vertical lobes after coincidence detection is abolished in 

amn-deficient flies. 

The PKA AKAR2 FRET probe or the calcium GCaMP3 probe is expressed in the MB with 

the 238Y driver. (a) Bath application of either dopamine (DA, 10 µM) or acetylcholine (Ach, 

10 mM) does not induce PKA activation in vertical lobes. (b) PKA activates upon co-
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stimulation with dopamine and acetylcholine, and amn deficiency prevents coincidence 

detection. Mean FRET ratio changes in the vertical lobe are shown in response to co-

application of dopamine and acetylcholine (F(2,29) = 6.501, p = 0.0050, n = 10). Grouped time-

course of FRET ratios. Graphs were produced using the same data as for the bar graph. Arrow 

indicates time of neurotransmitter application. (c) Dopamine application at high concentration 

induces normal PKA activation in amn-mutant flies. Mean FRET ratio changes in the vertical 

lobe are shown in response to dopamine application (100 µM). amnX8/Y;238Y/+;AKAR2/+ 

and +/Y;238Y/+;AKAR2/amn-RNAi1 flies show similar FRET ratios to 

+/Y;238Y/+;AKAR2/+ control flies (F(2,27) = 0.7385, p = 0.4880, n  = 8). (d) Acetylcholine 

application at high concentration induces normal calcium response in amn-mutant flies. Mean 

ratio changes in vertical lobes are shown in response to acetylcholine application (10 mM). 

amnX8/Y;238Y/+;GCaMP3/+ flies show similar ratios to +/Y;238Y/+; GCaMP3/+ control 

flies (t test, p = 0.9740, n  = 8). (e) Acute inhibition of amn expression in the adult MB 

prevents coincidence detection. Mean FRET ratio changes in the vertical lobe are shown in 

response to co-application of dopamine and acetylcholine (t test, p = 0.0001, n = 8). Grouped 

time-course of FRET ratios. Graphs were produced using the same data as for the bar graph. 

Arrow indicates time of neurotransmitter application. (f) amn expression in the MB of amnX8 

mutant flies restores coincidence detection. Mean FRET ratio changes in the vertical lobe are 

shown in response to paired application of dopamine and acetylcholine (t test, p = 0.0004, n ≥ 

8). Grouped time-course of FRET ratios. Graphs were produced using the same data as for the 

bar graph. Arrow indicates time of neurotransmitter application. 
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Supplementary Figure 1. Analysis of amn expression in DPM neurons
(a) Expression pattern of the two DPM-specific drivers used in this study.  Gal80ts;VT64246/ mCD8::GFP and 
Gal80ts;VT26149/mCD8::GFP flies were  induced for 3 days at 30°C. Dissected brains were used for 
immunostaining (green, mCD8::GFP). (b) Acute inhibition of amn expression in DPM neurons does not impact 
MTM after 5 days of RNAi induction. Gal80ts;VT64246/amn-RNAi1 and Gal80ts;VT26149/amn-RNAi1 flies show 
similar MTM scores to the genetic controls  (Gal80ts;VT64246/amn-RNAi1: F(2,38) = 0.1027, p = 0.9027, n = 8; 

Gal80ts;VT26149/amn-RNAi1: F(2,38) = 2.431, p = 0.1023, n = 8).
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Supplementary Figure 2. Analysis of amn pattern of expression
(a) Schematic localization of the amn transcript with Gal4 insertions (amn651 and amnCHPD), and sequences inserted 
upstream of Gal4 (GMR65A01 and VT64511). Gal4 inserted in a region located at the beginning of the amn coding 
sequence (red box) lead to expression in DPM neurons (amn651, 17 and www.fly-trap.org/html/enhancer/c651/
index.html; and amnCHPD, 17). A short fragment of genomic DNA covering a region upstream of the amn transcript lead 
to Gal4 expression in the MB α/β neurons (GMR65A01, Flybase, http://flweb.janelia.org/cgi-bin/flew.cgi). Similarly, 
the Vienna Tile VT64511 covering a region upstream and at the beginning of the amn transcript leads to Gal4 
expression in the MB α/β neurons (Vienna Drosophila Resource Center, Austria, http://brainbase.imp.ac.at/bbweb/#2?
ent=11&id=10379). (b,c) qPCR analyses of amn expression levels. 238Y and VT30559/amn-RNAi flies were raised at 
25°C before total RNA extraction from 50 female heads using the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Samples were 
reverse-transcribed with oligo(dT)20 primers using the SuperScript III First-Strand kit (Life Technologies) according 
to the manufacturer’s instructions (olido(dT) for amn transcript: Forward: 5'-ACATGCGCAGTTTTTGTTGT-3'; 
Reward: 5'-AACAGTAATACGCAGTGCAACG-3') . Level of the target cDNA was compared against level of α-
Tub84B (CG1913) cDNA, which was used as a reference. Amplification was performed using a LightCycler 480 
(Roche) and the SYBR Green I Master mix (Roche). Reactions were carried out in triplicate. Specificity and size of 
amplification products were assessed by melting curve analyses and agarose gel electrophoresis, respectively. 
Expression relative to reference is expressed as a ratio (2-ΔCp, where Cp is the crossing point). (b) Each bar corresponds 
to 6 measures from 3 independent experiments (F(2,17) = 13.16, p = 0.0005, n = 6). 238Y/amn-RNAi1 and 238Y/amn-
RNAi2 show 33% and 50% decrease in amn mRNA compared to the control 238Y/+. ( c) Each bar corresponds to 8 
measures from 4 independent experiments (F(2,23) = 8.522, p = 0.002, n = 8). VT30559/amn-RNAi1 and VT30559/amn-
RNAi2 show 18% and 30% decrease in amn mRNA compared to the control VT30559/+.
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Supplementary Figure 3. Unspecific RNAi expression does not alter PKA activation in MB α lobe after 
coincidence detection 
The PKA AKAR2 FRET probe is expressed in the MB with the 238Y GAL4-driver. +/Y;238Y/+;AKAR2/CG10460-
RNAi display PKA activation upon co-stimulation with dopamine and acetylcholine similar to control flies. (a) Mean 
FRET ratio changes in the α lobe are shown in response to paired application of dopamine and acetylcholine (t-test, p = 
0.7544, n = 8). (b) Grouped time course of FRET ratios are shown. Graphs were made using the same data as for the 
bar graph. The arrow indicates time of neurotransmitter application.
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Supplementary Tables 

	
  	
  	
  
	
  

Olfactory acuity 
Genotype Shock reactivity Octanol Methylcyclohexanol 
VT64246/+ 71.80 ± 4.36 58.30 ± 2.77 60.50 ± 5.15 
VT64246/amn-RNAi1 65.30 ± 2.87 73.30 ± 4.60 59.80 ± 4.78 
+/amn-RNAi1 69.70 ± 2.83 61.90 ± 4.53 51.20 ± 4.01 
VT64246/+ 69.50 ± 4.11 59.80 ± 4.45 67.70 ± 4.39 
VT64246/amn-RNAi2 67.20 ± 3.65 60.40 ± 3.35 63.60 ± 5.19 
+/amn-RNAi2 74.00 ± 4.39 58.40 ± 5.31 62.20 ± 5.10 
 

Supplementary Table 1. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing amn-

RNAi in DPM neurons 

Data are shown as means ± SEM. VT64246/amn-RNAi1 and VT64246/amn-RNAi2 flies 

exhibit normal shock reactivity (amn-RNAi1: F(2,29) = 0.9378, p = 0.4059, n = 10; amn-

RNAi2: F(2,29) = 0.7252, p = 0.4934, n = 10) and normal olfactory acuity for octanol (amn-

RNAi1: F(2,29) = 3.726, p = 0.0372, n = 10, post-hoc Newman-Keuls test, VT64246/amn-RNAi 

vs VT64246/+ *p < 0.05; amn-RNAi2: F(2,29) = 0.05341, p = 0.9481, n = 10) and 

methylcyclohexanol (amn-RNAi1: F(2,29) = 1.230, p = 0.3081, n = 10; amn-RNAi2: F(2,29) = 

0.3516, p = 0.7067, n = 10). 
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Olfactory acuity 

Genotype Shock reactivity Octanol Methylcyclohexanol 
Gal80ts;238Y/+ 79.75 ± 3.92 75.10 ± 3.79 50.70 ± 0.92 
Gal80ts;238Y/amn-RNAi1  73.13 ± 3.83 70.50 ± 3.09 57.00 ± 4.10 
+/amn-RNAi1 72.00 ± 4.67 73.50 ± 3.62 52.00 ± 1.65 
Gal80ts;238Y/+ 83.70 ± 4.42 53.50 ± 5.43 55.50 ± 6.57 
Gal80ts;238Y/amn-RNAi2 81.20 ± 2.84 58.50 ± 6.82 46.10 ± 4.15 
+/amn-RNAi2 71.40 ± 1.82 44.20 ± 4.59 49.40 ± 2.90 
Gal80ts;VT30559/+ 74.88 ± 5.11 69.38 ± 4.56 66.25 ± 7.01 
Gal80ts;VT30559/amn-RNAi1 77.38 ± 2.10 66.38 ± 3.82 70.88 ± 5.27 
+/amn-RNAi1 77.88 ± 3.74 60.88 ± 3.57 55.00 ± 4.83 
 

Supplementary Table 2. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing amn-

RNAi in adult MB neurons 

Data are shown as means ± SEM. Gal80ts;238Y/amn-RNAi1 and Gal80ts;238Y/amn-RNAi2 

induced flies exhibit normal shock reactivity (amn-RNAi1: F(2,23) = 1.015, p = 0.3795, n = 8; 

amn-RNAi2: F(2,29) = 0.9917, p = 0.3840, n = 10) and normal olfactory acuity for octanol 

(amn-RNAi1: F(2,29) = 0.4422, p = 0.6472, n = 10; amn-RNAi2: F(2,29) = 4.113, p = 0.0276, n = 

10) and methylcyclohexanol (amn-RNAi1: F(2,29) = 1.627, p = 0.2152, n = 10; amn-RNAi2: 

F(2,29) = 1.628, p = 0.2150, n = 10). Gal80ts;VT30559/amn-RNAi1 induced flies exhibit normal 

shock reactivity (F(2,23) = 0.1736, p = 0.8418, n = 8) and normal olfactory acuity for octanol 

(F(2,23) = 1.156, p = 0.3340, n = 8) and methylcyclohexanol (amn-RNAi1: F(2,23) = 1.993, p = 

0.1612, n = 8). 

 
  



 214 

 
	
  	
  
   Olfactory acuity 
Genotype Shock reactivity Octanol Methylcyclohexanol 
Gal80ts;c739/+ 74.25 ± 4.86 52.70 ± 3.82 45.40 ± 3.78 
Gal80ts;c739/amn-RNAi1 78.75 ± 4.46 56.80 ± 4.96 48.30 ± 4.84 
+/amn-RNAi1 70.25 ± 5.36 59.50 ± 6.58 44.50 ± 3.55 
Gal80ts;c739/+ 70.60 ± 5.56 52.20 ± 4.36 48.80 ± 4.67 
Gal80ts;c739/amn-RNAi2 69.10 ± 4.78 57.60 ± 5.12 56.30 ± 3.92 
+/amn-RNAi2 68.50 ± 4.14 60.90 ± 5.19 49.80 ± 5.33 
 
 
Supplementary Table 3. Shock reactivity and olfactory acuity of flies expressing amn-

RNAi in adult α/β neurons 

Data are shown as means ± SEM. Gal80ts;238Y/amn-RNAi1 and Gal80ts;238Y/amn-RNAi2 

induced flies exhibit normal shock reactivity (amn-RNAi1: F(2,23) = 0.7515, p = 0.4839, n = 8; 

amn-RNAi2: F(2,29) = 0.04958, p = 0.9517, n = 10) and normal olfactory acuity for octanol 

(amn-RNAi1: F(2,29) = 0.4266, p = 0.6571, n = 10; n = 10; amn-RNAi2: F(2,29) = 0.7444, p = 

0.4845, n = 10) and methylcyclohexanol (amn-RNAi1: F(2,29) = 0.2355, p = 0.7918, n = 10; 

amn-RNAi2 F(2,29) = 0.7585, p = 0.4781, n = 10).  
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Résultats	
  supplémentaires	
  :	
  sauvetage	
  inductible	
  des	
  mutants	
  amnX8	
  

	
  

Nous	
  avons	
  montré	
  dans	
  cet	
  article	
  que	
  les	
  défauts	
  de	
  MTM	
  et	
  de	
  LTM	
  des	
  mutants	
  amn	
  

pouvaient	
  être	
  sauvés	
  en	
  exprimant	
  constitutivement	
  le	
  gène	
  amn	
  sauvage	
  dans	
  les	
  MB.	
  

D’autres	
  études	
  préalables	
  avaient	
  aussi	
  montré	
  que	
  les	
  phénotypes	
  de	
  mutants	
  nul	
  amn	
  

pouvaient	
  être	
  sauvés	
  par	
  l’expression	
  constitutive	
  du	
  gène	
  amn	
  sauvage.	
  DeZazzo	
  et	
  al.	
  

(1999)	
  avaient	
  pour	
  cela	
  utilisé	
  un	
  Gal4	
  exprimé	
  sous	
  le	
  contrôle	
  du	
  promoteur	
  du	
  gène	
  

amnesiac	
   (le	
  mutant	
   amn28A	
  possède	
  un	
  élément	
  P	
   codant	
  un	
  Gal4,	
   situé	
  dans	
   le	
   gène	
  

amnesiac)	
  alors	
  que	
  Waddell	
  et	
  al.	
  (2000)	
  ont	
  utilisé	
  le	
  driver	
  c316,	
  considéré	
  à	
  l’époque	
  

comme	
  spécifique	
  des	
  neurones	
  DPM,	
  mais	
  marquant	
  aussi	
  d’autres	
  structures	
  dont	
  les	
  

MB	
  (Wu	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Par	
  ailleurs,	
  DeZazzo	
  et	
  al.	
  (1999)	
  avaient	
  aussi	
  essayé	
  de	
  sauver	
  

les	
   défauts	
   de	
   mémoire	
   du	
   mutant	
   amnX8	
   en	
   exprimant	
   le	
   gène	
   amn	
   sauvage	
   chez	
  

l’adulte.	
  Pour	
  cela,	
  les	
  auteurs	
  ont	
  utilisé	
  une	
  séquence	
  promotrice	
  hsp	
  activée	
  par	
  une	
  

augmentation	
  drastique	
  de	
  la	
  température.	
  Les	
  auteurs	
  n’ont	
  pu	
  observer	
  de	
  sauvetage	
  

du	
  défaut	
  de	
  MTM,	
  ce	
  qui	
  les	
  a	
  amenés	
  à	
  poser	
  l’hypothèse	
  que	
  le	
  défaut	
  de	
  mémoire	
  des	
  

mutants	
  amnesiac	
  serait	
  en	
  fait	
  la	
  cause	
  d’un	
  défaut	
  de	
  développement.	
  

Nous	
   avons	
   voulu	
  déterminer	
   s’il	
   était	
   possible	
  de	
   sauver	
   le	
  défaut	
  de	
  mémoire	
  du	
  

mutant	
   amnX8	
   en	
   restaurant	
   l’expression	
   du	
   gène	
   amnesiac	
   spécifiquement	
   dans	
   les	
  

neurones	
   α/β	
   adultes.	
   De	
   manière	
   similaire	
   au	
   résultat	
   observé	
   par	
   DeZazzo	
   et	
   al.	
  

(1999),	
  nous	
  n’avons	
  pas	
  pu	
  observer	
  de	
  sauvetage	
  des	
  mâles	
  amnX8/Y	
  par	
  l’expression	
  

dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  adultes	
  du	
  gène	
  amnesiac	
  (Figure	
  42).	
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Figure	
  42	
  :	
  L’expression	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  adultes	
  d’amnesiac	
  ne	
  permet	
  pas	
  de	
  sauver	
  le	
  

défaut	
  de	
  MTM	
  des	
  mâles	
  amnX8/Y.	
  	
  

Les	
   drosophiles	
   amnX8/Y;Gal80ts/+;c739/UAS-­‐amn	
   présentent	
   une	
   MTM	
   similaire	
   à	
   celle	
   de	
   leurs	
  

contrôles	
   amnX8/Y	
   (F(3,48)	
   =	
   15.74,	
   p	
   <	
   0.0001,	
   n	
   ≥	
   12)	
   et	
   inférieure	
   à	
   celle	
   des	
   drosophiles	
   sauvages	
  

exprimant	
   amnesiac	
  dans	
   les	
   neurones	
  α/β	
   (test	
   post-­‐hoc	
  Newman-­‐Keuls,	
  amnX8/Y;Gal80ts/+;c739/UAS-­

amn	
  vs	
  Gal80ts/+;c739/UAS-­amn	
  ***p	
  <	
  0.001).	
  	
  

	
  

Contrairement	
   à	
   eux	
   des	
   mâles	
   amnX8/Y,	
   les	
   défauts	
   de	
   MTM	
   et	
   de	
   LTM	
   des	
  

drosophiles	
   femelles	
   amnX8/+	
   sont	
   sauvés	
   par	
   l’expression	
   d’amnesiac	
   dans	
   les	
  

neurones	
  α/β	
  chez	
  l’adulte	
  (Figure	
  43).	
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Figure	
  43	
  :	
  L’expression	
  d’amnesiac	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  adultes	
  permet	
  de	
  sauver	
  le	
  défaut	
  de	
  

MTM	
  et	
  de	
  LTM	
  des	
  femelles	
  amnX8/+.	
  	
  

A.	
  Les	
  drosophiles	
  amnX8/+	
  exprimant	
  amn	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  adultes	
  présentent	
  des	
  scores	
  de	
  MTM	
  

plus	
   élevés	
   que	
   leurs	
   contrôles	
   génétiques	
   amnX8/+,	
   et	
   des	
   scores	
   similaires	
   à	
   ceux	
   des	
   drosophiles	
  

sauvages	
  exprimant	
  amn	
  dans	
   les	
  neurones	
  α/β	
   (F(3,55)	
   =	
  12.38,	
  p	
   <	
  0.0001,	
  n	
   =	
  14).	
   Sans	
   induction,	
   les	
  

drosophiles	
  amnX8/+;Gal80ts/+;c739/UAS-­amn	
   présentent	
   des	
   scores	
   de	
  MTM	
   similaires	
   à	
   ceux	
   de	
   leurs	
  

contrôles	
   génétiques	
  amnX8/+	
   (F(3,31)	
   =	
   5.876,	
  p	
   =	
   0.0030,	
  n	
   =	
   8).	
   B.	
   Les	
   drosophiles	
  amnX8/+	
   exprimant	
  

amn	
   dans	
   les	
   neurones	
   α/β	
   adultes	
   présentent	
   des	
   scores	
   de	
   LTM	
   plus	
   élevés	
   que	
   leurs	
   contrôles	
  

génétiques	
   amnX8/+	
   et	
   des	
   scores	
   similaires	
   à	
   ceux	
   des	
   drosophiles	
   sauvages	
   exprimant	
   amn	
   dans	
   les	
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neurones	
   α/β	
   (F(3,39)	
   =	
   12.89,	
   p	
   <	
   0.0001,	
   n	
   =	
   10).	
   Sans	
   induction,	
   les	
   drosophiles	
  

amnX8/+;Gal80ts/+;c739/UAS-­amn	
   présentent	
   des	
   scores	
   de	
   LTM	
   similaires	
   à	
   ceux	
   de	
   leurs	
   contrôles	
  

génétiques	
  amnX8/+	
  (F(3,39)	
  =	
  4.901,	
  p	
  =	
  0.0059,	
  n	
  =	
  10).	
  

	
  

L’absence	
   de	
   sauvetage	
   des	
  mâles	
   hémizygotes	
   amnX8/Y	
   peut	
   aisément	
   s’expliquer	
  

par	
   la	
   présence	
   de	
   défauts	
   de	
   développement	
   des	
   neurones	
  DPM	
   (observés	
   et	
   décrits	
  

dans	
  notre	
  article).	
  En	
  effet,	
  de	
   tels	
  défauts	
  ne	
  pourraient	
  être	
  sauvés	
  par	
   l’expression	
  

d’amn	
  chez	
  l’adulte	
  dans	
  les	
  MB.	
  En	
  conclusion	
  il	
  y	
  aurait	
  deux	
  causes	
  aux	
  phénotypes	
  de	
  

mémoire	
   observés	
   chez	
   des	
   mouches	
   amnX8/Y	
  :	
   un	
   défaut	
   de	
   développement	
   des	
  

neurones	
  DPM	
  qui	
  sont	
  requis	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  et	
  de	
  la	
  LTM,	
  et	
  un	
  défaut	
  

fonctionnel	
  dû	
  à	
  l’absence	
  d’amnesiac	
  dans	
  les	
  MB	
  adultes.	
  	
  

Le	
   sauvetage	
   observé	
   lorsque	
   le	
   gène	
   amn	
   est	
   exprimé	
   dans	
   les	
   MB	
   de	
   femelles	
  

hétérozygotes	
  amnX8/+	
  adultes	
  pourrait	
  s’expliquer	
  de	
  la	
  manière	
  suivante	
  :	
  

-­‐	
  La	
  présence	
  de	
  50%	
  de	
  protéine	
  amn	
  chez	
  les	
  mouches	
  amnX8/+,	
  par	
  rapport	
  à	
  un	
  

génotype	
  sauvage,	
  pourrait	
  être	
  suffisante	
  pour	
  un	
  développement	
  normal	
  des	
  neurones	
  

DPM,	
  comme	
  cela	
  a	
  pu	
  être	
  observé	
  avec	
  des	
  drosophiles	
  Appld/+,	
  hétérozygotes	
  pour	
  la	
  

délétion	
  du	
  gène	
  APPL	
  (Soldano	
  et	
  al.,	
  2013).	
  	
  

-­‐	
  En	
  revanche,	
  la	
  réduction	
  de	
  50%	
  du	
  niveau	
  de	
  protéine	
  amn	
  serait	
  délétère	
  pour	
  

la	
  mémoire.	
   Ainsi,	
   l’expression	
   du	
   gène	
   amnesiac	
   dans	
   les	
  MB	
   adultes	
   permettrait	
   de	
  

restaurer	
  une	
  mémoire	
  normale.	
  	
  

	
  

	
   MB	
   DPM	
  

amnX8/Y	
  
Défaut	
  détection	
  de	
  

coïncidence	
   Défaut	
  de	
  développement	
  

amnX8/Y;UAS-­amn	
  
constitutif	
  

Sauvetage	
  détection	
  de	
  
coïncidence	
   Sauvetage	
  développement	
  

amnX8/Y;UAS-­amn	
  
inductible	
  

Sauvetage	
  détection	
  de	
  
coïncidence	
  ?	
   Pas	
  de	
  sauvetage	
  ?	
  

amnX8/+	
  
Défaut	
  détection	
  de	
  

coïncidence	
   Développement	
  normal	
  

amnX8/+;UAS-­amn	
  
constitutif	
  

Sauvetage	
  détection	
  de	
  
coïncidence	
   Développement	
  normal	
  

amnX8/+;UAS-­amn	
  
inductible	
  

Sauvetage	
  détection	
  de	
  
coïncidence	
   Développement	
  normal	
  

Tableau	
  4	
  :	
  Tableau	
  récapitulatif	
  des	
  phénotypes	
  observés	
  dans	
  les	
  MB	
  et	
  les	
  neurones	
  DPM	
  lors	
  

des	
  sauvetages	
  des	
  mutants	
  amnX8/Y	
  et	
  amnX8/+	
  par	
  l’expression	
  d’amn.	
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En	
  conclusion,	
  nous	
  proposons	
  que	
  les	
  défauts	
  de	
  mémoire	
  observés	
  chez	
  les	
  mouches	
  

amnX8/Y	
  proviennent	
   à	
   la	
   fois	
   d’un	
  défaut	
   de	
   développement,	
   a	
  minima	
  des	
   neurones	
  

DPM,	
  possiblement	
  dus	
   au	
  peptide	
  homologue	
  à	
   la	
  GH,	
   et	
   d’un	
  défaut	
  de	
  détection	
  de	
  

coïncidence,	
  causé	
  par	
  l’absence	
  d’amn	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  chez	
  l’adulte	
  (Tableau	
  1).	
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Discussion	
  

I.	
  Rôle	
  des	
  néprilysines	
  dans	
  la	
  mémoire	
  

Nous	
  avons	
  montré	
  que	
  les	
  4	
  néprilysines	
  exprimées	
  dans	
  le	
  cerveau	
  jouent	
  un	
  rôle	
  dans	
  

la	
  MTM	
  et	
  la	
  LTM	
  (Figure	
  44).	
  L’expression	
  de	
  Nep1	
  est	
  requise	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  

des	
  MB	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  et	
  de	
  la	
  LTM.	
  Les	
  trois	
  autres	
  néprilysines,	
  Nep2,	
  3	
  

et	
  4,	
  semblent	
  avoir	
  un	
  rôle	
  dans	
   la	
   formation	
  de	
   la	
  LTM	
  dans	
  ces	
  neurones	
  mais	
  avec	
  

une	
   fonction	
   redondante.	
   Dans	
   les	
   neurones	
   DPM,	
   les	
   4	
   néprilysines	
   sont	
   impliquées	
  

dans	
   la	
  MTM,	
   alors	
   que	
   pour	
   la	
   LTM,	
   nous	
   n’avons	
   pu	
  montrer	
   l’implication	
   que	
   des	
  

Nep1,	
  3	
  et	
  4.	
  

	
  

	
  

Figure	
  44	
  :	
  Schéma	
  du	
  rôle	
  des	
  Nep1-­4	
  dans	
  la	
  MTM	
  et	
  la	
  LTM	
  à	
  partir	
  des	
  résultats	
  obtenus.	
  	
  

Pour	
   la	
   formation	
  de	
   la	
  MTM,	
  Nep1	
  est	
  requise	
  dans	
   les	
  MB	
  (indiqués	
  en	
  bleu)	
  et	
   les	
  DPM	
  (indiqués	
  en	
  

rouge),	
  alors	
  que	
  les	
  Nep2,	
  3	
  et	
  4	
  ne	
  semblent	
  requises	
  que	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  Pour	
  la	
  formation	
  de	
  

la	
  LTM	
  :	
  dans	
  les	
  MB,	
  Nep1	
  est	
  essentielle	
  alors	
  que	
  Nep2,	
  Nep3	
  et	
  Nep4	
  ont	
  une	
  fonction	
  redondante	
  ;	
  et	
  

dans	
  les	
  neurones	
  DPM,	
  Nep1,	
  3	
  et	
  4	
  sont	
  requises.	
  

	
  

1)	
  Localisation	
  des	
  néprilysines	
  à	
  la	
  synapse	
  

Nos	
  résultats	
  soulignent	
  les	
  liens	
  fonctionnels	
  entre	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB	
  pour	
  la	
  

formation	
  de	
  la	
  mémoire.	
  Une	
  hypothèse	
  a	
  été	
  proposé	
  pour	
  expliquer	
  la	
  fonction	
  de	
  ces	
  

liens	
  :	
  les	
  interactions	
  entre	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB	
  permettraient	
  la	
  mise	
  en	
  place	
  

d’une	
   boucle	
   de	
   régulation	
   qui	
   serait	
   responsable	
   de	
   la	
   maintenance	
   de	
   l’activité	
  

électrique	
  nécessaire	
  à	
   la	
   formation	
  de	
   la	
  MTM	
  (Keene	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Les	
   lobes	
  des	
  MB,	
  

sites	
   de	
   projection	
   des	
   neurones	
   DPM,	
   sont	
   constitués	
   des	
   axones	
   des	
   cellules	
   de	
  

Kenyon,	
   et	
   devraient	
   donc	
   être	
   présynaptiques.	
   Néanmoins,	
   il	
   a	
   été	
   montré	
   qu’ils	
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pouvaient	
  recevoir	
  des	
  informations	
  d’autres	
  neurones,	
  ce	
  qui	
  indique	
  que	
  des	
  synapses	
  

postsynaptiques	
  y	
  sont	
  aussi	
  présentes	
  (Keene	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Pitman	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Wu	
  et	
  al.,	
  

2013;	
  Haynes	
  et	
  al.,	
  2015).	
  Concernant	
   les	
  neurones	
  DPM,	
   il	
  a	
  déjà	
  été	
  montré	
  que	
   les	
  

projections	
   sur	
   les	
   MB	
   sont	
   des	
   neurites	
   qui	
   peuvent	
   recevoir	
   et	
   transmettre	
   des	
  

informations	
   (Keene	
  et	
  al.,	
  2006;	
  Wu	
  et	
  al.,	
  2013;	
  Haynes	
  et	
  al.,	
  2015).	
  En	
  revanche,	
   il	
  

n’est	
   pas	
   connu	
   si	
   ces	
   neurites	
   sont	
   spécialisés	
  :	
   par	
   exemple	
   si	
   les	
   synapses	
   pré-­‐	
   ou	
  

postsynaptiques	
  sont	
  concentrées	
  au	
  niveau	
  d’un	
  lobe	
  en	
  particulier	
  ou	
  si	
   les	
  synapses	
  

pré-­‐	
  et	
  postsynaptiques	
  sont	
  localisées	
  aléatoirement.	
  

Il	
  serait	
  donc	
  intéressant	
  de	
  déterminer	
  si	
  le	
  rôle	
  des	
  néprilysines	
  est	
  présynaptique	
  

ou	
   postsynaptique.	
   En	
   effet,	
   chez	
   les	
   mammifères,	
   la	
   littérature	
   rapporte	
   des	
  

informations	
   contradictoires	
   sur	
   la	
   localisation	
   des	
   néprilysines	
  :	
   pour	
   certains,	
   elles	
  

sont	
   présynaptiques	
   (Iwata	
   et	
   al.,	
   2002;	
   Baranello	
   et	
   al.,	
   2015),	
   pour	
   d’autres	
  

postsynaptiques	
  (Lasher	
  et	
  al.,	
  1990)	
  ou	
  enfin	
  les	
  deux	
  (Barnes	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Turner	
  et	
  al.,	
  

2001;	
  Nalivaeva	
  et	
  al.,	
  2012b).	
  Etant	
  donné	
  que	
  les	
  néprilysines	
  sont	
  détectées	
  dans	
  des	
  

vésicules	
  synaptiques	
  (Kakiya	
  et	
  al.,	
  2012),	
  il	
  est	
  aussi	
  possible	
  que	
  ces	
  vésicules	
  soient	
  

véhiculées	
  à	
   la	
  membrane	
  pour	
  augmenter	
   la	
  quantité	
  de	
  néprilysines	
  disponibles	
   lors	
  

de	
  l’activation	
  d’une	
  synapse	
  présynaptique.	
  	
  

	
  

2)	
  Importance	
  de	
  la	
  dégradation	
  de	
  neuropeptides	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  mémoire	
  

Les	
   résultats	
   obtenus	
   indiquent	
   la	
   nécessité	
   de	
   la	
   dégradation	
   de	
   neuropeptides	
  

impliqués	
  dans	
  la	
  mémoire	
  dans	
  le	
  milieu	
  extracellulaire.	
  Ces	
  neuropeptides	
  pourraient	
  

provenir	
  des	
  MB	
  eux-­‐mêmes	
  ou	
  des	
  nombreuses	
  afférences	
  à	
  ces	
  neurones,	
  et	
  agir	
  sur	
  

les	
   MB	
   ou	
   des	
   neurones	
   adjacents.	
   Les	
   DPM	
   pourraient	
   jouer	
   un	
   rôle	
   en	
   arrêtant	
  

l’activation	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  nécessaires	
  à	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  et	
  de	
  la	
  LTM,	
  

et	
   en	
   dégradant	
   les	
   neuropeptides	
   présents	
   près	
   des	
   lobes	
   des	
   MB.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
  

montré	
   que	
   la	
   suractivité	
   d’une	
   voie	
   de	
   signalisation	
  produisait	
   un	
   effet	
   négatif	
   et/ou	
  

inverse	
  (Arundine	
  and	
  Tymianski,	
  2003;	
  Mittal	
  et	
  al.,	
  2009;	
  Rodriguez-­‐Rodriguez	
  et	
  al.,	
  

2013;	
  Bertacchini	
  et	
  al.,	
  2015).	
  	
  

De	
   nombreux	
   peptides	
   pourraient	
   être	
   clivés	
   par	
   les	
   néprilysines	
  :	
   amnesiac,	
   PDF,	
  

sNPF,	
   dNPF,	
   peptides	
   amyloïdes…	
   Ces	
   cibles	
   pourraient	
   soit	
   être	
   dégradées,	
   pour	
  

stopper	
  de	
  l’activation	
  d’une	
  voie	
  de	
  signalisation,	
  soit	
  clivées	
  pour	
  produire	
  une	
  forme	
  

active	
  ou	
  une	
  forme	
  ayant	
  une	
  affinité	
  spécifique	
  pour	
  un	
  type	
  de	
  récepteur	
  (Gourlet	
  et	
  

al.,	
   1997),	
   ce	
   qui	
   permettrait	
   d’activer	
   spécifiquement	
   une	
   voie	
   de	
   signalisation.	
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Déterminer	
   chez	
   la	
   drosophile	
   la	
   ou	
   les	
   cibles	
   de	
   chaque	
   néprilysine	
   serait	
  

particulièrement	
   important	
   pour	
   une	
   meilleure	
   compréhension	
   des	
   mécanismes	
  

moléculaires	
   et	
   des	
   voies	
   de	
   signalisation	
   impliqués	
   dans	
   la	
   formation	
   des	
   formes	
   de	
  

mémoires	
  labiles.	
  Dans	
  cette	
  optique,	
  nous	
  allons	
  mettre	
  en	
  place	
  en	
  collaboration	
  avec	
  

une	
  plateforme	
  de	
  protéomique	
  (Plateforme	
  Protéomique	
  structurale	
  et	
  fonctionnelle	
  /	
  

Spectrométrie	
   de	
   masse	
   de	
   l’Institut	
   Jacques-­‐Monod)	
   pour	
   essayer	
   de	
   déterminer	
  

quelles	
  pourraient	
  être	
  les	
  cibles	
  des	
  néprilysines	
  :	
  les	
  peptides	
  présents	
  en	
  plus	
  grande	
  

quantité	
   dans	
   les	
   cerveaux	
   de	
   drosophiles	
   exprimant	
   un	
   RNAi	
   contre	
   l’une	
   des	
  

néprilysines	
  que	
  dans	
   les	
  cerveaux	
  de	
  drosophiles	
  contrôles	
  pourraient	
  être	
  des	
  cibles	
  

potentielles.	
  

	
  

3)	
  Rôle	
  de	
  Nep1	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  :	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  dAβ	
  

Dans	
   notre	
   2e	
   article,	
   nous	
   avons	
   montré	
   l’existence	
   d’une	
   interaction	
   fonctionnelle	
  

entre	
  Nep1	
  et	
  les	
  peptides	
  dAβ	
  artificiels	
  et	
  endogènes	
  exprimés	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  	
  

L’interaction	
   que	
   nous	
   avons	
   mise	
   en	
   évidence	
   avec	
   la	
   co-­‐surexpression	
   de	
   la	
   β-­‐

sécrétase	
   dBACE	
   et	
   d’APPL,	
   permettant	
   l’augmentation	
   de	
   la	
   production	
   des	
   peptides	
  

endogènes	
   (Carmine-­‐Simmen	
   et	
   al.,	
   2009),	
   est	
   similaire	
   à	
   celle	
   observée	
   avec	
  

l’expression	
  ectopique	
  du	
  peptide	
  dAβ.	
  Ainsi	
  nos	
  résultats	
  montrent	
  que	
  Nep1	
  interagit	
  

avec	
  les	
  peptides	
  dAβ	
  endogènes,	
  produits	
  par	
  la	
  drosophile	
  à	
  partir	
  de	
  leur	
  précurseur,	
  

suggérant	
  que	
  cette	
  interaction	
  fonctionnelle	
  est	
  physiologique.	
  	
  

Notre	
  étude	
  montre	
  que	
  cette	
  interaction	
  est	
  dépendante	
  de	
  l’activité	
  catalytique	
  de	
  

Nep1,	
  ce	
  qui	
  conforte	
  l’hypothèse	
  selon	
  laquelle	
  Nep1	
  dégrade	
  les	
  peptides	
  dAβ	
  et	
  que	
  

cette	
  dégradation	
  est	
  importante	
  pour	
  la	
  mémoire.	
  Jusqu’à	
  présent,	
  à	
  part	
  dans	
  le	
  cas	
  où	
  

dBACE	
   et	
   APPL	
   sont	
   surexprimés,	
   il	
   n’a	
   jamais	
   été	
   possible	
   d’établir	
   la	
   présence	
   de	
  

peptides	
  Aβ	
  chez	
  la	
  drosophile.	
  Il	
  est	
  donc	
  probable	
  que	
  les	
  peptides	
  Aβ	
  soient	
  présents	
  

à	
  de	
   très	
   faibles	
   concentrations,	
   et	
   qu’ils	
   puissent	
   jouer	
  un	
   rôle	
  physiologique	
  dans	
   la	
  

mémoire	
   chez	
   la	
   drosophile,	
   comme	
   cela	
   a	
   été	
   suggéré	
   chez	
   les	
  mammifères	
   (Garcia-­‐

Osta	
  and	
  Alberini,	
  2009;	
  Puzzo	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Cela	
   indiquerait	
  que	
   le	
  rôle	
  physiologique	
  

des	
  peptides	
  Aβ	
  est	
  conservé	
  entre	
  les	
  espèces.	
  

En	
  effet,	
  chez	
  les	
  mammifères,	
  Aβ	
  est	
  produit	
  physiologiquement	
  dans	
  des	
  cerveaux	
  

sains	
   lors	
   de	
   l’activité	
   neuronale,	
   et	
   est	
   nécessaire	
   pour	
   la	
   plasticité	
   synaptique	
   et	
   la	
  

mémoire.	
  Il	
  a	
  été	
  suggéré	
  que	
  l’altération	
  de	
  la	
  boucle	
  de	
  régulation	
  négative	
  entre	
  Aβ	
  et	
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son/ses	
   récepteurs	
  physiologiques	
  pourrait	
   jouer	
  un	
  rôle	
  dans	
   la	
  maladie	
  d’Alzheimer	
  

(Puzzo	
   et	
   al.,	
   2015)	
  :	
   lorsque	
   les	
   peptides	
   Aβ	
   n’arrivent	
   pas	
   à	
   exercer	
   leurs	
   fonctions	
  

physiologiques,	
  un	
  mécanisme	
  de	
  régulation	
  se	
  met	
  en	
  place	
  et	
  induit	
  une	
  augmentation	
  

compensatoire	
  de	
  leur	
  production,	
  provoquant	
  une	
  accumulation	
  anormale	
  qui	
  mène	
  à	
  

une	
  dysfonction	
  synaptique	
  et	
  des	
  troubles	
  de	
  la	
  mémoire.	
  C’est	
  ce	
  que	
  nous	
  observons	
  

en	
  forçant	
  la	
  production	
  des	
  peptides	
  endogènes	
  dAβ,	
  en	
  surexprimant	
  APPL	
  et	
  dBACE,	
  

ainsi	
  qu’en	
  exprimant	
  des	
  peptides	
  dAβ	
  ectopiques	
  :	
  dans	
  les	
  deux	
  cas,	
  une	
  accumulation	
  

de	
  ces	
  peptides	
  provoque	
  des	
  défauts	
  de	
  mémoire.	
  De	
  plus,	
   l’expression	
  ectopique	
  des	
  

peptides	
  dAβ	
  dans	
   les	
  neurones	
  DPM	
  ne	
  provoque	
  pas	
  de	
  défaut	
  de	
  MTM	
  alors	
  que	
   la	
  

surexpression	
   d’APPL	
   et	
   de	
   dBACE	
   en	
   cause	
   un.	
   Ce	
   résultat	
   montre	
   que	
   le	
   niveau	
  

d’expression	
  des	
  peptides	
  artificiels	
  est	
  probablement	
  plus	
   faible	
  que	
  celui	
  atteint	
   lors	
  

de	
   la	
  surexpression	
  d’APPL	
  et	
  dBACE.	
  Si	
   l’expression	
  ectopiques	
  de	
  peptides	
  dAβ	
  n’est	
  

pas	
   suffisamment	
   importante	
   pour	
   provoquer	
   un	
   défaut	
   de	
   MTM,	
   cela	
   renforce	
  

l’hypothèse	
   d’un	
   seuil	
   de	
   la	
   quantité	
   de	
   dAβ	
   au	
   dessus	
   duquel	
   ces	
   peptides	
   cessent	
  

d’exercer	
   leur	
   rôle	
   physiologique	
  :	
   une	
   faible	
   augmentation	
   ne	
   provoquerait	
   pas	
  

l’activation	
  du	
  mécanisme	
  de	
  régulation,	
  alors	
  qu’une	
  plus	
  forte	
  la	
  provoquerait.	
  

Il	
  est	
  particulièrement	
  intéressant	
  de	
  noter	
  que	
  l’interaction	
  fonctionnelle	
  entre	
  Nep1	
  

et	
  dAβ	
  n’est	
  visible	
  qu’avec	
  la	
  Nep1	
  exprimée	
  par	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  En	
  effet,	
  Nep1	
  étant	
  

strictement	
  membranaire,	
  on	
  peut	
  supposer	
  que	
  seule	
  la	
  Nep1	
  présente	
  à	
  la	
  membrane	
  

des	
  neurones	
  DPM	
  est	
  impliquée	
  dans	
  cette	
  interaction.	
  Selon	
  cette	
  hypothèse,	
  la	
  Nep1	
  

présente	
  à	
   la	
  membrane	
  des	
  neurones	
  DPM	
  au	
  niveau	
  des	
  synapses	
  MB/DPM	
  pourrait	
  

dégrader	
  des	
  peptides	
  amyloïdes	
  provenant	
  de	
  l’un	
  ou	
  l’autre,	
  ou	
  les	
  deux	
  structures.	
  Le	
  

fait	
   que	
   l’interaction	
   entre	
   Nep1	
   et	
   les	
   peptides	
   dAβ	
   n’ait	
   pu	
   être	
   mise	
   en	
   évidence	
  

lorsque	
   l’expression	
  de	
  Nep1	
  et	
  des	
  peptides	
  dAβ	
  est	
  modulée	
  dans	
   les	
  MB,	
  peut	
  aussi	
  

poser	
   la	
   question	
   de	
   la	
   localisation	
   de	
   Nep1	
   dans	
   ces	
   neurones.	
   En	
   effet,	
   il	
   a	
   été	
  

démontré	
  que	
  Nep1	
  est	
  exprimée	
  dans	
   les	
  MB	
  grâce	
  à	
  des	
  expériences	
  d’in	
  situ	
   et	
  aux	
  

résultats	
  obtenus	
  dans	
  notre	
  1er	
  article	
  (Sitnik	
  et	
  al.,	
  2014;	
  Turrel	
  et	
  al.,	
  2016)	
  mais	
  il	
  n’a	
  

pas	
   pu	
   être	
   montré	
   dans	
   quel	
   compartiment	
   elle	
   est	
   localisée.	
   Les	
   peptides	
   dAβ	
  

endogènes	
  et	
  artificiels	
  exprimés	
  dans	
  les	
  MB	
  sont	
  probablement	
  sécrétés	
  aux	
  synapses	
  

présentes	
  au	
  niveau	
  des	
  lobes	
  des	
  MB.	
  Si	
  Nep1	
  est	
  exprimée	
  dans	
  les	
  dendrites	
  des	
  MB	
  

ou	
  dans	
   le	
  pédoncule,	
  alors	
   il	
  est	
  possible	
  qu’elle	
  ne	
  puisse	
   interagir	
  avec	
   les	
  peptides	
  

dAβ	
  (Figure	
  45).	
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Figure	
  45	
  :	
  Schéma	
  illustrant	
  l’hypothèse	
  selon	
  laquelle	
  la	
  Nep1	
  des	
  MB	
  ne	
  pourrait	
  interagir	
  avec	
  

dAβ	
  à	
  cause	
  de	
  sa	
  localisation.	
  	
  

La	
  Nep1	
  exprimée	
  par	
  les	
  neurones	
  DPM	
  serait	
  à	
  la	
  synapse	
  MB/DPM	
  et	
  pourrait	
  y	
  dégrader	
  les	
  peptides	
  

dAβ	
  présents,	
  alors	
  que	
  la	
  Nep1	
  exprimée	
  par	
  les	
  MB	
  serait	
  adressée	
  à	
  une	
  autre	
  localisation	
  (dendrites,	
  

soma…)	
  ce	
  qui	
  empêcherait	
  son	
  interaction	
  avec	
  les	
  peptides	
  amyloïdes.	
  

	
  

II.	
  Amnesiac	
  

1)	
  Rôle	
  d’AMN	
  au	
  cours	
  du	
  développement	
  des	
  neurones	
  DPM	
  

Depuis	
   2000,	
   il	
   est	
   établi	
   que	
   le	
   gène	
   amnesiac	
   est	
   exprimé	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM	
  

(Waddell	
   et	
   al.,	
   2000).	
   L’activation	
   des	
   neurones	
   DPM	
   provoquerait	
   la	
   sécrétion	
   du	
  

neuropeptide	
  amn	
  par	
  ces	
  mêmes	
  neurones,	
  permettant	
  ainsi	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  et	
  

de	
   la	
   LTM	
   via	
   l’activation	
   des	
   MB.	
   Dans	
   notre	
   article	
   nous	
   remettons	
   en	
   cause	
   ces	
  

résultats.	
   	
   En	
   utilisant	
   des	
  RNAi	
   et	
   des	
   pilotes	
   d’expression	
   spécifiques	
   et	
   inductibles,	
  

nous	
  montrons	
   que	
   l’expression	
  d’amn	
  dans	
   les	
   neurones	
  DPM	
  adultes	
  ne	
   semble	
   pas	
  

requise	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  mémoire	
  :	
  	
  

1)	
   L’expression	
   constitutive	
   de	
   deux	
   RNAi	
   distincts	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM	
  

provoque	
  des	
  défauts	
  de	
  MTM	
  et	
  de	
  LTM.	
   	
  En	
  revanche,	
   l’expression	
  de	
  ces	
  RNAi	
  dans	
  

les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  ne	
  permet	
  d’altérer	
  ni	
  la	
  MTM	
  ni	
  la	
  LTM.	
  	
  

2)	
  Deux	
  pilotes	
  d’expression	
  distincts	
  des	
  neurones	
  DPM	
  ont	
  été	
  utilisés.	
  Alors	
  que	
  

l’un	
  de	
  ces	
  pilotes	
  	
  montre	
  une	
  bonne	
  efficacité	
  après	
  3	
  jours	
  d’induction	
  (Turrel	
  et	
  al.,	
  

2016),	
  nous	
  n’observons	
  pas	
  de	
  phénotype,	
  y	
  compris	
  après	
  5	
  jours	
  d’induction.	
  

3)	
  Nos	
  résultats	
  confirment	
  que	
  s’il	
  est	
  possible	
  de	
  sauver	
  les	
  défauts	
  de	
  mémoire	
  

des	
  mutants	
  nuls	
  amn	
  avec	
  une	
  expression	
  constitutive	
  du	
  gène	
  sauvage	
  amn,	
  il	
  n’est	
  pas	
  

possible	
  d’observer	
  un	
  sauvetage	
  avec	
  une	
  expression	
  limitée	
  à	
  l’adulte.	
  	
  

DPM

MB

APPL

dAβ

Nep1
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L’ensemble	
   de	
   ces	
   données	
   suggère	
   fortement	
   la	
   présence	
   de	
   défauts	
   de	
  

développement	
  chez	
  les	
  mutants	
  amn.	
  De	
  fait,	
  en	
  exprimant	
  constitutivement	
  un	
  RNAi-­‐

amn	
  et	
  une	
  GFP	
  membranaire	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM,	
  nous	
  avons	
  observé	
  des	
  défauts	
  

de	
   développement	
   des	
   neurones	
   DPM	
   chez	
   l’adulte	
   (Figure	
   46).	
   Keene	
   et	
   al.	
   (2004)	
  

avaient	
  conclu	
  qu’amn	
  n’était	
  pas	
  essentiel	
  pour	
  un	
  adressage	
  correct	
  des	
  neurites	
  des	
  

neurones	
  DPM	
  vers	
  les	
  lobes	
  des	
  MB,	
  et	
  que	
  par	
  conséquent,	
  le	
  défaut	
  de	
  mémoire	
  des	
  

mutants	
  amn	
  n’était	
  pas	
  dû	
  à	
  un	
  défaut	
  majeur	
  de	
  développement	
  des	
  neurones	
  DPM.	
  

Néanmoins,	
   lorsque	
   l’on	
   observe	
   attentivement	
   la	
  morphologie	
   des	
   neurones	
  DPM	
  de	
  

mutants	
   nuls	
   présentés	
   dans	
   leur	
   article	
   (Figure	
   1	
   A	
   et	
   B),	
   on	
   constate	
   les	
   mêmes	
  

caractéristiques	
  que	
  celles	
  observées	
  lors	
  de	
  notre	
  étude.	
  	
  

Il	
   est	
   intéressant	
   de	
   remarquer	
   que	
   les	
   défauts	
   de	
  mémoire	
   des	
  mutants	
   amnX8/+,	
  

exprimant	
  50%	
  du	
  niveau	
  normal	
  d’amnesiac,	
  peuvent	
  être	
  sauvés	
  par	
  une	
  expression	
  

inductible	
   du	
   gène	
   sauvage	
   amnesiac.	
   Cela	
   laisserait	
   à	
   penser	
   que	
   ces	
   mutants	
  

expriment	
   un	
   niveau	
   d’amn	
   suffisant	
   pour	
   assurer	
   un	
   développement	
   normal	
   des	
  

neurones	
  DPM,	
  sans	
  que	
  ce	
  niveau	
  soit	
  suffisant	
  pour	
  assurer	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  et	
  

la	
  LTM	
  (Figure	
  46).	
  Le	
  seuil	
  d’expression	
  d’amn	
  permettant	
  un	
  développement	
  correct	
  

des	
   neurones	
   DPM	
   serait	
   donc	
   plus	
   bas	
   que	
   celui	
   permettant	
   la	
   formation	
   de	
   la	
  

mémoire.	
  	
  

	
  

	
  

	
  

Figure	
  46	
  :	
  Schéma	
  récapitulatif	
  du	
  rôle	
  d’amnesiac	
  chez	
  des	
  drosophiles	
  sauvages	
  (WT)	
  et	
  des	
  

mutants	
  hémizygotes	
  (amnX8/Y)	
  ou	
  hétérozygotes	
  (amnX8/+)	
  pour	
  amnesiac.	
  	
  

Chez	
  les	
  WT,	
  pendant	
  le	
  développement,	
  AMN	
  est	
  sécrété	
  par	
  les	
  neurones	
  DPM	
  (flèche	
  rouge)	
  et	
  permet	
  

leur	
  développement	
  normal,	
  alors	
  que	
  chez	
   l’adulte,	
  AMN	
  est	
  sécrété	
  par	
   les	
  MB	
  (flèche	
  bleue)	
  et	
  active	
  

DPM

MB

DPM

MB

DPM

MB

+

+
AC

WT

amn
X8

amn   /+X8

DPM

MB

DPM

MB

amn
X8

amn   /+X8

+

-

-

-

DPM

MB

DPM

MB

amn
X8

amn   /+X8

+

-

-

-



 228 

l’Adénylate	
  Cyclase	
  (AC)	
  rutabaga	
  requise	
  pour	
  la	
  détection	
  de	
  coïncidence	
  permettant	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  

MTM.	
  Chez	
  les	
  mutants	
  nuls	
  amnX8,	
  l’absence	
  d’amn	
  provoque	
  un	
  défaut	
  de	
  développement	
  des	
  neurones	
  

DPM	
  et	
  la	
  perte	
  de	
  la	
  détection	
  de	
  coïncidence	
  chez	
  l’adulte.	
  Chez	
  les	
  mutants	
  hétérozygotes	
  amnX8/+,	
  la	
  

quantité	
   résiduelle	
  d’AMN	
  est	
   suffisante	
  pour	
   le	
  bon	
  développement	
  des	
  neurones	
  DPM,	
  mais	
  pas	
  pour	
  

assurer	
  la	
  détection	
  de	
  coïncidence	
  dans	
  les	
  MB	
  adultes.	
  

	
  

Etant	
   donné	
   que	
   l’expression	
   constitutive	
   d’un	
   RNAi	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM	
  

provoque	
   des	
   défauts	
   de	
   mémoire	
   (Figure	
   47),	
   on	
   peut	
   supposer	
   que	
   les	
   défauts	
  

morphologiques	
   empêchent	
   le	
   fonctionnement	
   normal	
   des	
   neurones	
   DPM,	
   et	
   donc	
   la	
  

formation	
  des	
  types	
  de	
  mémoire	
  qui	
  en	
  dépendent.	
  En	
  effet,	
  l’expression	
  du	
  RNAi	
  dans	
  

les	
   neurones	
   DPM	
   ne	
   devrait	
   pas	
   empêcher	
   l’activation	
   de	
   l’AC	
   dans	
   les	
   MB	
   par	
  

l’amnesiac	
   sécrété	
   par	
   les	
   MB	
  :	
   si	
   seule	
   l’activation	
   de	
   l’AC	
   était	
   requise	
   pour	
   la	
  

formation	
   de	
   la	
   mémoire,	
   alors	
   les	
   drosophiles	
   exprimant	
   ce	
   RNAi	
   constitutivement	
  

dans	
   les	
  neurones	
  DPM	
  devraient	
   avoir	
  une	
  mémoire	
  normale,	
   ce	
  qui	
  n’est	
  pas	
   le	
   cas.	
  

Pour	
   analyser	
   si	
   l’expression	
   constitutive	
   du	
   RNAi	
   dans	
   les	
   neurones	
   DPM	
   bloque	
  

l’activation	
   de	
   l’AC,	
   il	
   serait	
   possible	
   d’étudier	
   la	
   détection	
   de	
   coïncidence	
   chez	
   des	
  

mutants	
   amnX8/Y	
   exprimant	
   amnesiac	
   dans	
   les	
  MB	
   adultes.	
   Chez	
   ces	
   drosophiles,	
   les	
  

neurones	
  DPM	
  présenteront	
   un	
  défaut	
   de	
  développement	
   et	
   les	
  MB	
   sécrèteront	
  AMN.	
  

Nous	
  avons	
  montré	
  que	
  ces	
  drosophiles	
  présentent	
  un	
  défaut	
  de	
  mémoire	
  (Figure	
  49C).	
  

Si	
  ces	
  drosophiles	
  ne	
  font	
  pas	
  de	
  détection	
  de	
  coïncidence,	
  cela	
  montrerait	
  que	
  le	
  défaut	
  

de	
  développement	
  des	
  neurones	
  DPM	
  est	
  suffisant	
  pour	
  empêcher	
  la	
  formation	
  normale	
  

de	
  la	
  mémoire,	
  même	
  lorsque	
  l’AC	
  est	
  activée	
  normalement	
  dans	
  les	
  MB.	
  

	
  

	
  

Figure	
  47	
  :	
  Schéma	
  récapitulatif	
  des	
  phénotypes	
  observés	
  lors	
  de	
  l’expression	
  constitutive	
  d’un	
  

RNAi-­amn	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  	
  

L’expression	
  constitutive	
  d’un	
  RNAi-­‐amn	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  provoque	
  des	
  défauts	
  de	
  développement	
  

qui	
  empêchent	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM,	
  malgré	
  le	
  fait	
  qu’amnesiac	
  soit	
  correctement	
  exprimé	
  dans	
  les	
  MB.	
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L’expression	
  d’un	
  RNAi-­‐amn	
  dans	
   les	
   neurones	
  DPM	
  adultes	
   ne	
  provoquant	
   pas	
  de	
  

défaut	
  de	
  mémoire	
  (Figure	
  48),	
  il	
  est	
  possible	
  qu’amnesiac	
  ne	
  soit	
  pas	
  être	
  exprimé	
  dans	
  

les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  et	
  ne	
  soit	
  requis	
  que	
  pour	
  le	
  développement.	
  Pour	
  notre	
  part,	
  

nous	
   n’avons	
   pas	
   pu	
   observer	
   d’implication	
   d’amnesiac	
   dans	
   la	
   mémoire	
   dans	
   les	
  

neurones	
  DPM	
  adultes,	
  y	
  compris	
  après	
  5	
  jours	
  d’induction	
  du	
  RNAi.	
  

Le	
   gène	
   amn	
   codant	
   pour	
   un	
   prépropeptide	
   contenant	
   3	
   peptides	
   putatifs,	
   une	
  

fonction	
  dans	
  le	
  développement	
  synaptique	
  pourrait	
  aussi	
  bien	
  être	
  due	
  au	
  1er	
  peptide	
  

homologue	
  de	
  la	
  GHRH	
  	
  qu’au	
  2nd	
  homologue	
  à	
  PACAP:	
  en	
  effet,	
  chez	
  les	
  mammifères	
  les	
  

deux	
   peptides	
   ont	
   été	
   impliqués	
   dans	
   le	
   développement,	
   la	
   neurogénèse	
   et	
   la	
  

différenciation	
  neuronale	
  (pour	
  revue,	
  Watanabe	
  et	
  al.,	
  2007	
  pour	
  PACAP	
  ;	
  Moretti	
  et	
  al.,	
  

2002;	
  Kiaris	
  et	
  al.,	
  2011	
  pour	
  la	
  GHRH).	
  	
  

Il	
  est	
  intéressant	
  de	
  noter	
  que	
  les	
  défauts	
  morphologiques	
  des	
  neurones	
  DPM	
  chez	
  les	
  

mutants	
  amn	
  ne	
  provoquent	
  pas	
  de	
  défaut	
  d’apprentissage	
  ni	
  de	
  ARM	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  2011)	
  	
  

alors	
   qu’ils	
   semblent	
   avoir	
   un	
   impact	
   sur	
   la	
   formation	
  de	
   la	
  MTM	
  et	
   de	
   la	
   LTM.	
   Cette	
  

observation	
   pousserait	
   à	
   penser	
   que	
   les	
   neurones	
   DPM	
   ne	
   sont	
   pas	
   impliqués	
   dans	
  

l’apprentissage	
  et	
   la	
  ARM,	
  ce	
  qui	
  est	
  contradictoire	
  avec	
  les	
  résultats	
  indiquant	
  que	
  les	
  

DPM	
  sécrèteraient	
  de	
  la	
  sérotonine	
  nécessaire	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  ARM	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  

2011).	
  Néanmoins	
  il	
  est	
  aussi	
  possible	
  que	
  les	
  défauts	
  de	
  développement	
  des	
  neurones	
  

DPM	
  soient	
  qualitativement	
  ou	
  quantitativement	
  de	
  nature	
  à	
  empêcher	
  la	
  formation	
  de	
  

la	
  MTM	
  et	
  de	
  la	
  LTM,	
  mais	
  pas	
  celle	
  de	
  la	
  ARM.	
  	
  

	
  

2)	
  Rôle	
  d’AMN	
  dans	
  les	
  MB	
  pour	
  la	
  mémoire	
  chez	
  l’adulte	
  

Si	
  nous	
  pensons	
  que	
  l’expression	
  d’amn	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  n’est	
  pas	
  requise	
  

pour	
   la	
   mémoire,	
   nous	
   avons	
   en	
   revanche	
   démontré	
   que	
   son	
   expression	
   est	
   requise	
  

pour	
  la	
  MTM	
  et	
  la	
  LTM	
  chez	
  l’adulte	
  dans	
  les	
  neurones	
  α/β	
  des	
  MB	
  (Figure	
  48).	
  L’AMN	
  

sécrété	
  par	
  les	
  neurones	
  α/β	
  semble	
  jouer	
  un	
  rôle	
  autocrine	
  en	
  activant	
  le	
  lobe	
  α	
  pour	
  

maintenir	
  l’activation	
  de	
  l’Adénylate	
  Cyclase	
  (AC)	
  rutabaga	
  responsable	
  de	
  la	
  détection	
  

de	
  coïncidence	
  permettant	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM.	
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Figure	
  48	
  :	
  Schéma	
  récapitulatif	
  des	
  phénotypes	
  observés	
  lors	
  de	
  l’expression	
  d’un	
  RNAi	
  inductible	
  

dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  ou	
  dans	
  les	
  MB.	
  	
  

L’expression	
  d’un	
  RNAi-­‐amn	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  ne	
  provoque	
  pas	
  de	
  phénotype	
  de	
  mémoire.	
  

Par	
  conséquent,	
  soit	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  n’expriment	
  pas	
  amnesiac,	
  soit	
  cette	
  expression	
  n’est	
  pas	
  

requise	
  pour	
   la	
  mémoire.	
  L’expression	
  d’un	
  RNAi-­‐amn	
  dans	
   les	
  MB	
  adultes	
  empêche	
   l’activation	
  de	
   l’AC	
  

requise	
  pour	
  lors	
  de	
  la	
  détection	
  de	
  coïncidence.	
  

	
  

En	
  conclusion,	
   l’ensemble	
  de	
  nos	
  résultats	
  contredisent	
  ceux	
  publiés	
  par	
  S.	
  Waddell	
  

(Waddell	
  et	
  al.,	
  2000).	
  D’une	
  part	
  l’expression	
  d’amn	
  est	
  requise	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  

à	
  minima	
  	
  pour	
   le	
  développement	
  de	
  ces	
  neurones,	
  et	
  d’autre	
  part,	
   l’expression	
  d’amn	
  

dans	
   les	
   MB	
   est	
   requise	
   pour	
   la	
   mémoire.	
   Nous	
   avons	
   ainsi	
   cherché	
   à	
   analyser	
  

l’expression	
  d’amn	
  dans	
  les	
  MB	
  par	
  plusieurs	
  approches	
  :	
  	
  

1)	
   Des	
   expériences	
   d’hybridation	
   in	
   situ	
   réalisées	
   par	
   Noé	
   Testa	
   au	
   laboratoire	
  

n’ont	
  pas	
  été	
  concluantes.	
  	
  

2)	
   Par	
   des	
   approches	
   d’anticorps	
   spécifiques.	
   A	
   ce	
   jour	
   un	
   seul	
   anticorps	
   dirigé	
  

contre	
  amn	
  a	
  été	
  publié	
  (Waddell	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Malgré	
  nos	
  demandes,	
  nous	
  n’avons	
  pas	
  

reçu	
   cet	
   anticorps.	
   De	
   plus,	
   ayant	
   été	
   produit	
   il	
   y	
   a	
   17	
   ans,	
   il	
   est	
   possible	
   que	
   cet	
  

anticorps	
  ne	
  soit	
  plus	
  fonctionnel.	
  Nous	
  avons	
  donc	
  tenté	
  de	
  faire	
  produire	
  des	
  anticorps	
  

dirigés	
   contre	
   les	
   deuxième	
   et	
   	
   troisième	
   neuropeptides	
   contenus	
   dans	
   amnesiac	
  

(Pineda-­‐Anticorps-­‐Service,	
   Berlin).	
   Malheureusement,	
   ces	
   anticorps	
   polyclonaux	
   de	
  

lapin	
  n’ont	
  pas	
  permis	
  de	
  mettre	
  en	
  évidence	
  la	
  protéine	
  AMN	
  ni	
  en	
  Western	
  Blot,	
  ni	
  par	
  

des	
  expériences	
  de	
  marquage	
  de	
  cerveaux	
  in	
  toto.	
  	
  

3)	
  Noé	
  Testa	
  a	
  utilisé	
  la	
  technique	
  de	
  CRISPR-­‐Cas9	
  pour	
  introduire	
  une	
  séquence	
  

codant	
  3	
  tag	
  HA	
  à	
  l’extrémité	
  C-­‐terminale	
  du	
  prépropeptide	
  amnesiac.	
  Les	
  expériences	
  

de	
  marquage	
  de	
  cerveaux	
  in	
  toto	
  avec	
  un	
  anticorps	
  anti-­‐HA	
  sont	
  en	
  cours.	
  Les	
  résultats	
  

préliminaires	
   indiquent	
  un	
  marquage	
  plus	
   fort	
  au	
  niveau	
  des	
  calices	
  chez	
   les	
  cerveaux	
  

de	
  la	
  lignée	
  HA.	
  	
  	
  

DPM

MB

DPM

MB

RNAi inductible dans les DPM
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+
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DPM

MB
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4)	
   Enfin,	
   nous	
   avons	
   quantifié	
   les	
   RNA-­‐amn	
   dans	
   des	
   têtes	
   de	
   drosophile	
  

exprimant	
   l’un	
  ou	
   l’autre	
  des	
  RNAi	
  spécifiques	
  d’amn	
  sous	
   le	
  contrôle	
  de	
  deux	
  drivers	
  

des	
  MB.	
  	
  Nos	
  résultats	
  montrent	
  	
  que	
  l’expression	
  des	
  RNAi	
  dans	
  les	
  MB	
  provoque	
  une	
  

diminution	
  de	
  l’expression	
  d’amnesiac.	
  	
  

Ainsi,	
  l’ensemble	
  de	
  nos	
  résultats	
  démontre	
  qu’amn	
  est	
  exprimé	
  dans	
  les	
  MB,	
  et	
  que	
  

cette	
  expression	
  est	
  requise	
  pour	
  la	
  mémoire.	
  	
  

	
  

Nos	
   expériences	
   de	
   sauvetage	
   montrent	
   que	
   les	
   défauts	
   de	
   MTM	
   et	
   de	
   LTM	
   d’un	
  

mutant	
  nul	
  amn	
  sont	
  sauvés	
  par	
  l’expression	
  constitutive	
  d’amnesiac	
  aussi	
  bien	
  dans	
  les	
  

MB	
  que	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  (Figure	
  49A	
  et	
  B).	
  Par	
  conséquent,	
  on	
  peut	
  supposer	
  que	
  

la	
  surexpression	
  d’amnesiac	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  permet	
  non	
  seulement	
  de	
  restaurer	
  

un	
  développement	
  normal	
  de	
  ces	
  neurones,	
  mais	
  aussi	
  de	
  restaurer	
  l’activation	
  de	
  l’AC	
  

dans	
  les	
  MB	
  chez	
  l’adulte.	
  Réciproquement,	
   la	
  surexpression	
  du	
  gène	
  amn	
  dans	
  les	
  MB	
  

d’un	
  mutant	
  nul	
  permet	
  de	
  restaurer	
  une	
  activité	
  normale	
  de	
  l’AC	
  pour	
  la	
  détection	
  de	
  

coïncidence,	
  et	
  également	
  le	
  développement	
  normal	
  des	
  neurones	
  DPM.	
  Nous	
  concluons	
  

que	
   le	
   fait	
   qu’amnesiac	
   soit	
   sécrété	
   lui	
   permet,	
   lorsqu’il	
   est	
   surexprimé,	
   d’agir	
   sur	
   les	
  

deux	
   structures	
  :	
   sa	
   surproduction	
   dans	
   une	
   structure	
   peut	
   pallier	
   à	
   l’absence	
   de	
   sa	
  

synthèse	
  dans	
  une	
  autre	
  structure,	
  et	
  ainsi	
  remplir	
  son	
  rôle	
  dans	
  cette	
  structure.	
  	
  

L’expression	
  d’amnesiac	
  uniquement	
  dans	
  les	
  MB	
  adultes	
  ne	
  permet	
  pas	
  de	
  sauver	
  le	
  

défaut	
  de	
  mémoire	
  du	
  mutant	
  amnX8.	
  Ce	
  résultat	
  était	
  attendu	
  du	
   fait	
  que	
   l’expression	
  

chez	
   l’adulte	
   ne	
   peut	
   sauver	
   le	
   défaut	
   de	
   développement	
   des	
   neurones	
   DPM	
   (Figure	
  

49C).	
  En	
  revanche,	
  les	
  femelles	
  hétérozygotes	
  amnX8/+	
  qui	
  n’ont,	
  a	
  priori,	
  pas	
  de	
  défaut	
  

de	
  développement	
  des	
  neurones	
  DPM,	
   présentent	
   des	
  défauts	
   de	
  MTM	
  et	
   de	
   LTM	
  qui	
  

peuvent	
  être	
  sauvés	
  par	
  l’expression	
  d’amnesiac	
  dans	
  les	
  MB	
  chez	
  l’adulte	
  (Figure	
  49D),	
  

indiquant	
   ainsi	
   que	
   le	
   développement	
   normal	
   des	
   neurones	
  DPM	
   aurait	
   aussi	
   un	
   rôle	
  

dans	
  la	
  maintenance	
  de	
  l’activité	
  des	
  MB	
  nécessaire	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM.	
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Figure	
  49	
  :	
  Schéma	
  récapitulatif	
  des	
  phénotypes	
  de	
  sauvetage	
  du	
  mutant	
  amnX8	
  observés.	
  	
  

A-­B.	
  L’expression	
  constitutive	
  d’amnesiac,	
  soit	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  soit	
  dans	
  les	
  MB,	
  dans	
  un	
  mutant	
  

nul,	
   permet	
   de	
   sauver	
   à	
   la	
   fois	
   le	
   défaut	
   de	
   développement	
   des	
   neurones	
   DPM	
   et	
   la	
   détection	
   de	
  

coïncidence	
  dans	
  les	
  MB	
  adultes.	
  C.	
  L’expression	
  d’amnesiac	
  dans	
  les	
  MB	
  adultes	
  dans	
  un	
  mutant	
  nul	
  ne	
  

permet	
   pas	
   de	
   sauver	
   le	
   défaut	
   de	
  MTM	
   causé	
   par	
   un	
   défaut	
   de	
   développement	
   des	
   neurones	
   DPM.	
   Il	
  

serait	
   important	
   de	
   vérifier	
   si	
   la	
   détection	
   de	
   coïncidence	
   est,	
   elle,	
   sauvée	
   dans	
   les	
   MB	
   adultes	
   D.	
  

L’expression	
  d’amnesiac	
  dans	
   les	
  MB	
  adultes	
  dans	
  un	
  mutant	
  amnX8/+,	
  ayant	
  un	
  développement	
  normal	
  

des	
  neurones	
  DPM,	
  permet	
  de	
  sauver	
  la	
  détection	
  de	
  coïncidence	
  et	
  le	
  défaut	
  de	
  MTM.	
  

	
  

En	
   conclusion	
   notre	
   étude	
   a	
   permis	
   de	
   révéler	
   un	
   double	
   rôle	
   d’amnesiac	
   pour	
   la	
  

mémoire	
  :	
   dans	
   les	
   MB	
   adultes	
   pour	
   la	
   détection	
   de	
   coïncidence,	
   et	
   dans	
   le	
  

développement	
  des	
  neurones	
  DPM	
  qui	
   sont	
  également	
   requis	
  pour	
   la	
  mémoire,	
   ce	
  qui	
  

rend	
  l’étude	
  de	
  ce	
  gène	
  extrêmement	
  complexe.	
  

	
  

3)	
  Pour	
  l’instant	
  aucun	
  récepteur	
  n’a	
  été	
  identifié	
  pour	
  amnesiac	
  

Le	
  récepteur	
  d’amnesiac	
  n’a	
  pas	
  été	
  identifié	
  chez	
  la	
  drosophile.	
  Il	
  est	
  possible	
  qu’il	
  y	
  ait	
  

en	
  réalité	
  plusieurs	
  récepteurs	
  puis	
  qu’amnesiac	
  est	
  composé	
  de	
  3	
  peptides	
  putatifs.	
  On	
  

ignore	
   encore	
   lequel,	
   ou	
   lesquels,	
   est	
   impliqué	
  dans	
   la	
  mémoire	
  mais	
   le	
   neuropeptide	
  

homologue	
   de	
   PACAP	
   est	
   le	
   candidat	
   le	
   plus	
   probable,	
   vu	
   nos	
   résultats	
   concernant	
   la	
  

détection	
   de	
   coïncidence	
   et	
   l’implication	
   de	
   PACAP	
   dans	
   l’activation	
   de	
   l’AC	
   chez	
   les	
  

mammifères.	
   En	
   se	
   basant	
   sur	
   les	
   observations	
   faites	
   chez	
   les	
  mammifères,	
   plusieurs	
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récepteurs	
   putatifs	
   pourraient	
   être	
   attribués	
   à	
   amn.	
   En	
   effet,	
   PACAP,	
   GHRH	
   et	
   VIP,	
  

descendant	
  du	
  même	
  gène	
   ancestral	
   par	
  des	
   évènements	
  de	
  duplication,	
   se	
   fixent	
   sur	
  

des	
  récepteurs	
  communs	
  ayant	
  des	
  affinités	
  différentes	
  pour	
  chaque	
  peptide.	
  PACAP	
  se	
  

lie	
  principalement	
  au	
  récepteur	
  PAC1,	
  ainsi	
  qu’à	
  VPAC1	
  et	
  VPAC2	
  qui	
  ont	
  une	
  affinité	
  plus	
  

forte	
  pour	
  VIP	
  que	
  pour	
  PACAP.	
  La	
  GHRH	
  peut	
  aussi	
  se	
  lier	
  à	
  VPAC1	
  et	
  VPAC2,	
  avec	
  une	
  

affinité	
  plus	
  faible	
  que	
  PACAP,	
  et	
  possède	
  aussi	
  son	
  propre	
  récepteur,	
  GHRH-­‐R.	
  Chez	
  la	
  

drosophile,	
   plusieurs	
   gènes	
   possédant	
   des	
   similitudes	
   avec	
   ces	
   récepteurs	
   ont	
   été	
  

identifiés	
  :	
  PDF-­‐R,	
  hector	
  (Li	
  et	
  al.,	
  2011),	
  Dh44R1	
  et	
  R2	
  et	
  Dh31-­‐R.	
  Tous	
  ces	
  gènes	
  codent	
  

des	
  GPCR	
  qui	
  permettent	
  d’activer	
  la	
  PKA,	
  la	
  PLC	
  ou	
  les	
  MAPK.	
  Le	
  ligand	
  pour	
  hector	
  est	
  

encore	
   inconnu,	
   Dh44-­‐R1,	
   -­‐R2	
   et	
   Dh31-­‐R	
   sont	
   des	
   récepteurs	
   d’hormones	
   diurétiques,	
  

Dh44	
  et	
  Dh31	
  respectivement	
  (Cabrero	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Johnson	
  et	
  al.,	
  2005),	
  et	
  PDF-­‐R	
  est	
  le	
  

principal	
  récepteur	
  du	
  PDF,	
  qui	
  possède	
  de	
  nombreuses	
  similitudes	
  fonctionnelles	
  avec	
  

le	
  peptide	
  VIP	
  (Mertens	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

	
  

III.	
   Un	
   possible	
   circuit	
   pour	
   la	
  MTM	
   et	
   la	
   LTM	
   entre	
   les	
   neurones	
  

DPM	
  et	
  les	
  MB	
  impliquant	
  les	
  néprilysines,	
  APPL	
  et	
  AMN	
  

1)	
  Nouvelle	
  hypothèse	
   concernant	
   les	
   interactions	
  entre	
   les	
  neurones	
  DPM	
  et	
   les	
  

MB	
  

La	
   principale	
   hypothèse	
   retenue	
   pour	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   MTM	
   et	
   de	
   la	
   LTM	
   est	
  

l’existence	
  d’une	
  boucle	
  de	
  régulation	
  positive	
  entre	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB	
  :	
  les	
  MB	
  

seraient	
   activés	
   lors	
   de	
   l’arrivée	
   conjointe	
   des	
   signaux	
   de	
   l’odeur	
   et	
   des	
   chocs	
  

électriques,	
   et	
   activeraient	
   à	
   leur	
   tour	
   les	
   neurones	
  DPM	
  qui	
   sécrèteraient	
   AMN	
  pour	
  

maintenir	
   l’excitation	
   des	
   MB	
   nécessaire	
   à	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   mémoire.	
   Néanmoins	
  

plusieurs	
   observations	
   vont	
   à	
   l’encontre	
   de	
   cette	
   hypothèse.	
   En	
   1er	
   lieu,	
   Haynes	
   et	
  

collègues	
   (2015)	
   ont	
   montré	
   que	
   les	
   neurones	
   DPM	
   sont	
   inhibiteurs,	
   et	
   non	
   pas	
  

excitateurs	
   comme	
   il	
   avait	
   toujours	
   été	
   supposé,	
   et	
   sécrètent	
   du	
   GABA	
   et	
   de	
   la	
  

sérotonine	
   (5HT)	
   sur	
   les	
   lobes	
   des	
   MB.	
   La	
   5HT	
   se	
   lierait	
   à	
   des	
   récepteurs	
   5HT1A-­‐R	
  

inhibiteurs	
  et	
  permettrait	
   la	
   formation	
  de	
   la	
  ARM	
  (Lee	
  et	
  al.,	
  2011)	
  alors	
  que	
   le	
  GABA	
  

diminuerait	
   l’activité	
  des	
  MB.	
  En	
  2nd	
   lieu,	
  nous	
  avons	
  pu	
  montrer	
  que	
  AMN	
  est	
   requis	
  

pour	
  la	
  mémoire	
  chez	
  les	
  drosophiles	
  adultes	
  dans	
  les	
  MB	
  et	
  non	
  pas	
  dans	
  les	
  neurones	
  



 234 

DPM.	
  Enfin,	
  il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  les	
  jonctions	
  gap	
  existant	
  entre	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  APL	
  

(Antero	
   Paired	
   Lateral)	
   une	
   paire	
   de	
   neurones	
   GABAergiques	
   et	
   octopaminergiques	
  

innervant	
  largement	
  les	
  lobes	
  des	
  MB,	
  permettraient	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  (Wu	
  et	
  al.,	
  

2011).	
   En	
   revanche,	
   l’activation	
   des	
   APL	
   permet	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   MT-­‐ARM	
   via	
   la	
  

sécrétion	
   d’octopamine	
   (Wu	
   et	
   al.,	
   2013),	
   laissant	
   penser	
   que	
   les	
   jonctions	
   gap	
  

permettraient	
   de	
   diminuer	
   l’action	
   des	
   neurones	
   DPM	
   et	
   APL	
   pour	
   permettre	
   la	
  

formation	
  de	
  la	
  mémoire	
  labile.	
  	
  

A	
   partir	
   de	
   ces	
   observations,	
   l’hypothèse	
   d’une	
   boucle	
   de	
   régulation	
   positive	
   entre	
  

DPM	
  et	
  MB	
  semble	
  peu	
  probable.	
  Il	
  est	
  en	
  revanche	
  possible	
  qu’il	
  s’agisse	
  d’une	
  boucle	
  

de	
   régulation	
   négative	
   pour	
   limiter	
   l’excitotoxicité	
   au	
   niveau	
   des	
   MB	
   résultant	
   de	
   la	
  

maintenance	
  de	
   l’activité	
  électrique	
  nécessaire	
  à	
   la	
   formation	
  et	
   la	
   consolidation	
  de	
   la	
  

mémoire	
  labile.	
  	
  	
  

	
  

2)	
  Rôles	
  possibles	
  d’APPL	
  comme	
  liaison	
  entre	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB	
  

Nous	
  avons	
  pu	
  montrer	
  que	
  l’expression	
  d’un	
  RNAi-­‐Appl	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes	
  

provoque	
   un	
   défaut	
   de	
   MTM	
   et	
   de	
   LTM,	
   tout	
   en	
   laissant	
   l’apprentissage	
   intact.	
   Ces	
  

résultats	
  sont	
  similaires	
  à	
  ceux	
  obtenus	
  dans	
  les	
  MB	
  (Goguel	
  et	
  al.,	
  2011;	
  Bourdet	
  et	
  al.,	
  

2015b)	
   et	
   indiquent	
   que	
   APPL	
   est	
   requis	
   pour	
   la	
   formation	
   des	
   mêmes	
   phases	
   de	
  

mémoires	
  dans	
  différentes	
  structures.	
  	
  

Il	
   est	
   possible	
   que	
   l’APPL	
   présent	
   dans	
   les	
   deux	
   structures	
   puisse	
   avoir	
   des	
   rôles	
  

différents	
   et	
   être	
   impliqué	
   dans	
   des	
   mécanismes	
   distincts	
   permettant	
   de	
   former	
   ces	
  

mêmes	
  mémoires.	
  Néanmoins,	
  il	
  est	
  aussi	
  possible	
  que	
  les	
  protéines	
  APPL	
  présentes	
  à	
  la	
  

membrane	
  au	
  niveau	
  des	
  synapses	
  entre	
  ces	
  deux	
  structures	
  soient	
  impliquées	
  dans	
  une	
  

même	
  fonction.	
  Elles	
  pourraient	
  soit	
  avoir	
  un	
  rôle	
  de	
  récepteur	
  (APPL	
  membranaire)	
  –	
  

ligand	
  (métabolite	
  d’APPL	
  sécrété	
  par	
  exemple)	
  pour	
  permettre	
  la	
  communication	
  entre	
  

les	
   deux	
   structures,	
   soit	
   interagir	
   pour	
   former	
   des	
   transdimères	
   permettant	
   de	
  

rapprocher	
   les	
  membranes	
  et	
  promouvoir	
   la	
  synaptogénèse	
  et	
   la	
  plasticité	
  synaptique,	
  

comme	
  chez	
  les	
  mammifères	
  (Baumkotter	
  et	
  al.,	
  2014;	
  Stahl	
  et	
  al.,	
  2014).	
  	
  

Au	
  cours	
  du	
  vieillissement,	
  il	
  a	
  pu	
  être	
  montré	
  que	
  les	
  contacts	
  synaptiques	
  entre	
  les	
  

neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB	
  diminuent,	
  ce	
  qui	
  empêche	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  trace	
  mnésique	
  

de	
  la	
  LTM	
  et	
  la	
  formation	
  de	
  cette	
  forme	
  de	
  mémoire	
  (Tonoki	
  and	
  Davis,	
  2012),	
  Figure	
  

50).	
  Des	
  transdimères	
  d’APPL	
  pourraient	
  être	
  responsables	
  de	
  ces	
  interactions	
  entre	
  les	
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neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB.	
  Il	
  a	
  été	
  montré	
  que	
  le	
  défaut	
  de	
  LTM	
  dû	
  à	
  la	
  déficience	
  d’Appl	
  

ne	
  peut	
  être	
  sauvé	
  que	
  par	
  l’expression	
  d’APPL	
  dans	
  les	
  MB	
  (Bourdet	
  et	
  al.,	
  2015b).	
  Ce	
  

résultat	
  pourrait	
  s’expliquer	
  par	
  la	
  diminution	
  des	
  contacts	
  synaptiques,	
  non	
  pas	
  dus	
  au	
  

vieillissement	
  mais	
  à	
  la	
  diminution	
  d’APPL	
  membranaire,	
  alors	
  que	
  l’expression	
  d’APPL	
  

dans	
  les	
  MB	
  permettrait	
  de	
  restaurer	
  un	
  nombre	
  suffisant	
  de	
  transdimères	
  d’APPL	
  pour	
  

permettre	
  une	
  formation	
  normale	
  de	
  la	
  LTM.	
  	
  

	
  

	
  

Figure	
  50	
  :	
  Modèle	
  de	
  l’effet	
  de	
  l’âge	
  sur	
  les	
  circuits	
  neuronaux	
  et	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  (Tonoki	
  

and	
  Davis,	
  2012).	
  	
  

Les	
   neurones	
   DPM	
   ramifient	
   leurs	
   neurites	
   (en	
   vert)	
   sur	
   tous	
   les	
   lobes	
   des	
   MB.	
   Chez	
   les	
   drosophiles	
  

jeunes	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  LTM	
  requiert	
  une	
  transmission	
  synaptique	
  avec	
  les	
  neurones	
  DPM	
  pendant	
  les	
  5	
  

cycles	
  espacés	
  et	
  des	
  contacts	
  synaptiques	
  des	
  neurones	
  DPM	
  avec	
  les	
  axones	
  des	
  neurones	
  α/β,	
  surtout	
  

au	
  niveau	
  de	
  la	
  pointe	
  du	
  lobe	
  α.	
  Chez	
  les	
  drosophiles	
  âgées,	
  les	
  contacts	
  synaptiques	
  entre	
  neurones	
  DPM	
  

et	
  les	
  MB	
  sont	
  perdus,	
  conduisant	
  à	
  une	
  perte	
  de	
  la	
  LTM	
  et	
  de	
  la	
  trace	
  mnésique	
  correspondante.	
  	
  

	
  

3)	
  Interactions	
  potentielles	
  entre	
  les	
  protéines	
  néprilysines,	
  APPL	
  et	
  AMN	
  	
  

D’après	
   les	
   travaux	
   réalisés	
   lors	
   de	
   cette	
   thèse,	
   nous	
   avons	
   démontré	
   que	
   les	
  

néprilysines,	
   l’interaction	
   entre	
   Nep1	
   et	
   les	
   peptides	
   dAβ,	
   ainsi	
   la	
   protéine	
   amnesiac,	
  

sont	
   toutes	
   spécifiquement	
   impliquées	
   dans	
   la	
   formation	
   de	
   la	
   MTM	
   et	
   de	
   la	
   LTM	
  

(Tableau	
   5).	
   De	
   plus,	
   Nep1,	
   APPL	
   et	
   amnesiac	
   sont	
   requis	
   dans	
   les	
   MB	
   et	
   dans	
   les	
  

neurones	
  DPM,	
  alors	
  que	
  l’interaction	
  entre	
  Nep1	
  et	
  les	
  peptides	
  amyloïdes	
  n’a	
  pu	
  être	
  

mise	
  en	
  évidence	
  que	
  dans	
   les	
  neurones	
  DPM.	
  Les	
   fonctions	
  révélées	
  pour	
  chacune	
  de	
  

ces	
   études	
   sont	
   spécifiques	
   de	
   l’adulte,	
   sauf	
   en	
   ce	
   qui	
   concerne	
   amnesiac	
   dont	
   nous	
  

avons	
  montré	
   le	
   rôle	
  dans	
   le	
  développement	
  des	
  neurones	
  DPM.	
  Etant	
  donné	
  que	
   ces	
  

gènes	
   sont	
   requis	
  dans	
   les	
  mêmes	
   structures	
  pour	
   la	
   formation	
  des	
  mêmes	
  phases	
  de	
  

mémoire,	
  il	
  est	
  possible	
  de	
  penser	
  qu’ils	
  puissent	
  interagir	
  entre	
  eux	
  au	
  sein	
  des	
  mêmes	
  

These data show that synaptic output of DPM neurons at the
time of conditioning is irrelevant for the generation of protein-
synthesis-independent LTM, but this synaptic output in young
flies is required for the generation of protein-synthesis-
dependent LTM. This requirement is eliminated in aged flies be-
cause aging disrupts protein-synthesis-dependent memory. The
combined data point to the synaptic output of DPM neurons at the
time of conditioning as being critical for the generation of LTM and
the LTM trace in the !/" MB neurons.

DPM neuron processes and aging
The results above prompted us to consider the possibilities that
aging reduces DPM neuron branching in the MB neuropil or
causes improper growth of DPM neuron neurites into regions
beyond the normal boundaries. Both scenarios would potentially
reduce synaptic contact between DPM and !/" MB neurons,
leading to the failure to generate protein-synthesis-dependent
LTM. We explored these hypotheses by collecting a series of high-
quality, high-resolution confocal image stacks of the DPM neu-
ron processes in flies of the two age groups. The DPM neuron
processes that ramify throughout the MB lobe neuropil were

visualized and analyzed in flies expressing uas-mCD8::GFP in
DPM neurons with the DPM neuron-specific driver,
VT64246-gal4 (Lee et al., 2011), along with immunostaining
for FASII, which is a marker for !/" and # MB axons (Crit-
tenden et al., 1998) (Fig. 5A). We quantified the area (Fig.
5E–G) and GFP intensity (Fig. 5H–J ) of DPM processes in cell
body, the !/!! tip, and the MB "/"!/# lobe (Fig. 5B–D). We
observed no difference in area or GFP intensity for the cell
body region between 10- and 30-d-old flies (Fig. 5 E, H ), nor
was there any significant difference for these parameters in the
"/"!/# lobes (Fig. 5G,J ). Surprisingly, we observed a signifi-
cant increase in GFP intensity in the !/!! tip in 30-d-old flies
compared with their 10-d-old controls (Fig. 5I ). The increase
in GFP intensity may be due to increased DPM neuron
branching with age within the normal spatial boundaries, but
more likely represents the simple accumulation of GFP with
age. The latter interpretation is supported by the trend for
increased GFP expression with age in both the cell body (Fig.
5H ) and the "/"!/# lobe regions (Fig. 5J ). Most importantly,
these data offer no support for the possibility that DPM neu-
ron–MB neuron synaptic contacts are reduced due to a reduc-
tion in the branching of the neurites of DPM neurons.

Aging alters the contacts between DPM and MB neurons
specifically in the ! tip as revealed by GRASP
We used GRASP (Feinberg et al., 2008; Gordon and Scott, 2009)
to quantify the relative number of contacts between DPM and MB
neurons in 10- and 30-d-old flies. GRASP is detectable when neu-
rons expressing complementary parts of an extracellular split-
GFP are close enough that functional GFP is reconstituted
(Feinberg et al., 2008). We prepared flies that express
lexAop-mCD4::spGFP11 in the MB neurons with 247-LexA and
uas-mCD4::spGFP1-10 in the DPM neurons with c316-gal4 (Pit-
man et al., 2011). The GRASP signal was very dense throughout
MB lobes and peduncle both in 10- and 30-d-old flies (Fig. 6A).
Quantification of this signal in the ! and !! tips and the "/"!/#
lobe region (Fig. 6B,C) revealed that contacts between DPM and
MB neurons are reduced in the ! tip region in 30-d-old flies
compared with flies at day 10. Importantly, this reduction was se-
lective, occurring only in the ! tip region but not in the !! tip or
"/"!/# lobe regions.
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Figure 6. Age-dependent effect on contacts between DPM and MB neurons. A, Projection images of DPM neuron-MB neuron GRASP (MBGal80/lexAop-mCD4::spGFP11;c316,
247-lexA/uas-mCD4::spGFP1–10) fly brains. The GRASP signal reveals dense contacts between DPM and MB neurons throughout the MB neuropil innervated by DPM neuron processes. B, GFP
intensity of DPM neuron-MB neuron GRASP was measured in the ! and !! tip region of the MB neuropil in flies at 10 and 30 d of age. The GFP intensity of DPM neuron-MB neuron GRASP in flies at
30 d of age was significantly lower in the ! tip, but not the !! tip (n " 8 for 10 d and n " 14 for 30 d). C, GFP intensity of DPM neuron-MB neuron GRASP was measured in the "/"!/# lobe region
in flies at 10 and 30 d of age. The GFP intensity was not significantly different in this region between the 2 age groups (n " 8 for 10 d and n " 14 for 30 d). Scale bar, 50 $m.
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neuropil.
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voies	
   moléculaires.	
   Au	
   cours	
   de	
   ma	
   thèse,	
   nous	
   avons	
   ainsi	
   pu	
   montrer	
   que	
   Nep1	
  

interagit	
  avec	
  APPL	
  (via	
  la	
  dégradation	
  des	
  peptides	
  dAβ)	
  dans	
  les	
  neurones	
  DPM.	
  	
  

	
  

	
   MB	
   DPM	
  

MTM	
  

Nep1	
  

Appl	
  

amn	
  

Nep1	
  

Appl	
  

(Nep1-­‐dAβ)	
  

LTM	
  

Nep1	
  

Appl	
  

amn	
  

Nep1	
  

Appl	
  

(Nep1-­‐dAβ)	
  

Tableau	
  5	
  :	
  Tableau	
  récapitulatif	
  des	
  protéines	
  requises	
  pour	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  MTM	
  et	
  de	
  la	
  LTM	
  

dans	
  les	
  MB	
  et	
  les	
  neurones	
  DPM	
  adultes.	
  

	
  

Chez	
  les	
  mammifères,	
  de	
  nombreuses	
  interactions	
  ont	
  été	
  démontrées	
  entre	
  les	
  gènes	
  

NEP,	
  PACAP	
  et	
  APP	
  :	
  NEP	
  peut	
  cliver	
  PACAP38	
  pour	
  générer	
  PACAP27,	
  une	
  forme	
  active	
  

spécifique	
   du	
   récepteur	
   VIP1	
   (Gourlet	
   et	
   al.,	
   1997),	
   alors	
   que	
   PACAP38	
   permet	
  

d’augmenter	
  l’expression	
  de	
  NEP	
  via	
  son	
  action	
  sur	
  la	
  somatostatine	
  (Rat	
  et	
  al.,	
  2011).	
  Il	
  

a	
  aussi	
  été	
  montré	
  que	
  l’AICD	
  issu	
  du	
  clivage	
  d’APP	
  par	
  la	
  voie	
  amyloïde	
  pouvait	
  se	
  fixer	
  

à	
   Fe65/Tip60	
   pour	
   activer	
   la	
   transcription	
   de	
   différents	
   gènes	
   dont	
   NEP	
   (Pardossi-­‐

Piquard	
  and	
  Checler,	
  2011;	
  Grimm	
  et	
  al.,	
  2015).	
  Ces	
   interactions	
   laissent	
  à	
  penser	
  que	
  

ces	
  3	
  gènes	
  pourraient	
  agir	
  dans	
  de	
  mêmes	
  voies,	
  pour	
  former	
  des	
  boucles	
  de	
  régulation	
  

successives.	
  

De	
   plus,	
   APPL,	
   les	
   néprilysines	
   et	
   AMN	
   pourraient	
   agir	
   sur	
   le	
   développement	
   et	
  

l’élongation	
  des	
  neurites	
  pour	
  permettre	
  une	
  formation	
  correcte	
  du	
  circuit	
  permettant	
  la	
  

cognition	
  et	
  la	
  mémoire.	
  

	
  

IV.	
  Conclusion	
  générale	
  :	
  un	
  nouveau	
  modèle	
  ?	
  

Les	
  expériences	
  décrites	
  lors	
  de	
  cette	
  thèse	
  ont	
  mis	
  en	
  évidence	
  des	
  voies	
  permettant	
  la	
  

formation	
  de	
  formes	
  de	
  mémoires	
  spécifiques	
  dans	
  deux	
  types	
  de	
  neurones	
  :	
   les	
  MB	
  et	
  

les	
  DPM.	
  Il	
  n’est	
  pas	
  encore	
  possible,	
  à	
  partir	
  des	
  expériences	
  faites,	
  de	
  déterminer	
  si	
  ces	
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voies	
   sont	
   parallèles	
   ou	
   s’il	
   s’agit	
   de	
   la	
  même	
   voie	
   avec	
   des	
   interactions	
   au	
   sein	
   d’un	
  

circuit	
  neuronal.	
  	
  

Les	
   MB	
   sécréteraient	
   AMN	
   pour	
   permettre	
   de	
   maintenir	
   l’activation	
   des	
   MB	
  

nécessaire	
  pour	
   la	
   formation	
  de	
   la	
  mémoire	
  MTM	
  et,	
  dans	
  un	
  2nd	
  temps,	
   ils	
  pourraient	
  

activer	
  les	
  neurones	
  DPM,	
  via	
  AMN	
  ou	
  un	
  autre	
  signal,	
  afin	
  d’enclencher	
  une	
  boucle	
  de	
  

régulation	
  négative	
  entre	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB.	
  APPL	
  d’une	
  part	
  renforcerait	
  les	
  

connexions	
  entre	
  les	
  neurones	
  DPM	
  et	
  les	
  MB,	
  par	
  exemple	
  par	
  des	
  interactions	
  de	
  type	
  

transdimères,	
  et	
  d’autre	
  part	
  activerait	
  des	
  voies	
  de	
  signalisation	
  favorisant	
  la	
  formation	
  

des	
   mémoires	
   labiles.	
   Enfin	
   les	
   différentes	
   néprilysines	
   permettraient	
   de	
   limiter	
  

l’hyperactivation	
   des	
   voies	
   de	
   signalisation	
   en	
   dégradant	
   les	
   neuropeptides	
  

responsables	
  de	
  la	
  formation	
  de	
  la	
  mémoire,	
  comme	
  les	
  peptides	
  dAβ	
  ou	
  amnesiac	
  par	
  

exemple	
  (Figure	
  51).	
  	
  

	
  

	
  	
  

Figure	
  51	
  :	
  Schéma	
  des	
  interactions	
  possibles	
  concernant	
  les	
  gènes	
  étudiés	
  lors	
  de	
  cette	
  thèse	
  à	
  la	
  

synapse	
  DPM/MB	
  chez	
  la	
  drosophile	
  adulte.	
  	
  

Les	
  MB	
  sécrètent	
  AMN	
  pour	
  activer	
  l’AC	
  dans	
  les	
  MB	
  et	
  AMN,	
  ou	
  un	
  autre	
  neuropeptide,	
  pour	
  activer	
  les	
  

neurones	
  DPM	
  pour	
  initier	
  une	
  boucle	
  de	
  régulation	
  afin	
  de	
  limiter	
  l’activité	
  des	
  MB.	
  Les	
  protéines	
  APPL	
  

présentes	
   sur	
   les	
   deux	
   membranes,	
   peuvent	
   soit	
   former	
   des	
   transdimères	
   pour	
   favoriser	
   la	
   plasticité	
  

synaptique,	
   soit	
   agir	
   comme	
   récepteurs	
  pour	
  différents	
   ligands,	
   comme	
   sAPPL	
  et	
   dAβ,	
   pour	
   activer	
  des	
  

voies	
  de	
  signalisation.	
  Les	
  néprilysines	
  présentes	
  aux	
  deux	
  membranes	
  clivent	
  des	
  neuropeptides,	
  dont	
  les	
  

peptides	
  dAβ	
  et	
  potentiellement	
  amnesiac,	
  pour	
  limiter	
  leur	
  action.	
  

	
  

	
   	
  

DPM

MB

+

+

AC
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  rôle	
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  chez	
  la	
  Drosophile	
  

	
  

Au cours de ma thèse j’ai étudié les néprilysines (Nep), des protéinases connues pour 

dégrader de petits neuropeptides, en particulier les peptides amyloïdes (Aβ). Lors de la 

maladie d’Alzheimer, les peptides Aβ s’agrègent pour former des plaques toxiques. Il a été 

montré que l’expression des Nep module l’effet toxique d’Aβ sur la mémoire chez les 

modèles murins. Néanmoins, le rôle des Nep dans la mémoire dans des conditions 

physiologiques reste à ce jour inconnu. 

La drosophile exprime 4 Nep dans le système nerveux central adulte. Nous avons analysé leur 

rôle dans la mémoire olfactive. Les 4 Nep sont requises pour 2 phases spécifiques de 

mémoire: à moyen terme (MTM) et à long terme (LTM). De plus, nous avons identifié les 

neurones dans lesquels elles sont requises : les Mushroom Bodies (MB) ainsi qu’une paire de 

neurones afférents, les Dorsal Paired Medial neurons (DPM). 

Nous avons ensuite cherché à savoir si Aβ était l’une des cibles des Nep. Nous avons montré 

que l’expression d’Aβ dans les DPM n’altère la MTM que lorsque l’expression de Nep1 est 

inhibée. De plus, le défaut de LTM de drosophiles exprimant Aβ dans les DPM est sauvé par 

la surexpression de Nep1. En conclusion, nos résultats suggèrent qu’Aβ est dégradé par Nep1 

au cours des processus de mémorisation, et qu’Aβ est une cible de Nep1 en conditions non 

pathologiques. 

Enfin, nous nous sommes intéressés au neuropeptide amnesiac, décrit comme étant requis 

pour la mémoire dans les DPM. Nos travaux démontrent qu’amnesiac est en fait requis dans 

les DPM pour leur développement, et chez l’adulte dans les MB pour activer l’adénylate 

cyclase responsable de la détection de coïncidence permettant la formation de la MTM.	
  

Mots clés : Drosophila melanogaster ; mémoire olfactive ; neurones Dorsal Paired Medial ; Corps 
Pédonculés ; néprilysines ; amnesiac 
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Neuropeptides and Neprilysins: role in memory in Drosophila  

During my PhD, I studied neprilysins, proteinases known to degrade small neuropeptides, in 

particular mammalian amyloid-β peptides (Aβ). During Alzheimer’s disease, Aβ peptides 

aggregate to form toxic plaques. It has been shown that neprilysins expression modulates 

toxic effects of Aβ on memory in murine models of the disease. However, the role of 

neprilysins in memory under physiological conditions is still unknown. 

Drosophila expresses 4 neprilysins in the adult central nervous system. First we have 

analyzed their role in olfactive memory. We have shown that all of them are required for 2 

specific memory phases: Middle-Term Memory (MTM) and Long-Term Memory (LTM). We 

also have identified the neurons in which they are required: the Mushroom Bodies (MB) and a 

pair of afferent neurons, the Dorsal Paired Medial (DPM) neurons.  

Then we investigated whether Aβ peptides could be one of the neprilysins’ targets. We 

have shown that Aβ expression in DPM neurons alters MTM only when Nep1 expression is 

inhibited. Furthermore, the LTM deficit of flies expressing Aβ in DPM neurons is rescued by 

Nep1 overexpression. To conclude, our results suggest that Nep1 degrades endogenous Aβ 

peptides during memory processes, and that Aβ is a physiological target for Nep1 under non-

pathological condition. 

Finally, we became interested in the amnesiac neuropeptide, described as being required 

for memory in DPM neurons. Our work shows that amnesiac is actually required in DPM 

neurons for their development, and in the MB of adult flies in order to activate the adenylate 

cyclase responsible for coincidence detection leading to MTM formation. 

Keywords : Drosophila melanogaster; olfactory memory; Dorsal Paired Medial neurons; Mushroom 
Bodies; neprilysins; amnesiac 

 
 


