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I/ GENERALITES SUR LA NEUROTRANSMISSION

Dans le systeme nerveux central (SNC), il existe différents types de populations
cellulaires. Parmis les cellules cérébrales, on trouve des cellules capables de transmettre des

signaux électrochimiques appelées neurones.

Les neurones sont constitués d’un corps cellulaire (ou soma) duquel se détachent des
dendrites, et d’un axone. Les neurones sont des cellules spécialisées dans la communication.
Cette communication entre neurones peut se faire de facon chimique ou électrique. La
transmission chimique a lieu au niveau de jonctions spécialisées entre la terminaison d un axone
et le dendrite d’un autre neurone formant ce que 1’on appelle une synapse. Entre ces deux

éléments pré et post synaptiques se trouve la fente synaptique (Figure 1).

La transmission électrique existe du fait que des courants électriques se propagent et
parcourent les neurones du corps cellulaire a I’axone entrainant des modifications des propriétés

électriques de la membrane plasmique.

La transmission chimique d’information passe par la libération d’un composé chimique
dans la fente synaptique appelé neurotransmetteur (NT). Celui-ci, une fois libéré par le neurone,
va se fixer a ses recepteurs sur le neurone cible entrainant une cascade d’événements au sein de

Ceé neurone receveur.

Autour de ces neurones et de la fente synaptique, les astrocytes appartenant a la famille
des cellules gliales, jouent de nombreux roles et en particulier, celui de tampon des effets de

ces NT notamment par leur recapture.

Le glutamate (Glu) est un des acteurs clés de la neurotransmission. En effet, il s’agit du
neurotransmetteur excitateur principal du SNC qui provogue une réponse excitatrice sous forme

de potentiel électrique chez le neurone cible.
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Figure 1: Schéma de I’organisation structurale d’un neurone faisant
synapse.

L’influx nerveux parcourt le neurone du corps cellulaire a la terminaison de 1’axone ou il fait
synapse au hiveau des dendrites du neurone cible. Les astrocytes environnant s’assurent de la
qualité de la transmission nerveuse. (D ‘aprés Regenerative Medicine, Department of Health and
Human Services, August 2006. Image par Terese Winslow)
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Il/ LE SYSTEME GLUTAMATERGIQUE

1.1/ LE GLUTAMATE

1.1.a) A la découverte du glutamate ...

Le glutamate (forme anionique de I’acide glutamique) est un acide aminé compose de

deux groupes carboxyles —-COOH et d’une fonction amine -NH2 (Figure 2).

@ @) Figure 2: Structure chimique de la
forme anionique de ’acide

O OH glutamique (glutamate).
NH-

Bien qu’étant un acide aminé non essentiel pour I’Homme car il peut étre fabriqué par
I’organisme via d’autres précurseurs endogenes, le glutamate est ’acide aminé le plus présent
dans I’alimentation humaine.

En effet, en 1908 le scientifique japonais Ikeda a cherché a identifier le composeé présent
dans les algues (famille des Laminariaceae) donnant ce golt si particulier aux soupes
japonaises. De ces algues, il isola le glutamate a qui il attribua le nom de saveur « umami »

(savoureux). Aujourd’hui, cette saveur est reconnue comme étant le cinquiéme godt.

O—

e R
AJINOMOTO

Figure 3: Le glutamate dans la distribution alimentaire de nos jours.
Sac de 450g de glutamate monosodique commerciale (a gauche). Le glutamate comme additif alimentaire,
présent dans de nombreux produits de consommation quotidiens (a droite).
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Le glutamate est largement utilisé comme exhausteur de golt dans les préparations
alimentaires sous le code E620. Cet additif alimentaire peut également étre abondamment
trouvé sous la forme de glutamate monosodique (E621) (Figure 3).

Ce dernier a été synthétisé chimiquement par Ikeda et Suzuki a des fins industrielles et
commerciales. De nos jours, la production mondiale de glutamate est estimée a 2 millions de

tonnes par an (Figure 3) (Sano, 2009).

II.1.b) Un acteur clé du métabolisme

Le glutamate est largement répandu dans I’organisme ou il est présent a des
concentrations differentes selon les compartiments cellulaires. En effet, sa concentration
plasmatique est comprise entre 30 et 100 uM. Dans les organes périphériques, on le retrouve a
une concentration de 5000 uM dans les muscles squelettiques, tandis que dans le cytoplasme
des érythrocytes, sa concentration est de 500 uM. Dans le cerveau, sa concentration globale est
de 10 mM. La présence de glutamate circulant dans le liquide céphalorachidien est relativement
faible (< 1 uM) par rapport a sa concentration dans les vésicules synaptiques (VS) a hauteur de
100 mM (Filho et al., 1999; Meldrum, 2000; Small and Tauskela, 2005).

A travers sa distribution, le glutamate est impliqué dans différentes voies fonctionnelles
(Figure 4) et joue notamment un role central dans le métabolisme cellulaire (Krebs, 1935;
Owen et al., 2002). En effet, il participe a plusieurs réactions métaboliques comme la synthése
des protéines, la détoxification de I’ammoniaque et le cycle de I’urée (Frigerio et al., 2008;
Nissim, 1999; Owen et al., 2002; Weil-Malherbe, 1950).

Le glutamate apparait aussi comme un précurseur majeur du cycle de Krebs (Owen et
al., 2002). En effet, dans les muscles squelettiques par exemple, il est utilisé comme précurseur
anaplérotique afin d’augmenter I’efficacité du métabolisme oxydatif dans le cycle de Krebs
(Owen et al., 2002; Rennie et al., 2001). Il agit également comme précurseur pour permettre la

formation de petite molécule telle que le glutathion (Meister et al., 1979).
De plus, le glutamate peut intervenir en tant que messager intracellulaire dans les

organes et tissus périphériques. En effet, dans les cellules pancréatiques, le glutamate agit dans

la régulation de la sécrétion d’insuline suite a une augmentation de glucose (Maechler and
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Wollheim, 1999). Il peut également inhiber la synthése de mélatonine dans 1’épiphyse suite a

la réception d’un signal cholinergique (Moriyama et al., 2000).

Pyruvete PROTEIN SECRETORY
l SYNTHESIS VESJGLES Ornithine
bl
Acetyl-Cob Giut ’ |
mi
B /s Citrulline
G.ﬁEA F
Oxaloacetate Citrata 4 l
Fi -
/ Iy f Argining
lsocitrate REA CYi
Malaua UREA CYCLE
TCA CYCLE | ]
GDH
F'Jmﬂff”ﬂ a- Katuglularala Glutamate | ﬂEﬁT a-Ketoglutarate+aa
hY T TRANSAMINATIONS
Succinate
- Euccmg.-l -CoA
| SIAT4 | ""DP [ GTP|
T'Gluii!m',rl-cystaina Glutamate-tRNA
= Glutathione synthase

REDOX METABOLISM TRANSLATION

Figure 4 : Schéma des principales voies fonctionnelles impliquant le glutamate.

Le glutamate est au centre de nombreuses réactions métaboliques. Différents enzymes participent a la synthése et
a la dégradation du glutamate comme la glutamate dehydrogenase (GDH), I’alanine aminotransferase (ALAT) et
I’aspartate aminotransferase (ASAT). (D ‘aprés Frigerio et al., 2008).

Dans le SNC, deux fonctions additionnelles majeures sont associées au glutamate.
Celui-ci joue le role de NT excitateur dans le SNC chez les mammiferes (Schwartz, 2000;
Fonnum, 1984; Hackett and Ueda, 2015). D’autre part, il sert d’intermédiaire métabolique de
I’acide gamma-aminobutyrique (GABA) qui est le principal NT inhibiteur (Roberts and
Frankel, 1950).

Il.1.c) La fonction particuliere de NT

Le role excitateur du glutamate a tout d’abord été découvert a travers son aspect
excitotoxique dans les années 1950 par le scientifique Hayashi. En effet, il a observé que des
injections a forte concentration de glutamate de sodium dans la matiere grise du cortex moteur
entrainaient des convulsions de type épileptique chez le chien, le singe et ’homme (Hayashi,
1954).

Aujourd’hui, on sait qu’un exces de glutamate dans le milieu extracellulaire entraine

une hyperstimulation des neurones induisant leur mort (Meldrum, 2000; Meldrum and
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Garthwaite, 1990). Cet exces est impliqué dans certaines pathologies comme I’épilepsie, la
sclérose amyotrophique latérale, les accidents vasculaires cérébraux et des formes d’amnésie
(Meldrum, 2000). C’est pourquoi il est important de maintenir une concentration extracellulaire
du glutamate sous le seuil d’excitotoxicité afin de préserver 1’homéostasie du cerveau. La
concentration intracellulaire de glutamate est particulierement élevée (1-10 mM) par rapport a
la concentration en glutamate dans la fente synaptique (1 uM). Des processus de régulation
interviennent donc suite a la libération du glutamate dans la fente synaptique comme sa
recapture rapide par les astrocytes (Meldrum, 2000). Des propriétés protectrices comme
I’imperméabilité de la barriere hémato-encéphalique au passage du glutamate de la circulation
générale au cerveau permettent aussi la préservation du bon fonctionnement cérébral (Smith,
2000).

A la suite de ces travaux, Curtis et ses collaborateurs ont mis en évidence que le
glutamate a un effet excitateur et dépolarisant sur les neurones de la moelle épiniére. lls
découvrent ainsi que le glutamate présente des caractéristigues communes avec celles

définissant les NT excitateurs (Curtis et al., 1960).

Trente ans plus tard, le rdle du glutamate en tant que principal NT excitateur est
confirmé car il remplit les différents critéres qui s’y rapportent (Schwartz, 2000; Fonnum, 1984;
Hackett and Ueda, 2015) :

- Il est synthétisé dans des neurones spécifiques car il ne franchit pas la barriere hémato-
encéphalique

- Il est stocké au niveau des terminaisons présynaptiques dans les VS

- Ilest libéré dans la fente synaptique en réponse a des stimuli physiologiques sous forme
de potentiel d’action (PA) présynaptique de facon dépendante des ions calciums et en
quantité suffisante pour induire une réponse de 1’élément postsynaptique

- Il existe des récepteurs spécifiques reconnaissant le glutamate a la synapse

- Le glutamate libéré est rapidement éliminé¢ de la fente synaptique a I’aide de

mécanismes de recapture, et notamment par les transporteurs (EAATS).

Le glutamate est un élément clé de la transmission excitatrice neuronale notamment a

travers son réle au sein de la synapse glutamatergique.
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1.2/ LA SYNAPSE GLUTAMATERGIQUE

I.2.a) Organisation structurelle de la synapse glutamatergique

La transmission neuronale des informations chez les mammiferes se fait a travers la
zone de contact fonctionnelle qui s’établit entre deux neurones que 1’on appelle synapse (Figure
5). La synapse est constituée de trois compartiments : le bouton présynaptique, la fente
synaptique et 1’¢lément postsynaptique (Gray, 1959; Sheng and Hoogenraad, 2007).

Dans le bouton présynaptique, les VS stockent le glutamate a ’aide de transporteurs
vésiculaires du glutamate, les VGLUTSs. Une partie de ces vésicules vont étre arrimées a la
membrane plasmique du bouton présynaptique dans la zone active (ZA). C’est dans cette zone
que le processus d’exocytose va avoir lieu aboutissant a la libération du glutamate dans la fente
synaptique (Storm-Mathisen and Ottersen, 1990; Sudhof and Rizo, 2011).

Une zone dense aux électrons apparait au niveau de la membrane de 1’élément
postsynaptique. Cette zone est appelée densité postsynaptique (PSD). Elle caractérise les
synapses glutamatergiques. On y retrouve une forte concentration en protéines de signalisation
et structurale (Kim and Ryan, 2009; Sheng and Kim, 2011). En effet, de nombreux récepteurs

au glutamate s’y trouvent.
7
-2 \

Figure 5: Organisation structurelle
d’une synapse excitatrice en
microscopie électronique.

Le bouton pré-synaptique contient les VS
(SV) stockant les NT. Ces derniers vont étre
libérés dans la fente synaptique qui sépare
I’¢lément présynaptique du PSD se trouvant
au niveau du dendrite du neurone
postsynaptique.

(D’apres Sheng et al., 2007)
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Cette zone dense aux électrons joue un réle important dans la transduction du signal et
la plasticité synaptique. La fente synaptique sépare les éléments pré- et postsynaptiques d’une

distance comprise entre 15 et 25 nm. Sa largeur est de 30 nm (Zuber et al., 2005).

L’intégrité¢ de la synapse est préservée a 1’aide de molécules d’adhésion synaptique
(neuroligines/neurexines, cadhérines, éphrines et récepteurs éphrines et synCAM) qui
interagissent avec des protéines d’échafaudage intracellulaires. Ces interactions sont également
essentielles pour le fonctionnement de la machinerie synaptique dans la PSD (Chua et al., 2010;
Gray, 1969; Hruska and Dalva, 2012).

I1.2.b) La neurotransmission glutamatergique

Le fonctionnement de la synapse glutamatergique passe par la transduction successive
d’un signal électrique en signal chimique liée a la libération du NT. Dans le neurone
postsynaptique, ce signal chimique est converti en signal électrique suite a 1’activation des
récepteurs postsynaptiques par le glutamate (Kandel et al., 2000)).

En effet, suite a I’arrivée d’un PA entrainant une entrée de calcium dans le neurone
présynaptique, les vesicules liberent leur contenu en glutamate dans la fente synaptique par
exocytose au niveau de la ZA. Le glutamate, une fois libéré, va interagir avec ses récepteurs au
niveau de I’élément postsynaptique, conduisant a une réponse de ce dernier sous forme de
potentiel postsynaptique excitateur (EPSP).

Différents récepteurs du glutamate existent au niveau de 1’élément postsynaptique :

- Les récepteurs ionotropiques : AMPA, NMDA, Kainate

- Les récepteurs métabotropiques : mGIluR1-8.

Pour rétablir une concentration physiologique, le glutamate résiduel présent dans la
fente synaptique a deux devenir principaux :
- Il est recapté par diffusion simple dans les synapses (Danbolt, 2001)
- Il estrecapté par les Transporteurs des Acides Aminés Excitateurs (EAAT) présents sur
les membranes des cellules environnantes (Anderson and Swanson, 2000; Danbolt,
2001; Erecinska and Silver, 1990; Logan and Snyder, 1972).
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La recapture du glutamate se fait essentiellement par les astrocytes via les transporteurs
EAAT1 et EAAT2. Elle peut également étre réalisée par les neurones a ’aide de EAAT3 et
EAATA4.

Neurone

| pré-synaptique

Cydle ,
de \
Krebs \ Astrocyte
Ly \
NH,* \

u el o Gln

Glu

Neurone
post-synaptique

Figure 6 : Schéma du cycle glutamine-glutamate.

Le glutamate (Glu) libéré dans la fente synaptique par exocytose et capté par 1’astrocyte pour étre transformé
en glutamine (Gln). La Gln est ensuite libéré par 1’astrocyte pour étre recapté par le neurone. La Gln va alors
étre convertit en Glu par la mitochondrie neuronale. Le Glu peut étre transformé en alpha-cétoglutarate pour
intégrer le cycle de Krebs dans le neurone comme dans 1’astrocyte. (D ‘apres Back et al., 2006)

Dans I’astrocyte, le glutamate est converti en alpha-cétoglutarate par la glutamate
déshydrogénase ou par une transaminase afin d’intégrer par la suite le cycle de Krebs. Il peut
également étre transformé en glutamine par la glutamine synthétase ATP-dépendante (GS)
(Erecinska and Silver, 1990; Laake et al., 1995; Marcaggi and Coles, 2001). La glutamine est
ensuite libérée dans I’espace extracellulaire avant d’étre captée par les terminaisons axonales
ou elle est transformée en glutamate par une enzyme mitochondriale, la glutaminase activée par
le phosphate (GLS1 ou PAG pour phosphate-activated glutaminase) (Erecinska and Silver,
1990).

La glutamine est essentielle a la formation du glutamate neuronale et au bon
fonctionnement de la synapse glutamatergique. Ce processus est appelé le cycle glutamine-
glutamate (Figure 6) (Bak et al., 2006; Van den Berg and Garfinkel, 1971).
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Figure 7: Schéma d’une synapse glutamatergique.

Le glutamate synthétisé dans le neurone présynaptique est accumulé dans les VS a I’aide des transporteurs
vésiculaires du glutamate (VGLUTS). Une fois libéré dans la fente synaptique, il active ses récepteurs présents
sur le neurone post-synaptique. La transmission excitatrice s’achéve lorsque le glutamate est recapturé par les
astrocytes et les neurones via les transporteurs plasmiques (EAATS).

Ainsi, la synapse glutamatergique ne fait pas intervenir seulement les neurones qui se
transmettent les informations électriques et chimiques, mais sollicite également les cellules
gliales comme les astrocytes afin de maintenir une communication neuronale efficace dans le
SNC (Figure 7).

Au sein de cette synapse, une large variété d’acteurs intervient dont notamment des

facteurs interagissant directement avec le glutamate comme les récepteurs du glutamate ou

encore les transporteurs du glutamate.
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I.2.c) Les acteurs majeurs de la transmission glutamatergique

[1.2.c.i) Les récepteurs du glutamate

La transmission neuronale du signal glutamatergique est possible par la liaison du
glutamate sur des récepteurs spécifiques. 1l en existe deux catégories :
- Les récepteurs ionotropiques (iGIUR) ou récepteurs-canaux qui permettent une
transmission synaptique excitatrice rapide
- Les récepteurs métabotropiques (mGIuRs) couplés a des protéines G faisant intervenir
des seconds messagers. Ces récepteurs permettent au glutamate d’exercer un role

modulateur, et notamment un effet inhibiteur.

> Les récepteurs ionotropiques
Les récepteurs ionotropiques sont des récepteurs-canaux. lls sont exprimés dans environ
70% des synapses du cerveau des mammiféres ce qui en fait les récepteurs les plus abondants
du SNC (Bekkers and Stevens, 1989). Quatre sous-groupes de iGIuRs ont été définis a partir de
la séquence de leurs sous-unités et de leurs affinités pharmacologiques pour des ligands de
synthése. La premiere classification de ces récepteurs a été réalisée selon leur agoniste le plus
sélectif (Tableau 1).

Les récepteurs AMPA sont des hétérotétrameres formés de quatre sous-unités. Les sous-
unités existantes sont nommeées GluR1-4. Les ligands de ces récepteurs sont le glutamate et
I’acide alpha-amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-isoxazole Propionique connu sous le nom de
AMPA. La fixation du glutamate sur les quatre sites de liaison du récepteur AMPA entraine a
elle seule I’activation de ce dernier. Cette activation se traduit par 1’ouverture rapide du canal
ionique permettant I’entrée de sodium et de potassium, et la dépolarisation de la membrane
plasmique (Ozawa et al., 1998; Pinheiro and Mulle, 2008). La désensibilisation du récepteur
est également rapide ce qui conduit a une perte d’activité (Armstrong et al., 2006). Les
récepteurs AMPA s’activent plus rapidement que les récepteurs NMDA et précedent
généralement I’activation de ces derniers. La présence des récepteurs AMPA a la membrane
plasmique au niveau de la PSD est régulée et dépend notamment de leur mobilité. En effet, ces
récepteurs sont capables de se déplacer de quelques microns par seconde. Cette propriété

s’inscrit au sein d’un mécanisme permettant de moduler I'intensité de la transmission
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synaptique (Anggono and Huganir, 2012; Choquet and Triller, 2013; Gielen, 2010; Heine et
al., 2008).

Les récepteurs NMDA sont aussi des tétrameres, formés de deux sous unités GIuUN1 et
généralement de deux sous unités GIUN2. Il existe sept sous-unités différentes permettant de
former les récepteurs NMDA. Ces récepteurs sont activés par le L-glutamate, le L-aspartate et
le N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Toutefois, la simple liaison du ligand au récepteur n’est pas
suffisante pour déclencher 1’activation du récepteur. En effet, a I’état basal, le magnésium
(Mg?*) bloque le passage des cations par sa fixation au milieu du canal ionique. La
dépolarisation de la membrane est nécessaire pour déplacer le Mg?* et libérer ainsi le canal. De
plus, pour pouvoir étre effectif et permettre la transmission de I’influx nerveux, la liaison du
glutamate au récepteur doit étre associée a celle d’un co-activateur, la glycine sur son propre
site sur le récepteur NMDA. Une fois ces conditions respectées, la fixation du glutamate peut
alors entrainer une entrée massive de calcium augmentant davantage la dépolarisation de la
membrane (Kéhr, 2006; Ozawa et al., 1998). La réponse permise par les récepteurs NMDA est
lente et cinétiquement plus étendue que celle induite par les récepteurs AMPA. Elle joue un
role central dans la plasticité synaptique (Casado et al., 2002; Daoudal and Debanne, 2003;
Gielen, 2010; Lischer and Malenka, 2012).

Les récepteurs Kainate sont des tétrameres qui peuvent étre constitués de cing sous
unités différentes (GIuK1-5). lls sont activés par le glutamate et par un composé extrait de
’algue rouge Digenea simplex, le kainate. Etant aussi des canaux permeéables au sodium et au
potassium, I’activation de ces récepteurs entraine les mémes évenements que ceux déclenchés
par I’activation des récepteurs AMPA (Ozawa et al., 1998). Les récepteurs Kainate se trouvent
au niveau de la membrane postsynaptique comme les autres récepteurs ionotropiques, mais
également au niveau présynaptique ou ils jouent le réle d’autorécepteur régulant positivement

la transmission glutamatergique (Gielen, 2010; Rodriguez-Moreno and Sihra, 2007).

Enfin, les récepteurs Delta appartiennent a la famille des iGluRs d’apres leur séquence
en acides aminés. lls sont constitués de deux sous-unités différentes appelés delta 1 et delta 2
localisées dans des régions différentes du cerveau.
Delta 1 est exprimé dans les cellules ciliées internes du systeme auditif, les cellules bipolaires
et le ganglion rétinien et dans 1’organe vestibulaire (Jakobs et al., 2007; Safieddine and
Wenthold, 1997; Schmid and Hollmann, 2008). 11 est impliqué dans I’audition des hautes
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fréquences et dans le maintien de 1’homéostasie ionique dans la cochlée basale. Sa délétion
entraine un comportement émotionnel et social anormal chez la souris (Yadav et al., 2012).

Delta 2 quant a lui est essentiellement présent dans les cellules de Purkinje dans le cervelet. La
délétion de delta 2 chez les souris engendre une ataxie et une altération de la plasticité
synaptique, de la synaptogénese des cellules de Purkinje, de I’apprentissage moteur et de la
coordination (Wang et al., 2003; Yuzaki, 2004). Aucun ligand endogéne de ces récepteurs n’est

connu a ce jour et les agonistes des autres iGluRs n’activent pas les sous unités Delta.

> Les récepteurs métabotropiques
Les récepteurs métabotropiques ou mGIuRs appartiennent a la famille des récepteurs a

sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G (Nicoletti et al., 2011). Huit sous-
types de mGIuRs sont identifiés et classés en trois groupes selon leurs homologies de séquence
(70% d’homologie dans un groupe, 40% d’homologie intergroupe), leurs pharmacologies, et
les voies de transductions auxquelles ils sont associés (Conn and Pin, 1997; Nakanishi, 1992).
Les trois groupes sont composeés de :

- Groupe | : mGIuR1 et mGIuR5

- Groupe Il : mGIuR2 et mGIuR3

- Groupe Il : mGIluR4, mGIluR6, mGIuR7, et mGIuRS.

D’un point de vue fonctionnel, I’activation de ces récepteurs induit 1’intervention de
seconds messagers tel que I’AMP-cyclique (AMPc) ou I’inositol-3-phosphate (IP-3) impliques
dans des voies cellulaires différentes. La cinétique d’activation et de propagation du signal est
plus lente chez les mGIuRs que chez les iGIuRs.

Les récepteurs du groupe | sont couplés a la protéine Gq /G11 entrainant I’activation de
la phospholipase C (PLC) qui clive le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) en IP3 et en
DiAcylGlycérol (DAG). L’IP3 va permettre la libération du calcium du réticulum
endoplasmique lisse et le DAG va activer la protéine kinase C (PKC). Les récepteurs des
groupes II et III utilisent quant a eux la voie impliquant I’AMPc. En effet, ils sont couplés a la
protéine Gi/Go qui inhibe I’adénylate cyclase (AC), enzyme catalysant la réaction d’ATP en
AMPc. Ainsi, par cette inhibition, la concentration en AMPc intracellulaire diminue tout

comme celle du calcium. (Tableau 1) (Ferraguti and Shigemoto, 2006; Kew and Kemp, 2005).
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Récepteur Sous unités Protéine G Voies impliquées / Propriétés
Recepteurs lonotropiques : récepteurs-canaux
Activation relativement rapide
ouverture rapide du canal
AMPA GluR1-4 - entrée de Na* et K*
dépolarisation rapide de la membrane
co-activateur glycine
Mg?* bloque le canal a 1‘état basal
NMDA GIuN1, 2A-D, - , . .
entrée massive de calcium
GIuN3A-B ) .
réponse lente et cinétiquement plus
étendue
important dans la plasticité synaptique
ouverture rapide du canal
Kainate GluK1-5 - entrée de Na* et K*
dépolarisation rapide de la membrane
Présent dans le SNC et SNP
Delta Delta 1-2 i Role du canal ionique & déterminer
Récepteurs Métabotropiques : Couplés aux protéines G
Cinétique d’activation plus lente
Groupe | Activation de PLC
Gq/Gl1
mGIuR1 ) GE f bac
MGIURS tca
Activation de PKC
Groupe I Inhibition de AC
mGIuR2 - Gi/Go l [AMPC]
mGIuR3
Groupe 111
MGIURA Gi/Go Inhibition de AC
mGIUR6 ] l 1AamPc]
mGIuR7 l [Ca2+]
mGIuR8
Tableau 1: Classification, propriétés et voies de signalisations des récepteurs

ionotropiques et métabotropiques du glutamate.
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I.2.c.ii) Les transporteurs du glutamate

Il existe deux types de transporteurs du glutamate :

- Les transporteurs des Acides Aminés Excitateurs (EAATS) qui sont des transporteurs
localisés sur la membrane plasmique. Ils permettent d’éliminer rapidement le glutamate
de la fente synaptique afin de réguler son activité et de prévenir son excitotoxicité

- Les transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUTSs) qui permettent 1’accumulation

du glutamate dans les VS.

> Les transporteurs des Acides Aminés Excitateurs (EAATS)

Les transporteurs des Acides Aminés Excitateurs ou EAATS appartiennent a la famille
des SLC1 (SoLute Carrier). Cing transporteurs différents ont été identifiés et appelés EAAT1-
5. lls présentent 50 a 60 % d’homologie (Seal and Amara, 1999). Ces transporteurs sont
exprimés par les neurones et les cellules gliales et sont des acteurs majeurs de la transmission
glutamatergique. En effet, le role essentiel de ces transporteurs est 1’élimination du glutamate
de la fente synaptique qui s’accompagne d’un cotransport d’ions sodium et hydrogéne et d’un
antiport de potassium (Kanai and Hediger, 2004). A travers la recapture du glutamate, les
EAAT contrdlent ainsi la durée et I’étendue du message glutamatergique et permettent de

protéger les neurones de I’action excitotoxique du glutamate.

De plus, ces transporteurs ont une localisation différentielle au sein du SNC. Les
EAAT1-3 sont les plus abondants. EAAT1 et EAAT2 sont présents dans les astrocytes alors
que EAAT3 et EAAT4 sont des transporteurs neuronaux (Furuta et al., 1997; Perego et al.,
2000) (Figure 8). On retrouve également les EAAT1-3 et -5 dans les tissus périphériques.
EAATS est aussi présent au niveau des batonnets et des cellules bipolaires de la rétine (Eliasof
et al., 1998; Gegelashvili and Schousboe, 1998).

> Les transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUTYS)

Au sein du neurone, le glutamate est internalisé dans des VS a I’aide de transporteurs
particuliers, les transporteurs vésiculaires du glutamate nommés VGLUTSs identifiés dans les
années 2000. Il existe trois sous types de transporteurs : VGLUTL1, VGLUT2 et VGLUT3.
VGLUT1 et VGLUT?2 définissent les neurones glutamatergiques a I’instar de leur homologue
VGLUT3 (El Mestikawy et al., 2011).
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LUMEN

/ Tight junction

Figure 8 : Schéma de la distribution des transporteurs plasmiques du glutamate (EAATS)

autour de synapses et proche d’un vaisseau sanguin dans I’hippocampe.
Quatre terminaisons glutamatergiques (T) sont représentées formant des synapses au niveau d’épines dendritiques
(S). Les astrocytes (G) sont autour de ces neurones. EAATL (bleu) et EAAT2 (rouge) sont exprimeés sur les
astrocytes, alors que EAAT3 (vert) est présent sur les neurones. (D aprés Zhou et al., 2014)

1.3/ LES TRANSPORTEURS VESICULAIRES DU GLUTAMATE

I1.3.a) Les différentes familles de transporteurs vésiculaires

La transmission chimique nécessite I’accumulation des NT dans les VS. Cette étape est

permise par les transporteurs vésiculaires.

Les transporteurs vésiculaires sont membres d’une famille de protéines membranaires
de transport appelée Solute Carriers (SLC) composée de 300 protéines organisées en 51
catégories (Hediger et al., 2013). Aujourd’hui, treize transporteurs vésiculaires sont identifiés
et classés en trois groupes (SLC17, SLC18, SLC32) d’apres leur substrat et leur similarité de
séquence (Omote et al., 2011).
Les transporteurs du groupe SLC17 permettent I’accumulation vésiculaire de NT
anioniques (Reimer, 2013). Neuf membres ont été identifiés :
- Les génes SLC17A1-4 codent les transporteurs phosphate sodium-dépendant connus

respectivement sous les noms de NPT1, NPT2, NPT3 et NPT4. Ces transporteurs sont
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impliqués dans le transport d’anions organiques pour I’élimination rénale des
xénobiotiques (Reimer, 2013).

- Letransporteur vésiculaire des acides aminés excitateurs (VEAAT) est codé par le gene
SLC17A5 (Miyaji et al., 2008). 11 s’agit d’un cotransporteur d’H+ et d’acide sialique
lysosomal (Miyaji et al., 2008; Verheijen et al., 1999). Il a été également montré qu’il
participait au transport du glutamate et de I’aspartate en tant que NT (Miyaji et al.,
2011). Toutefois le réle de I’aspartate comme NT est encore controversé (Herring et al.,
2015).

- Lesgenes SLC17A6-8 codent les transporteurs vésiculaires du glutamate, les VGLUT1-
3 (El Mestikawy et al., 2011a; Takamori et al., 2000).

- Enfin, le transporteur vésiculaire de nucléotide VNUT codé par le géne SLC17A9
permet ’entrée d’ATP dans les vésicules synaptiques car I’ATP est considérée comme

un NT de la signalisation purinergique (Nishida et al., 2014; Sawada et al., 2008).

Les membres du groupe SLC18 interviennent dans le transport de NT cationiques
comme les monoamines (sérotonine, dopamine, noradrénaline, adrénaline et histamine) et
I’acétylcholine (Reimer, 2013). 1l existe trois membres au sein de ce groupe :

- Le transporteur veésiculaire de monoamine de type 1, VMAT1, codé par le géne
SLC18A1 permet I’accumulation de monoamines. Il est exprimé dans les cellules
endocrines périphériques des glandes surrénales.

- Letransporteur vésiculaire de monoamine de type 2 nommé VMAT2 et codé par le gene
SLC18A2 intervient également dans le transport des monoamines. Toutefois, sa
distribution differe de celle de VMAT1. En effet, VMAT2 est retrouvé dans les
neurones aminergiques du SNC.

- Enfin, un transporteur vésiculaire de 1’acétylcholine appelé VACHT est codé par le gene
SLC18A3.

Le dernier groupe répertorié est celui des SLC32 (géne SLC32A1) impliqué dans
I’accumulation de composés électriquement neutres comme le GABA ou la glycine (Reimer,
2013). Le seul transporteur connu a 1’heure actuelle est identifi¢ sous le nom de transporteur
vésiculaire d’amino-acides inhibiteurs (VGAT ou VIAAT) (Mclintire et al., 1997; Sagné et al.,
1997). L’entrée de GABA ou de glycine nécessite un cotransport d’ions CI- (Juge et al., 2009).

D’autre part, du fait des forces motrices et des modes de régulation propres a ces trois

catégories de transporteurs, une autre classification s’est ajoutée. En effet, les transporteurs
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SLC17 et SLC18 appartiennent a la super famille des Major Facilitator Super Families ou
MFS. Cette super famille regroupe tous les transporteurs actifs secondaires, soit plus de 3600
protéines et est répandue dans I’ensemble du vivant (Reddy et al., 2012). Quant aux SLC32, ils
sont membres de la super famille des Amino acid/Polyamine/organocation ou APC (Wong et
al., 2012).

D’un point de vue fonctionnel, les transporteurs vésiculaires sont des transporteurs
secondaires. Ces transporteurs sont capables d’accumuler les NT dans les VS en utilisant
I’énergie générée par un gradient de proton créé par la pompe ATPase vacuolaire (V-ATPase).
L’ énergie issue de I’hydrolyse de I’ATP en ADP entraine I’entrée des ions H* dans les VS
conduisant a la formation d’un gradient électrochimique (AuH*). Le gradient électrochimique
créé est composé d’un gradient de pH (ApH) da a I’acidification des VS, et d’un gradient
électrique (Ay) lié a I’entrée des charges positives dans la vésicule synaptique. L’activité des
transporteurs dépend de ce gradient électrochimique qui peut étre modulé par la perméabilité

aux ions CI- de la vésicule synaptique (Figure 9).

Figure 9 : Représentation
schématique d’une vésicule
synaptique glutamatergique.

La pompe V-ATPase va permettre I’entrée de
protons H+ grace a I’hydrolyse de ’ATP en
ADP. L’acidification de la vésicule va alors
favoriser I’entrée du glutamate dans la
vésicule synaptique.

(D ’apres EI Mestikawy, 2011)

Les transporteurs vésiculaires sont considérés comme des acteurs déterminant la
quantité de NT accumulés dans les VS. Ainsi, la modification du nombre et de I’activité de ces
transporteurs joue un réle essentiel dans la modulation de la neurotransmission (Daniels et al.,
2004, 2011; Edwards, 2007; Moechars et al., 2006; Song et al., 1997; Williams, 1997; Wojcik
et al., 2004). Cependant, cette affirmation ne semble pas totalement fondée en ce qui concerne
les VGLUTSs (Ramet et al., 2017).
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11.3.b) La découverte des VGLUTs

Les transporteurs vésiculaires du glutamate appartiennent a la famille SLC17. Ces
transporteurs jouent un rble primordial dans la transmission de I’information excitatrice
(Fonnum, 1984). Trois VGLUTs sont identifiés a I’heure actuelle (El Mestikawy et al., 2011).

La premiére étude réalisée sur ces transporteurs vésiculaires date de 1994. En effet, Ni

et ses collaborateurs ont isolé une protéine localisée spécifiquement dans le cerveau partageant
une séquence similaire aux transporteurs de phosphate inorganique dépendant du sodium. Cette
protéine fut dans un premier temps appelée BNPI pour brain-specific Na*-dependent inorganic
phosphate co-transporter (Ni et al., 1994).
Six ans plus tard, deux études indépendantes ont mis en évidence que le BNPI était en fait un
transporteur vésiculaire du glutamate. En effet, la transfection de cette protéine dans des
neurones GABAergiques leur conférait la capacité de libérer du glutamate (Takamori et al.,
2000). De plus, Bellochio et ses collaborateurs ont rapporté que le BNPI était capable de
transporter le glutamate a I’intérieur des VS (Bellocchio et al., 1998, 2000). Ces deux études
confirment le role de BNPI dans le transport vésiculaire du glutamate et le renomment
VGLUTL.

Parallelement, la méme année 2000, un autre transporteur de phosphate inorganique
dépendant du sodium a été découvert et appelé DNPI (differentiation-associated Na*-
dependent inorganic phosphate co-transporter) (Aihara et al., 2000). En 2001, cing groupes de
recherche différents ont mis en évidence que le DNPI contribuait au transport vésiculaire de
glutamate. Le DNPI a alors été renommé VGLUT2 (Bai, 2001; Fremeau et al., 2001; Herzog
et al., 2001; Takamori et al., 2001; Varoqui et al., 2002).

Un troisieme transporteur vésiculaire du glutamate a été identifié en 2002 et nommé
VGLUT3. VGLUTS3 partage toutes les caractéristiques structurales et fonctionnelles des deux
autres sous-types de VGLUTSs (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002; Schafer et al., 2002;
Takamori et al., 2002). Toutefois, sa distribution au sein du cerveau est surprenante. En effet,
alors que VGLUT1 et VGLUT2 sont des marqueurs des neurones glutamatergiques, VGLUT3
est exprimeé par des neurones qui utilisent un autre NT que le glutamate (Gras et al., 2002).
Cette propriété laissait présager un réle atypique de VGLUT3 (Gras et al., 2002; Herzog et al.,
2001).
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I1.3.c) La structure des VGLUTSs

Les trois VGLUTSs présentent un fort degré d’identité de leur séquence protéique, proche
de 70% au sein d’une méme espece (Gras et al., 2002). Les régions présentant une forte
homologie sont les domaines transmembranaires des VGLUTs (environ 90% d’homologie). En
revanche, les régions N- et C- terminales présentent une variation de séquence plus importante
(respectivement 17% et 2% d’homologie). Ce sont ces régions terminales qui pourraient
conferer aux VGLUTs des propriétés fonctionnelles différentes (Vinatier et al., 2006)
(Figure 10).
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Figure 10 : Alignement des séquences d’acides aminés de VGLUT1, VGLUT?2 et
VGLUTS3 chez le rat.

Les lettres surlignées en noir indiquent les résidus identiques. Les régions centrales sont hautement conservées
par rapport aux régions périphériques présentant plus de varions de séquences. (D aprés Gras et al., 2002)

Les genes codant les VGLUTSs serait conservés au cours de 1’évolution. En effet,
différents isoformes des VGLUTs ont été identifies dans diverses branches de 1’arbre
phylogénétique, a savoir chez la drosophile (Daniels et al., 2004), le poisson zébre (Higashijima
etal., 20044, 2004b), la grenouille (Gleason et al., 2003), ou encore le nématode Caenorhabditis
elegans (Lee et al., 1999) (Figure 11).
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Figure 11: Arbre phylogénétique illustrant la conservation du géne codant les
VGLUTsS au cours de I’évolution.
Les losanges oranges représentent la présence d’un isoforme des VGLUTS.

Ostdichthyens

La structure tridimensionnelle des VGLUTS est a ce jour mal connue. Toutefois, la
structure cristallographique du transporteur du glycerol-3-phosphate (GIpT) de la bactérie
Escherichia Coli, un lointain orthologue bactérien des VGLUTS, permettrait d’établir un
modele prédictif de la structure 3D des VGLUTs (Huang et al., 2003). D’aprés 1’étude
d’Almgvist et ses collaborateurs, les VGLUTs seraient composés de 12 domaines

transmembranaires.

Les domaines hydrophobes seraient organisés en deux groupes symétriques de six
hélices transmembranaires chacun, reliés par une longue boucle cytoplasmique (Almqgvist et
al., 2007). Ce modele putatif conférerait une conformation intra-vésiculaire close, alors que la

région intra-cytoplasmique serait accessible a I’eau et a d’autres substrats (Figure 12).
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Figure 12 : Modele 3D de la structure de VGLUT1 humain obtenue par homologie avec

GlpT, un transporteur bactérien.

A) Topologie 2D proposée de VGLUTL avec 12 domaines transmembranaires (colorés). B) Représentation en
3D des hélices transmembranaires depuis le cytoplasme. Les groupes d’hélices 1 a 6 et 7 a 12 seraient disposés
de fagon symétrique. C) Le pore (volume gris) est ouvert du coté cytoplasmique. (D ‘apreés Almqvist et al., 2007)

I1.3.d) Propriétés biochimiques et pharmacologiques des VGLUTs

Les transporteurs vésiculaires du glutamate présentent des caractéristiques spécifiques
pour I’accumulation de glutamate dans les VS.

En effet, ces transporteurs ont une affinité pour le glutamate de 1’ordre du millimolaire
(Km 1 a5 mM) ce qui est relativement faible par rapport a celle d’autres transporteurs comme
les EAATs (Km environ 4-40 uM) (Reimer et al., 2001). Malgré cette faible affinité, les

VGLUTSs transportent spécifiquement le glutamate. Ils sont incapables de transporter le GABA,
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la glutamine, 1’aspartate ou tout autre NT. Les VGLUTSs sont les seuls membres de la famille

des SLC17 a présenter une pareille sélectivité pour leurs substrats.

Comme les autres transporteurs vésiculaires, I’activit¢ des VGLUTs dépend de
I’existence du gradient de proton. Toutefois, leur dépendance vis a vis du gradient
électrochimique porte essentiellement sur la composante électrique contrairement aux
transporteurs VMATS et VAChTs dont I’activité dépend davantage de la différence de pH
(Maycox et al., 1988; Naito and Ueda, 1985).

Une autre caractéristique importante concernant le transport de glutamate par les
VGLUTs est la dépendance biphasique au chlore extra-vésiculaire. Cette propriété a été mise
en évidence a I’aide de préparations de VS ou de membranes contenant des VGLUTS
hétérologues (Bellocchio et al., 2000; Maycox et al., 1988; Naito and Ueda, 1985; Bai, 2001).
En effet, I’activité des VGLUTs est modulée par la concentration en ions chlore a 1I’extérieur
des VS. Il semblerait que le chlore permette une activation allostérique des VGLUTS lorsqu’il
est présent a faible concentration (entre 1 et 4 mM). En revanche, a forte concentration (au-
dessus de 10 mM), le chlore inhibe les VGLUTS tout comme lorsqu’il est totalement absent
(Miyaji et al., 2011).

Lors de leur découverte, les VGLUTs ont été tout d’abord définis comme des
transporteurs de phosphate inorganique dépendant du sodium. Ainsi, d’aprés certains auteurs,
il existerait un double transport faisant intervenir des acteurs différents :

- Letransport du glutamate dépendant du gradient électrique et de la concentration extra-
vésiculaire de chlore
- Le transport de phosphate inorganique dépendant des ions sodium.

D’autre part, bien qu’ayant un role essentiel dans la transmission glutamatergique, tres
peu d’agents pharmacologiques ciblent efficacement les VGLUTS et aucun de ceux-ci n’est
spécifique d’un sous-type de VGLUT. Cependant, le développement de composes
pharmacologiques spécifiques des VGLUTs permettrait de mieux comprendre leurs
implications fonctionnelles normales et pathologiques. Parmi ces composés agissant sur
I’activité des VGLUTS, on trouve :
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> Les agents inhibant les VGLUTS :

- Des inhibiteurs compétitifs des VGLUTS qui se lierait directement au site de transport:
I1 existe plusieurs analogues d’aminoacides. Les analogues les plus efficaces sont le (2S,4R)-
4-méthylglutamate et le trans-ACPD qui rentrent directement en compétition avec le glutamate,
laissant supposer que ces molécules reconnaissent le site de liaison du glutamate sur les
VGLUTSs (Winter and Ueda, 1993).
Les meilleurs inhibiteurs compétitifs connus des VGLUTS sont des colorants azoiques : le bleu
Trypan et le bleu Evans (Fonnum et al., 1998; Roseth et al., 1995). Le Chicago Blue Sky agit
de la méme fagon que le bleu Evans, mais il est moins efficace (Roseth et al., 1995).
Le brillant yellow bloque le transport vésiculaire de glutamate. Il s’agit d’un inhibiteur
compétitif puissant spéecifique des VGLUTSs (Tamura et al., 2014).

- Il existe également un inhibiteur indirect naturel, le facteur protéique IPF qui peut

inhiber la recapture du glutamate et du GABA (Tamura et al., 2001).

> Les composeés agissant sur le gradient de protons :

Au sein des inhibiteurs non compétitifs, on trouve le rose bengale. Ce composé va se
lier a des sites qui ne sont pas les sites actifs sur les VGLUTS pour inhiber leur activité de fagon
dose dépendante (Bole and Ueda, 2005).

Il existe des inhibiteurs des ATPases vacuolaires tel que le N-éthylmaléimide (NEM), ou la
bafilomycine (Bowman et al., 1988).

Des ionophores a protons peuvent également moduler le gradient du proton, comme par
exemple le Carbonyl Cyanide M-Chloro-Phényldrazone (CCCP).

Enfin, d’autres composés jouent sur I’entrée de chlore dans les VS tel que le 4,4’-
diiothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonique (DIDS) qui réduit 1’activité des VGLUTSs (Hartinger
and Jahn, 1993).

[.3.e) Distribution anatomique de VGLUT1 et VGLUT2

Les transporteurs vésiculaires du glutamate VGLUTL et VGLUT2 définissent les
neurones glutamatergiques. lls sont exprimés sur les VS localisées dans les terminaisons
synaptiques (Bellocchio et al., 1998; Herzog et al., 2001; Kaneko et al., 2002). Ces deux
isoformes ont une distribution quasi complémentaire dans le SNC chez le rongeur. Cependant,
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les neurones exprimant VGLUT1 ont leurs soma préférentiellement localisés dans les structures
corticales alors que VGLUT?2 est essentiellement présent dans les régions sous-corticales.

Dans le SNC, I’ARNm codant pour VGLUT1 est principalement transcrit dans le bulbe
olfactif, toutes les couches corticales, ’hippocampe, le subiculum, les couches granulaires du
cervelet et la matiere grise périaqueducale. Le transcrit VGLUTL1 est le seul des deux isoformes
majeurs a étre transcrit dans le cortex cérébelleux et les cellulaires granulaires du gyrus denté.
On le retrouve en quantité plus faible dans certains noyaux du thalamus et le septum latéral.
L’ARNm de VGLUT2, quant a lui, est fortement présent dans les régions sous-corticales allant
du thalamus a la moelle épiniére. On le retrouve également dans les couches corticales IV du
cortex pariétal et frontal, les couches IV et VI du cortex temporal, et dans les noyaux ventro-
median, arqué et supraoptique de I’hypothalamus. Dans ’amygdale, les noyaux medial et
central expriment I’ARNm de VGLUT2. En revanche, dans les noyaux latéral et basolatéral,
on ne trouve que ’ARNm de VGLUT1 (Aihara et al., 2000; Fremeau et al., 2001; Herzog et
al., 2001; Liguz-Lecznar and Skangiel-Kramska, 2007; Ni et al., 1994) (Figure 13).

Pour ce qui est de la distribution protéique, VGLUT1 est exprimé dans les bulbes et
tubercules olfactifs, le cortex cérébral, 1’hippocampe (hormis la couche des cellules
pyramidales et granulaires), le caudé-putamen, le noyau accumbens et le septum (Bellocchio et
al., 1998; Fremeau et al., 2001; Kaneko et al., 2002). On le retrouve également au niveau du
thalamus, des fibres paralleles du cervelet, du noyau pedonculo-pontin et de I’hypothalamus. I1
est aussi present dans le tronc cérébral inférieur et la moelle épiniere dorsale et ventrale
(Varoqui et al., 2002). La protéine VGLUT2 est exprimée de facon diffuse dans toutes les
couches corticales mais on en trouve un niveau trés élevé dans les couches I et IV du cortex.
Les terminaisons VGLUT2-positives sont aussi observées dans le caudé-putamen, le globus
pallidus, le thalamus, les colliculi inférieurs et supérieurs, la substance noire, le tronc cérébral,
le bulbe rachidien, la moelle épiniere et les fibres grimpantes des cellules de Purkinje. VGLUT2
est également retrouvé dans ’amygdale (Fremeau et al., 2001; Herzog et al., 2001; Kaneko et
al., 2002; Landry et al., 2004; Varoqui et al., 2002) (Figure 14).

Un phénomeéne particulier se produit au cours du développement post-natal du cervelet,
du cortex et de I"hippocampe chez la souris. En effet, la proportion de VGLUTI1 et VGLUT2
s’inverse progressivement, ¢’est ce que 1’on appelle le « VGLUT2-VGLUT1 switch » (Boulland
et al., 2004; Miyazaki et al., 2003).
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Figure 13 : Distribution des ARNm de VGLUT1 et VGLUT?2.

L’ARNm de VGLUTL est préférentiellement présent dans les régions corticales (cortex (Cx), hippocampe (Hp),
cervelet (Cv)) alors que ’ARNm codant pour VGLUT?2 est exprimé dans les régions sous-corticales allant du
thalamus (Th) au tronc cérébral (DCN = noyau cérébelleux profond). L’ARNm de VGLUT!1 est transcrit dans le
noyau basolatérale de I’amygdale. (D ‘apres Fremeau et al., 2001)

Selon I’é¢tude de Fremeau et de ses collaborateurs en 2001, VGLUT1 et VGLUT2 ne
sont pas exprimés dans des neurones non glutamatergiques (Fremeau et al., 2001). Toutefois,
d’autres groupes ont depuis mis en évidence la présence de ces deux isoformes des VGLUTSs
dans des neurones connus comme étant non glutamatergiques (pour revue ElI Mestikawy et al.,
2011). En effet, VGLUT1 et VIAAT ont été retrouvés exprimés dans un sous ensemble de
terminaisons axonales dans le néocortex (Fattorini et al., 2009). Les ARNm de VGLUT1 et
VGLUT2 sont co-exprimés dans les motoneurones cholinergiques de la corne dorsale de la
moelle épiniere (Herzog et al., 2004). L’ARNm de VGLUT?2 est également présent dans les
neurones noradrénergiques des groupes Al et A2 et des neurones adrénergiques des groupes
C1, C2 et C3 de la medulla du rat (Stornetta et al., 2002a; Stornetta, 2002b). Enfin, on le
retrouve aussi aux stades précoces du développement dans les neurones dopaminergiques

mésencéphaliques. Cependant, son expression diminue chez 1’adulte (Descarries et al., 2008;
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Mendez et al., 2008). Enfin, on trouve VGLUT1 dans les neurones cholinergiques de 1’habénula

projettant sur le noyau interpédonculaire (Ren et al., 2006).

Différentes études ont mis en évidence la présence de VGLUTS dans les astrocytes et
ainsi expliquées I’exocytose de glutamate dans ces cellules (Bezzi et al., 2004; Fremeau et al.,
2002; Montana et al., 2004; Ni and Parpura, 2009; Ormel et al., 2012). Toutefois, des études
plus récentes ont rapporté que ces transporteurs vésiculaires du glutamate n’étaient pas
exprimés dans les astrocytes (Cahoy et al., 2008; Juge et al., 2010; Li et al., 2013a). L’existence

des VGLUTs dans les astrocytes reste encore a I’heure actuelle controversée.

Dans le systeme visuel, VGLUT1 et VGLUT2 sont présents dans différents types
cellulaires de la rétine de facon complémentaire. En effet, VGLUTL1 est exprimé par les
photorécepteurs et les batonnets, alors que VGLUT2 est exprimé dans les corps cellulaires des
cellules ganglionnaires et des cellules horizontales et dans certains cones de la rétine de souris
(Gong et al., 2006; Johnson et al., 2004; Mimura et al., 2002; Stella et al., 2008; Wéssle et al.,
2006). Les souris dépourvues totalement de VGLUT1 (souris VGLUT17) présentent une cecité
progressive apres la naissance (Fremeau et al., 2004). Cela permet de souligner le réle essentiel
de VGLUTL1 dans la perception visuelle. Toutefois, certaines fonctions visuelles sont
conservées comme le réflexe de contraction des pupilles en réaction a la lumiére qui est contrélé
par VGLUT2. VGLUT1 et VGLUT2 jouent ainsi des rbles complémentaires dans la

transmission rétinienne (Fremeau et al., 2001; Gong et al., 2006; Johnson et al., 2007).

Dans le systeme auditif, I’expression de VGLUTI et VGLUT2 est également
complémentaire. On retrouve ces VGLUTSs dans le noyau cochléaire (Zeng et al., 2009; Zhou
et al., 2007). Les deux VGLUTSs sont co-exprimés dans les cellules granulaires du noyau
cochléaire ventral, les cellules fusiformes, et la couche profonde du noyau cochléaire dorsal
(Fyk-Kolodziej et al., 2011). Il semblerait qu’une colocalisation dans I’olive supérieure Soit
possible (Billups, 2005; Blaesse et al., 2005).
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Figure 14: Distribution protéique de VGLUT1 et VGLUT?2.

VGLUT1 et VGLUT2 sont détectés par immunoautoradiographie. L’expression de VGLUTI et VGLUT2 est
diffuse dans I’ensemble du SNC avec des intensités différentes. Dans I’amygdale, VGLUT1 et VGLUT2 sont
observés. (D ’aprés Herzog et al., 2001, 2004)
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On retrouve VGLUTL1 et VGLUT2 dans de nombreux organes périphériques. En effet,
ils sont présents dans les cellules alpha des Tlots de Langerhans sur les granules sécrétant le
glucagon et sur les cellules F (Bai et al., 2003; Hayashi et al., 2003). VGLUT?2 est également
exprimé dans la poche gastrique, et au niveau des muqueuses et du pylore dans I’estomac
(Hayashi et al., 2003). VGLUTL1 quant a lui a été identifié dans des vesicules sécrétoires de
transcytose présentes dans les ostéoclastes (Morimoto et al., 2006). Une étude a montré que les
souris VGLUT1 présentaient une ostéoporose (Hinoi et al., 2002; Morimoto et al., 2006).
D’autre part, I’expression de VGLUT1-2 a été observée dans les spermatides (intermédiaire de
la spermatogénese) présageant I’existence d’un systéme glutamergique et par extension la

présence de VGLUTSs (Hayashi et al., 2003; Redecker et al., 2003).

Au cours du développement, des compensations développementales existent entre
VGLUT1 et VGLUT?2 appelé le « VGLUT2-VGLUT1 switch ». Une équipe a montré que les
souris VGLUT1” ne survivent que trois semaines post-natal car I’absence de VGLUT1 est
compensée en partie par la présence ubiquitaire plus précoce de VGLUT2 (Wojcik et al., 2004).
Toutefois, une autre étude a démontré qu’avec des conditions d’élevages adéquates, les souris
VGLUT1" peuvent survivre au-dela de trois semaines malgré la présence de nombreux troubles
physiologiques : un retard global de croissance, un aspect émacié, une cécité et des troubles
neurologiques moteurs (Fremeau et al., 2004). Ainsi, VGLUT1 ne semble pas indispensable au
maintien des fonctions vitales de 1’organisme. En revanche, I’absence de VGLUT?2 entraine la
mort des souris VGLUT2” dés la naissance (Wallén-Mackenzie et al., 2006). En effet,
VGLUT?2 intervient dans le contréle de la respiration et du systeme nerveux autonome, il est
donc un acteur majeur de la transmission glutamatergique dans les centres nerveux de

régulation autonome de 1’organisme (Moechars et al., 2006; Wallén-Mackenzie et al., 2006).
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Points Importants :
La Synapse Glutamatergigue

Le Glutamate est :
- unacteur clé du métabolisme
- le neurotransmetteur excitateur principal du SNC chez les mammiferes

La synapse glutamatergique est composée :

- d’un bouton pré-synaptique : Internalisation du Glu dans les VS par les transporteurs
veésiculaires du glutamate, les VGLUTS

- d’une fente synaptique : Libération du Glu
d’un élément post-synaptique : Interactions du Glu avec ses récepteurs ionotropiques
(AMPA, NMDA et Kainate) et métabotropiques (mGIuRs) présents a la surface
membranaire.

La recapture du Glu :

- se fait par diffusion simple

- se fait essentiellement par les transporteurs des Acides Aminés Excitateurs, les
EAATS des astrocytes environnants

- permet le « recyclage » du Glu par le cycle glutamine-glutamate.

Les VGLUTs::

- sont au nombre de trois : VGLUT1,2 et 3

- partagent des propriétés structurelles, biochimiques, énergétiques et pharmacologiques
communes

- VGLUT1 est principalement exprimé par les neurones corticaux, alors que VGLUT2
est essentiellement sous-cortical

- VGLUT1 et VGLUT2 définissent les neurones glutamatergiques

- VGLUTS3 est un transporteur vésiculaire du glutamate atypique.
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11/ LE TRANSPORTEUR VESICULAIRE DU GLUTAMATE 3 : VGLUT3

l1I.1/ DISTRIBUTION DE VGLUT3

Le troisiéme transporteur vésiculaire du glutamate identifié est VGLUT3. Il est trés
proche structurellement des deux autres isoformes VGLUT1 et VGLUT2 (plus de 70%
d’homologie) et partage avec eux les mémes caractéeristiques fonctionnelles, biochimiques,
énergétiques et pharmacologiques (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002; Reimer et al., 2001;
Takamori et al., 2002).

Contrairementa VGLUT1 et VGLUTZ2, VGLUTS3 est présent dans tres peu de neurones.
Alors que VGLUT1-2 sont essentiellement exprimés dans les terminaisons présynaptiques,
VGLUTS3 est observé dans les corps cellulaires et les dendrites proximales de certains neurones
mais aussi dans les terminaisons présynaptiques (Gras et al., 2002; Herzog et al., 2004). Cette
localisation suggére que VGLUT3 pourrait jouer un réle autre que celui de transporteur
vésiculaire du glutamate. En effet, la mobilité de VGLUT3 vers divers compartiments
cellulaires pourrait impliquer le glutamate dans de nouvelles voies de signalisation encore non
identifiees (Ramet et al., 2017).
De plus, VGLUTS a été identifié au niveau des vésicules de synapses excitatrice et inhibitrice
(Fasano et al., 2017; Gras et al., 2008). Contrairement 8 VGLUT1 et VGLUT2 qui s’expriment
quelque fois dans les mémes terminaisons axonales, VGLUTS3 est rarement associé a ces deux

autres isoformes (Boulland et al., 2004).

L’ARNm de VGLUTS3 est présent dans les tubercules olfactifs, le striatum et notamment
dans le noyau accumbens, le pallidum ventral et dans les noyaux du raphé (Boulland et al.,
2004; Gras et al., 2002; Herzog et al., 2004; Nickerson Poulin et al., 2006). On retrouve
également VGLUT3 dans le cortex cérébral et I’hippocampe mais en faible quantité
(Figure 15). Aucune trace de VGLUT3 n’est observée dans le thalamus, le septum et la
substance noire. La présence de VGLUT3 n’avait pas été détectée dans ’amygdale (Herzog et
al., 2004; Schafer et al., 2002).

Pour ce qui est de la distribution protéique (Figure 15), VGLUTS3 est exprimé dans le

bulbe et les tubercules olfactifs, les couches corticales Il, V et VI, le septum latéral, le striatum
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dorsal et ventral, les couches pyramidales et granulaires de I’hippocampe. La protéine VGLUT3
est également observée dans ’aire tegmentale ventrale, la substance noire compacte, le noyau
interpédonculaire et les noyaux du raphé dorsal et médian. Dans ’amygdale, il apparait dans
les noyaux basolatéral et basomédian (Herzog et al., 2004; Schéafer et al., 2002; Tatti et al.,
2014).
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Figure 15 : Distribution de ’ARNm et de la protéine VGLUT3 dans le cerveau de rat.
Visualisation de 1’expression du transcrit de VGLUT3 par hybridation in situ (A, C, E, G, I, K, M, O) et de la
protéine VGLUT3 par immunoautoradiographie (B, D, F, H, J, L, N, P). (D aprés Herzog et al., 2004)
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D’aprés certaines études, VGLUT3 ne serait pas seulement présent dans les neurones
du SNC. En effet, sa présence aurait été mise en évidence dans une sous-population d’astrocytes
du cervelet et du striatum, et dans les oligodendrocytes (Boulland et al., 2004; Fremeau et al.,
2002). Toutefois, ces résultats ne semblent pas admis par ’ensemble de la communauté
scientifiqgue. Une majorité d’équipes n’a pas reproduit ces résultats qui Seraient dis a un

marquage non specifique (Gras et al., 2008; Herzog et al., 2004; Schéfer et al., 2002).

Dans le SNC, VGLUT3 serait donc présent dans des cellules neuronales. Toutefois, de
facon surprenante, contrairementa VGLUTL1 et VGLUT2 qui sont des marqueurs des neurones
glutamatergiques, VGLUT3 est présent dans des neurones utilisant d’autres NT que le
glutamate. Il est largement exprimé dans les interneurones cholinergiques du striatum, une
sous-population d’interneurones GABAergiques du cortex, de I’hippocampe, et de I’amygdale
et les neurones sérotoninergiques du raphé (ElI Mestikawy et al., 2011; Herzog et al., 2004;
Omiya et al., 2015; Schafer et al., 2002) (Tableau 2).

Type Expression de Localisation des protéines
neuronal ’ARNmM Corps cellulaires Terminaisons
Cortex cérébral,
Sérotonine Raphé dorsal et | Raphé dorsal et médian hippocampe, bulbe
médian olfactif, amygdale, aire
tegmentale, moelle
épiniéere
Cortex cérébral Cortex cérébral, Cortex cérébral,
GABA Hippocampe Hippocampe, cellules Hippocampe, cellules de
Amygdale de Purkinje, noyaux des | Purkinje, olive supérieure,
corps trapézoides amygdale
) ' Striatum, Striatum, , Striatum, amygdale
Acétylcholine cerveau basal | cerveau basal antérieur
antérieur

Tableau 2: Distribution de PARNm de VGLUTS3 et de sa protéine dans les neurones non-

glutamatergiques du SNC.
(Adapté de El Mestikawy et al., 2011)
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Ainsi, par sa distribution atypique, VGLUTS3 se distingue des deux autres isoformes de
transporteurs veésiculaires du glutamate. Cela laisse présager fonctionnellement un réle

particulier de VGLUTS3 dans ces sous-populations neuronales impliquant deux NT différents.

111.2/ VGLUT3 DANS LES NEURONES NON-GLUTAMATERGIQUES

I1.2.a) VGLUT3 dans les neurones sérotoninergiques

La sérotonine (5-HT) est une amine biogéne synthétisé a partir d’un acide aminé, le
tryptophane. Elle est présente dans des groupes de neurones dispersés au niveau du tronc
cérébral. La 5-HT est un acteur important dans la régulation de nombreuses fonctions

cérébrales.

Le systeme sérotoninergique est composé de neuf groupes de neurones localisés dans
différents noyaux du raphé et disposés le long de la ligne médiane du tronc cérébral. Les quatre
groupes les plus caudaux projettent vers la moelle épiniére et le systeme nerveux périphérique.
Les groupes les plus rostraux, a savoir le raphé dorsal (RD) et le raphé médian (RM) projettent
de fagon diffuse dans ’ensemble du cerveau jusqu’au bulbe olfactif (Hensler, 2006; Michelsen
et al., 2007) (Figure 16).

D’un point de vue fonctionnel, le systéme sérotoninergique projette entre autres sur le
systéeme limbique ce qui I’implique dans le contrle de I’humeur chez I’Homme. Il intervient
notamment dans les troubles de type anxieux et dépressif. L’importance de ce systéme dans ces
troubles de I’humeur se manifeste par 1’utilisation en thérapeutique d’inhibiteurs spécifiques de
la recapture de la 5-HT (SSRI : Selective Serotonin Reuptake Inhibitor) qui ciblent son

transporteur plasmique (SERT).

Au sein des neurones du raphé, il existe trois types de populations différentes : les
neurones purement sérotoninergiques, les neurones exprimant seulement VGLUT3 et les
neurones possédant la5-HT et VGLUT3 (Gras et al., 2002; Nakamura et al., 2004) (Figure 17).

L’ARNm de VGLUT3 est exprimé dans environ 30% des neurones sérotoninergiques

du raphé (Gras et al., 2002; Hioki et al., 2010; Schéfer et al., 2002). Dans ces neurones 5-HT,
VGLUT3 est localisé au niveau des corps cellulaires, des dendrites et des terminaisons
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(Amilhon et al., 2010; Commons, 2009; Gras et al., 2002; Jackson et al., 2009; Mintz and Scott,
2006; Soiza-Reilly and Commons, 2011). On retrouve les terminaisons sérotoninergiques de
ces neurones exprimant VGLUTS3 issues du raphé dans les bulbes olfactifs, le cortex cérébral,
I’hippocampe, I’amygdale, I’aire tegmentale ventrale, le plexus supra-épendymaire et la moelle
épiniere (Amilhon et al., 2010; Oliveira et al., 2003; Schafer et al., 2002; Shutoh et al., 2008).
Il apparait que ces terminaisons expriment rarement le transporteur plasmique de la 5-HT,
SERT (Amilhon et al., 2010; Hioki et al., 2004). De plus, il semble que VGLUT3 ne soit pas
présent dans toutes les terminaisons 5-HT de ces neurones mixtes (Amilhon et al., 2010;
Fremeau et al., 2002; Gagnon and Parent, 2014; Schéafer et al., 2002). Cela signifierait
I’existence de mécanismes complexes d’adressage des différentes VS vers les terminaisons

axonales des neurones sérotoninergiques (Gagnon and Parent, 2014).
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Figure 16 : Representation schématique du systéme sérotoninergique central chez
I’Homme.

Les noyaux rostraux, a savoir le raphé dorsal et le raphé médian projettent de fagon diffuse dans I’ensemble du
cerveau, du bulbe olfactif au cervelet. Les groupes de neurones caudaux du raphé projettent vers la moelle épiniére
et le systeme nerveux périphérique mais ne sont pas représentés ici. (D aprés Scarr et al., 2013)

Des études menées au laboratoire par Bénédicte Amilhon ont permis de définir de
nouveaux roles pour VGLUT3 a I’aide des souris n’exprimant plus VGLUT3 (souris VGLUT3
). En effet, I’absence de VGLUTS3 chez ces souris entraine I’apparition d’un phénotype de type
anxieux. Toutefois, d’autres comportements régulés par la 5-HT telles que 1’agressivité et la

résignation ne semblent pas étre affectées (Amilhon et al., 2010). Ces résultats suggérent que
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VGLUT3 délimite un sous-groupe de neurones 5-HT impliqué dans la régulation de certains
troubles de I’humeur.

D’autre part, ces études ont montré que la présence de VGLUTS3 facilitait : 1/ la capture
de 5-HT par le transporteur vésiculaire des monoamines de type 2 (VMAT?2), et 2/ la libération
de 5-HT dans I’hippocampe et le cortex cérébral. Ainsi, VGLUT3 joue un réle dans la co-
transmission sérotonine/glutamate par le processus de synergie vésiculaire découvert pour la
premiére fois avec I’acétylcholine et dont nous parlerons en partie II11.3 (Amilhon et al., 2010;
Gras et al., 2008).
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Figure 17 : Co-localisation de VGLUT3 et SERT dans le raphé dorsal et le raphé médian
par hybridation in situ.

L’ARNm codant pour VGLUT3 est marqué en bleu et celui de SERT en rouge. A) Distribution des transcrits de
VGLUT3 et SERT dans les noyaux du raphé : noyau dorsal (DR) et médian (MnR). B) Agrandissement du raphé
dorsal. C) Visualisation de la co-localisation VGLUT3-SERT dans des neurones. Echelles : A, 300 um. B, 100
um. C, 10 um. (D ’aprés Gras et al., 2002)
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I11.2.b) VGLUT3 dans les neurones GABAergiques

Le GABA ou acide y-aminobutyrique est le principal NT inhibiteur du SNC. Synthétisé
a partir du glutamate, ce NT est dans un premier temps activateur au cours du développement

embryonnaire, avant de devenir inhibiteur a ’age adulte (Ben-Ari, 2002).

Le systeme GABAergique est trés hétérogene. Les neurones GABAergiques présentent
de fortes diversités morphologiques et électrophysiologiques (pour revue, Petilla Interneuron
Nomenclature Group et al., 2008). Au sein de cette famille vaste et complexe, il existe une
population d’interneurones GABAergiques dit « en panier » (basket cells) localisée dans le
cortex et I’hippocampe. Ces interneurones portent leur nom du fait que leurs terminaisons
entourent les dendrites proximales et les corps cellulaires des neurones glutamatergiques
pyramidaux. Deux groupes ont été identifiés parmi ces interneurones GABAergiques : 1’un
exprimant la paravalbumine (PV, protéine de liaison au calcium), ’autre exprimant la
cholécystokinine (CCK, neuropeptide) (Capogna, 2014; Somogyi et al., 2004; Spampanato et
al., 2011).

Il apparait que VGLUTS3 est exprimé dans certains neurones appartenant au systeme
GABAergique. En effet, au cours du développement, VGLUTS3 est présent de facon transitoire
dans les cellules de Purkinje (neurones GABAergiques du cervelet) (Gras et al., 2005). Il est le
seul des trois isoformes de VGLUTs a avoir cette propriété. A 1’age adulte, ’ARNmM de
VGLUT3 est observé dans des interneurones GABAergiques « en panier » du cortex cérébral
et de I’hippocampe (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002; Herzog et al., 2004; Schéfer et al.,
2002; Somogyi et al., 2004). VGLUT3 a egalement été identifie dans des interneurones
GABAergiques de la strie terminale et du noyau médian du corps trapézoide (Gillespie et al.,
2005; Kudo et al., 2012). Au cours de ma thése, la présence de VGLUTS3 a été mise en évidence

dans les interneurones GABAergiques de I’amygdale (Omiya et al., 2015).
Au sein de ces neurones, VGLUTS3 est localisé au niveau du soma, dans la partie
proximale des dendrites et dans les terminaisons axonales (Fremeau et al., 2002; Herzog et al.,

2004; Somogyi et al., 2004) (Figure 18 A-B).

Plus spécifiguement, VGLUT3 est présent dans la sous-population d’interneurones

GABAergiques «en panier » exprimant la CCK dans le cortex cérébral et 1’hippocampe

50



(Fasano et al., 2017; Hioki et al., 2010; Somogyi et al., 2004) (Figure 18). Aujourd’hui, la
présence de VGLUT3 a également été mise en évidence dans les interneurones GABAergiques
CCK-positifs de ’amygdale (Omiya et al., 2015). En effet, VGLUT3 a été retrouvé dans des
interneurones GABAergiques exprimant la CCK mais également le récepteur aux
cannabinoides CB1 dans le noyau basolatérale de I’amygdale. Ces interneurones forment des
synapses particuliéres avec les cellules pyramidales car elles s’invaginent au sein de ces cellules
glutamatergiques exprimant le récepteur métabotropique du glutamate mGIluR5 (Omiya et al.,
2015).

Ainsi, du GABA, de la CCK et du glutamate sont libérés par ces interneurones dans la
fente synaptique. Suite a cette libération, le glutamate agirait sur les mGIuR5 largement
distribués sur la surface membranaire extrasynaptique et somato-dendritique des cellules
pyramidales par un mode de transmission volumique. Il pourrait alors moduler les fonctions
neuronales et synaptiques (Omiya et al., 2015). Toutefois, son réle au sein de ces synapses

invaginées reste a étre établi.

Au niveau de certains neurones GABAergiques VGLUT3-positifs, la libération du
glutamate entraine une réponse glutamatergique du neurone post-synaptique suite a 1’activation
de récepteurs NMDA (Case and Gillespie, 2011; Noh et al., 2010; Stensrud et al., 2015).
D’autre part, il s’avére que d’autres récepteurs du glutamate jouent un réle dans la transmission
de I’information au niveau des synapses GABAergiques. En effet, il a ét¢ montré que le
récepteur métabotropique mGIUuR7 est présent au niveau de la terminaison pré-synaptique des
interneurones GABAergiques « en panier » (Somogyi et al., 2003). Suite a son activation par
le glutamate, ce dernier peut alors inhiber la libération synaptique de GABA et permettre ainsi
un rétrocontrdle négatif sur la transmission neuronale (Summa et al., 2013). Cette action a été
confirmée par une étude plus récente dans 1’hippocampe montrant que la libération du
glutamate dans la synapse, possible par la présence de VGLUT3, entraine I’ inhibition de celle
du GABA via l’activation des récepteurs métabotropiques mGluRs du groupe III dans les

interneurones GABAergiques VGLUT3-positifs (Fasano et al., 2017).

VGLUT3 et VIAAT sont localisés sur les mémes VS dans le cortex cérébrale et
I’hippocampe (Stensrud et al., 2013). Une autre étude de ce méme auteur a montré que les
terminaisons GABAergiques dépourvues de VGLUT3 posséderaient plus de GABA que celles
exprimant VGLUT3 (Stensrud et al., 2015).
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Figure 18 : Localisation de VGLUT3, CCK et GAD ou CB dans I’hippocampe par
immunofluorescnce.

A) Le soma (1) est marqué par VGLUT3, GAD et CCK ; le soma (2) est marqué seulement par GAD et CCK ; le
soma (3) est marque par GAD. VGLUTS3 appartient donc a une sous-population d’interneurones GABAergiques
CCK+. B) Le soma est marqué par VGLUT3, GAD, CCK. C) Un soma est marqué par VGLUT3 et CCK, mais
pas par CB. D) Des terminaisons VGLUT3 innervent un soma CB+. E) Les terminaisons VGLUT3+ innervent un
soma CB et CCK+. Echelles : A, Bet E 20 um; C et D 10 um. (D aprés Somogyi et al., 2004)
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En effet, le glutamate étant le précurseur du GABA, son accumulation dans les VS le
rendrait moins disponible pour la synthése de GABA (Stensrud et al., 2015). Toutefois, ces
interprétations sont issues de résultats obtenus uniquement par des techniques d’anatomie. Elles

restent donc a étre confirmées par d’autres approches fonctionnelles.

[1.2.c) VGLUT3 dans les neurones cholinergiques

L’acétylcholine (ACh) est un ester produit a partir de ’acétyl-CoA et de la choline qui
joue le role de NT dans le SNC.

Le systeme cholinergique est composé de neurones présents dans les noyaux du
prosencéphale (ou cerveau antérieur) et du tronc cérébral. Au sein de cette population
cholinergique, certains neurones sont caractérisés par la présence de VGLUT3. En effet,
I’ARNm de VGLUT3 est observé dans le striatum dorsal et ventral, et le cerveau antérieur
basal. Pour ce qui est de la distribution protéique, VGLUT3 est exprimé dans les corps
cellulaires du striatum et du cerveau antérieur basal, et dans les terminaisons du striatum et de
I’amygdale (Boulland et al., 2004; EI Mestikawy et al., 2011a; Gras et al., 2002; Nickerson
Poulin et al., 2006; Schéafer et al., 2002) (Tableau 2).

Le striatum est une des structures cérébrales les plus riche en VGLUT3 (Figure 15) et
posséde une organisation structurelle et neuronale complexe (Gras et al., 2002; Herzog et al.,
2004).

En effet, le striatum qui lui-méme est un des noyaux appartenant aux ganglions de la
base, est composé de plusieurs noyaux. Au sein de ces noyaux, on trouve un ensemble de
neurones plutdét homogene que 1I’on peut classer en deux catégories selon la présence d’épines
sur leurs dendrites (Figure 19).

La premiére population neuronale est composée de neurones possedant des épines sur
leur dendrites appelés neurones épineux de taille moyenne (Medium Spiny Neurons ou MSNSs).
Il s’agit de neurones de projections GABAergiques qui représentent 95% des neurones striataux
(Kemp and Powell, 1971; Parent et al., 1995). Ce sont les neurones efférents du striatum et ils
recoivent également la majorité des afférences de cette structure.

La deuxiéme catégorie de neurones est constituée d’interneurones GABAergiques et

cholinergiques dépourvus d’épines qui forment un réseau neuronal plus hétérogene.
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Au sein des interneurones GABAergiques, différentes sous-populations sont identifiées.

En effet, il existe des interneurones exprimant la paravalbumine (PV), d’autres se caractérisent

par la présence de somatostatine (SOM), et enfin ceux possédant la calbindine (Calb).

D’autre part, les interneurones cholinergiques qui constituent 1’autre population

neuronale sont appelés TANs (Tonically Active neurons) (Calabresi et al., 2000; Pisani et al.,

1997). Bien que ne représentant qu’1 a 2 % de la population neuronale striatale totale, les TANs

ont une place clé dans la transmission synaptique liée principalement a deux de leurs

caractéristiques : 1/ ils sont la seule source d’acétylcholine du striatum, 2/ VGLUT3 y est

retrouve.

En effet, il a été montré que les TANSs sont fortement impliqués dans la régulation de la

transmission de I’information nerveuse et la plasticité striatale a long terme a travers leurs

récepteurs ionotropiques (muscariniques et nicotiniques) (Higley et al., 2009; Sullivan et al.,

2008; Wang et al., 2006).
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Figure 19: Les différentes populations neuronales du striatum.

Les neurones épineux (MSNSs) recoivent des afférences glutamatergiques du cortex préfrontal, de I’hippocampe et
de I’amygdale basolatérale. Ils sont modulés par les interneurones GABAergiques exprimant la paravalbumine
(PV), la somatostatine (Som) et la calbindine (Calb), et par les interneurones cholinergiques (ChAT interneurones).

(Adapté de Russo et Nestler,2013)
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Par ailleurs, ’ARNm de VGLUTS3 est présent dans les soma des TANs du striatum
ventral et dorsal, et dans les soma de la partie striatale des tubercules olfactifs (Gras et al., 2002;
Nickerson Poulin et al., 2006). D’un point de vue protéique, VGLUTS3 est observé dans le corps
cellulaire et les dendrites des TANs ou il co-localise avec la choline acétyltransférase (ChAT),
enzyme permettant la synthése d’acétylcholine a partir de choline et d’acétyl-CoA. Au niveau
des terminaisons, ce sont VGLUT3 et VAChT, le transporteur vésiculaire de 1’acétylcholine,
qui sont détectés dans les TANSs. Ces neurones semblent donc capables de libérer a la fois du

glutamate et de 1’acétylcholine (Figure 20).

VGLUT3

Figure 20: Expression de VGLUT3 dans les interneurones cholinergiques du striatum.
Les neurones marqués avec la ChAT (A, en vert) expriment également VGLUT3 (B, en rouge). Echelle : 50 um.
(D ’apres Nickerson Poulin et al., 2006)

De plus, I’équipe a montré que VGLUT3 et VAChT sont observés sur les mémes VS
dans les TANs (Gras et al., 2008). Cette co-localisation permet d’augmenter la quantité d’ACh
stockée dans les VS et la quantité libérée d’ACh dans la fente synaptique par la présence de
VGLUT3 (Gras et al., 2008). De plus, chez les souris présentant une inactivation constitutive
de VGLUT3 (souris VGLUT3"), un phénotype hypocholinergique a été observé dans le
striatum (Gras et al., 2008). VGLUT3 semble donc potentialiser I’effet de VAChT. Ce
phénomene a été appelé synergie vésiculaire (El Mestikawy et al., 2011; Gras et al., 2008).

Une autre structure cérébrale exprime a la fois ’acétylcholine et VGLUT3. 1l s’agit du
cerveau antérieur basal (basal forebrain, BF) qui possede une sous-population de neurones
cholinergiques VGLUT3 positifs projetant essentiellement dans I’amygdale basolatérale
(Nickerson Poulin et al., 2006).
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Au sein de I’équipe, les travaux de thése de Diana Sakae ont permis de mettre en
évidence le role de VGLUT3 dans la sensibilité a la cocaine. En effet, il a été montré que les
souris VGLUT3” présentent une hypersensibilité locomotrice due a la prise de cocaine. Ce
phénotype serait expliqué par I’utilisation du glutamate libéré dans la synapse pour réduire la
quantité de dopamine libérée et ainsi inhiber le systéme de récompense, alors que I’ACh
stimulerait le systeme de récompense (Sakae et al., 2015).

Il a également été montré que ’expression de VGLUT3 dans le noyau accumbens, une
région du striatum antérieur, est régulée par les récompenses physiologiques communes (eau,
nourriture) et la douleur. Ainsi, I’expression de VGLUT3 est augmentée suite a une
administration chronique de sucrose, et diminuée lors d’une douleur chronique chez le rat
(Tukey et al., 2013).

VGLUT3 semble ainsi avoir un réle modulateur dans le traitement des récompenses et de la
douleur au sein du striatum, outre son implication dans la régulation de la dépendance aux
drogues (Sakae et al., 2015; Tukey et al., 2013).

Par ailleurs, 1’étude menée par Christelle Gras dans notre équipe a mis en évidence la
présence d’un phénotype hyperlocomoteur chez les souris VGLUT3”-. En effet, ces souris
VGLUT3" réalisent plus d’aller-retour que les souris controles au cours du début de la phase
de nuit dans un test d’actimétrie. Les souris étant nocturnes, cette phase représente le
commencement de leur état d’activité. L hypothése proposée est que cette hyperlocomotion
serait conséquente a la perte de VGLUT3 dans les interneurones cholinergiques VGLUT3
positifs du striatum (Gras et al., 2008).

VGLUT3 semble donc exercer une influence non négligeable dans le réseau striatal,

bien que son rdle reste encore partiellement incompris a I’heure actuelle.

1.3/ LA SYNERGIE VESICULAIRE

La presence de VGLUT3 dans certains neurones leur confere la capacité de libérer a la
fois du glutamate, mais également un autre NT principal. Dans ce contexte, on peut se demander
quel est le role joué par le glutamate dans les synapses associées, et par extension celui de
VGLUTS.
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En 2008, notre équipe a mis en évidence que VGLUT3 et VACHT, le transporteur
vésiculaire de I’acétylcholine étaient présents sur les mémes VS dans le striatum. De plus, en
présence de glutamate dans les vésicules possédant VGLUT3, I’accumulation d’ACh
radiomarquée au tritium étaient augmentait de plus de 200% (Gras et al., 2008). Cet effet n’a
pas été retrouvé chez les souris VGLUT3”- qui présentent un phénotype hypocholinergique. En
revanche, cette coopération entre deux transporteurs vésiculaires a été également identifiée dans
les neurones serotoninergiques du raphé possédant VGLUT3 et VMAT2 (Amilhon et al., 2010)
(Figure 21).

Ainsi, le phénomene permettant I’augmentation de I’accumulation du NT principal dans
les VS grace a la présence de glutamate permise par VGLUTS, et entrainant par conséquent
une libération plus importante du NT principal dans la synapse a été nommé « synergie
vésiculaire ».
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Figure 21: Co-libération de NT et synergie vesiculaire cholinergique (A) et
sérotoninergique (B).
La présence de VGLUT3 augmente 1’accumulation dans les VS d’acétylcholine (ACh, A2) par VAChT, ou de

sérotonine (5-HT, B2) par VMAT?2, et la libération de ces NT et de glutamate dans la fente synaptique. (Adapté
de El Mestikawy et al. 2011)

Par ailleurs, la synergie vésiculaire a été observée dans les terminaisons 5-HT VGLUT3-
positives de I’hippocampe et du cortex prélimbique (Amilhon et al., 2010; Shutoh et al., 2008).
Cependant, ces terminaisons n’expriment pas SERT, le transporteur de sérotonine nécessaire a
sa recapture dans la fente synaptique (Amilhon et al., 2010; Shutoh et al., 2008). Ainsi, la

transmission 5-HT reste efficace malgré le fort signal sérotoninergique délivré par
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’augmentation de la libération de 5-HT due a la présence de VGLUTS3 et la diminution de
recapture de sérotonine par I’absence de SERT. Cela suggére que I’intensité de cette
transmission sérotoninergique varie en fonction des transporteurs présents au niveau

synaptique.

Ce phénomeéne de synergie vésiculaire n’est pas exclusifa VGLUT3 et a ét¢ également
suggéré pour le deuxieme isoforme découvert des VGLUTs, a savoir VGLUT2 dans les
neurones dopaminergiques et les interneurones GABAergiques (Hnasko et al., 2010; Zander et
al., 2010). De plus, récemment, VGLUT2 et VIAAT ont été observés chez le rat dans les mémes
terminaisons synaptiques de I’aire tegmentale ventrale projetant sur I’habenula latérale, laissant
entendre la libération a la fois du glutamate mais également du GABA dans la fente synaptique
(Root et al., 2014). A ce jour, nous n’avons pas identifié cette colocalisation chez la souris

(données de I’équipe non publiées).

Le mécanisme moléculaire impliqué dans la synergie vésiculaire est partiellement
expliqué. En effet, le glutamate va permettre I’augmentation de 1’acidification de la vésicule
synaptique par son accumulation via VGLUT3 générant une augmentation du gradient de pH
(El Mestikawy et al., 2011). Ainsi, VMAT2 et VAChT vont pouvoir transporter une plus forte
quantité de NT a Pintérieur de la vésicule par I'utilisation du gradient de protons généré
(Amilhon et al., 2010; Gras et al., 2008). En revanche, le rdle des anions (CI- et Pi) transportés

par VGLUTS3 restent inconnus (Figure 22).

D’aprés certaines études, le nombre de VGLUTSs présents sur les VS modulerait la
quantité de NT principal accumulé et par la suite libéré, jouant sur I’intensité de la réponse post-
synaptique résultante (Ishikawa et al., 2002; Wilson et al., 2005; Wojcik et al., 2004). Toutefois,
d’autres auteurs suggerent qu’une seule molécule de VGLUT est nécessaire pour assurer un
transport vésiculaire suffisant et la synergie vésiculaire (Daniels et al., 2006; Schenck et al.,
2009; Woijcik et al., 2004).

D’autre part, le role de VGLUT3 ne semble pas limité a son implication dans la synergie
vésiculaire. Des travaux menés au sein de 1I’équipe ont montré la présence de VGLUT3 dans
les cellules ciliées internes de la cochlée permettant la transmission glutamatergique vers les
cellules bipolaires du nerf auditif. Par conséquent, les souris n’exprimant plus VGLUT3 (les

souris VGLUT3™) sont sourdes (Ruel et al., 2008; Seal et al., 2008). L’implication de VGLUT3
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a également été mis en évidence dans une pathologie héréditaire de 1’audition chez ’Homme
(surdité de type DFNA25) par les travaux menés par 1’équipe du Pr Puel. En effet, une mutation
ponctuelle (pA211V) du geéne humain codant VGLUT3 serait a ’origine d’une surdité
progressive liée a 1’age (cf Chapitre 111.4.b.ii), page 61; Ramet et al., 2017; Miot, 2017, en

soumission).
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Figure 22 : Mécanisme moléculaire de la synergie vésiculaire.

L’accumulation des NT dans les VS se fait par la création d’un gradient électrochimique (AuH+) dépendant de
I’activité de la pompe V-ATPase. L’entrée de I’ACh dépend du gradient de pH, alors que la fonction de VGLUT3
dépend du gradient électrique. Pour une molécule d’ACh entrée, deux protons sont expulsés ce qui dissipe
rapidement le gradient de pH. Toutefois, la présence de VGLUT3 permettrait une acidification de la vésicule

augmentant la quantité de NT accumulés. (D aprés El Mestikawy et al. 2011)

VGLUTS, a travers sa distribution en dehors du SNC, semblerait participer a la

réalisation d’autres fonctions et interviendrait dans diverses pathologies.

1.4/ AUTRE DISTRIBUTION DE VGLUT3
I1.4.2) VGLUT3 dans le reste du systéme nerveux
Dans la moelle épiniere, I’ARNm de VGLUTS3 est présent dans les cornes dorsales et

ventrales, mais aussi dans les ganglions de la racine dorsale (Landry et al., 2004; Oliveiraet al.,

2003). En termes de distribution protéique, VGLUT3 est exprimé dans la matiére grise mais
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également dans quelques fibres de la matiére blanche spinale. Sa distribution est beaucoup plus
restreinte et moins importante que celles de VGLUT1 et VGLUT2 (Landry et al., 2004; Oliveira
et al., 2003).

VGLUT3 est aussi présent dans une sous-population de neurones des ganglions de la
racine dorsale qui projettent dans la lamina I et dans la couche profonde de la lamina Il de la
corne dorsale de la moelle épiniere (Seal et al., 2009). Des études menées sur les souris
VGLUT3” ont montré que VGLUTS3 est impliqué dans les circuits nociceptifs et notamment
les mécanismes d’hypersensibilit¢ suite au trauma, aux blessures nerveuses et aux

inflammations (Seal et al., 2009).

D’autre part, VGLUT3 est observé dans les neurones nitroxidergiques du noyau du
tractus solitaire et dans les neurones projetant sur le noyau du tractus solitaire par le nerf
aortique dépresseur. Dans ces neurones, VGLUT3 est co-localisé¢ avec 1’oxyde nitrique
synthase neuronale (nNOS) dans la région périsomatique et dans les terminaisons. Etant donné
que le noyau du tractus solitaire est impliqué dans le contréle des réflexes cardiovasculaires et
que le nerf aortique dépresseur intervient dans la transmission des informations de pression et
de pH sanguins, le glutamate, a travers VGLUTS3, ainsi que I’ oxide nitrique (NO) participeraient
potentiellement a la régulation des fonctions cardiaques (Lin and Talman, 2005; Lin et al.,
2012).

VGLUT3 est également présent dans les neurones 5-HT projetant dans les régions
essentielles a la respiration et au contr6le thermogene. Il s’avere que les nouveau-nés des souris
VGLUT3" présentent des altérations du contrdle respiratoire central et de la thermorégulation
en réponse a un stress hypoxique. Cela suggere un nouveau rdle clé de VGLUT3 dans la

protection des nouveau-nés en cas d’hypoxie (Miot et al., 2012).

I11.4.b) VGLUT3 dans les organes sensoriels

[11.4.b.i)) VGLUT3 dans le systeme visuel

Dans la rétine, il existe de nombreux types cellulaires différents dont notamment les
photorécepteurs (cones et batonnets), les cellules ganglionnaires, les cellules bipolaires, et les

cellules amacrines.
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La population de cellules amacrines constituent I’essentiel des interneurones inhibiteurs
de la rétine et présente une large diversité morphologique et moléculaire avec plus de 50 types
différents de cellules amacrines chez la souris (MacNeil and Masland, 1998; Marc and Liu,
2000; Mosinger et al., 1986; Pourcho and Goebel, 1985). Les cellules amacrines assurent le
transfert des signaux entre les cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires et sont capables
de libérer du GABA ou de la glycine (Masland, 2012; Wassle et al., 2009).

VGLUT3 a été retrouvé dans une sous-population de cellules amacrines dans la couche
plexiforme interne chez le rat, la souris, le macaque et le pigeon. Cette découverte mettrait en
lumiéere le premier type de cellules amacrines excitatrices décrits dans la rétine (Atoji and
Karim, 2014; Fremeau et al., 2002; Gong et al., 2006; Grimes et al., 2011; Haverkamp and
Wassle, 2004; Johnson et al., 2004; Stella et al., 2008).

Cette sous-population VGLUT3-positive constitue seulement 1% de la totalité des
cellules amacrines dans la rétine des mammiferes. Elles se caractérisent par I’expression de fort
taux de glycine, du transporteur plasmique de la glycine, et par la formation de synapses en face
desquels sont présents des récepteurs glycinergiques (Haverkamp and Wassle, 2004). En
revanche, aucun autre transporteur vésiculaire n’est identifi¢ a I’exception de VGLUT3, que ce
soit celui de la glycine, de VIAAT ou d’un autre NT présent dans les cellules amacrines (ACh
et/ou dopamine) (Haverkamp and Wassle, 2004).

Récemment une étude a montré que les cellules amacrines VGLUT3-positives sont capables de
libérer du glutamate de fagon dépendante au calcium (Lee et al., 2014).
Ainsi, ces cellules décrites comme étant seulement inhibitrices pourraient avoir un réle

excitateur.

[11.4.b.ii) VGLUT3 dans le systeme auditif

Le systéeme auditif humain est constitué de trois éléments de nature et de fonctions
différentes : I’oreille externe, ’oreille moyenne et I’oreille interne. Le role majeur de ce
systeme est la transformation de vibrations acoustiques aériennes captés par I’oreille externe,
en messages nerveux dans I’organe interne, intégrables par le SNC (Figure 23).

Un des acteurs essentiels dans I’audition se trouve dans 1’oreille interne. Il s’agit d’un
organe appartenant a la cochlée, 1’organe de Corti. Celui-ci est constitué notamment de cellules
sensorielles possédant des stéréocils appelées cellules ciliées externes et internes, et de fibres

nerveuses des neurones de type | et Il du ganglion spiral.
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Figure 23: Schéma de I’appareil auditif humain.

L’organisation de I’oreille humaine est représentative de celles de tous les mammiféres. L’oreille externe est
constituée du pavillon, du conduit auditif externe et de la face externe du tympan pour capter les ondes sonores
transmise a 1’oreille moyenne. Celle-ci met en relation le tympan avec la fenétre ovale de la cochlée. Elle comprend
la face interne du tympan et les osselets (marteau, enclume, et étrier). L’oreille interne est formée par la cochlée,

I’organe de ’audition et les organes de I’équilibre. (D ‘aprés www.audition.fr)

Pour pouvoir étre transmise au SNC et étre intégré comme signal auditif, les vibrations
doivent atteindre la cochlée en passant d’abord par I’oreille externe et I’ oreille moyenne. Elles
vont alors entrainer le mouvement des liquides et des membranes constituant la cochlée. Cela
provoque alors I’inclinaison des stéréocils des cellules ciliées induisant 1’activation des fibres
nerveuses des neurones du ganglion spinal qui transmettent le signal devenu électrochimique
au cortex cérébral.

VGLUT3 a été retrouvé dans le systéme auditif et particulierement dans 1’organe de
Corti, organe sensoriel clé de 1’audition.

En effet, il apparait que les synapses a ruban (synapses spécialisées permettant une
libération rapide et soutenue de NT) formées entre les cellules ciliées internes et les neurones
de type | du ganglion spiral sont glutamatergiques (Eybalin, 1993; Puel, 1995; Ruel et al.,
2007).

VGLUT3 est le seul des trois isoformes des VGLUTSs présent sur les VS des cellules

ciliées internes. En revanche, il n’a jamais été observé dans les cellules ciliées externes (Ruel
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et al., 2008; Seal et al., 2008). Selon certaines études, la présence de VGLUT3 semble avoir un
role essentiel dans la transmission de 1’information auditive.

En effet, il a été montré que 1I’invalidation du géne de VGLUTS3 entraine une surdité
profonde chez la souris (Ruel et al., 2008; Seal et al., 2008). Aucune réponse nerveuse n’a été

observeé suite a une stimulation sonore suggérant un défaut de transmission des voies auditives.

D’autre part, des études menées sur les souris VGLUT3” présentant par conséquent une
surdité, ont mis en évidence une diminution du nombre de neurones auditifs primaires de type
| avec cependant, un processus d’exocytose des VS non perturbé en 1’absence de VGLUT3
(Ruel et al., 2008). Ainsi, le défaut de transmission au niveau de la synapse des cellules ciliées
internes serait di a ’absence de libération de glutamate conséquente a 1’impossibilité de
I’accumulation de glutamate dans les vésicules par 1’absence de VGLUT3.

Par ailleurs, chez ces mémes souris VGLUT3”, des changements de morphologie
précoces ont été observés. En effet, une réduction progressive du nombre de neurones dans le
ganglion spiral ainsi qu’une réduction de la taille du noyau cochléaire ont été rapportés (Seal et
al., 2008).

VGLUT3 semble alors jouer un réle développemental et étre essentiel a la libération du

glutamate dans les cellules ciliées internes.

De plus, une mutation ponctuelle (pA211V) sur le gene codant VGLUTS3 a été identifiée
comme étant responsable d’une surdité progressive chez 'Homme (DFNA25)(Ruel et al.,
2008). Il s’agit de la premiére mutation d’'un VGLUT associée & une pathologie humaine.

La mutation pA221V responsable de la surdit¢ DFNA25 chez 'Homme s’exprime chez la
souris par la mutation pA224V sur le gene codant VGLUT3. Chez les souris
VGLUT3A24VIA224V - cette mutation entraine une diminution importante de I’expression de
VGLUT3 (70%) dans les terminaisons nerveuses. Toutefois, son action ne semble pas altéree.
Cette forte diminution de VGLUT3 s’accompagne d’une réduction du nombre de vésicules
VGLUT3 positives a la synapse (Ramet et al., 2017). D’autres études menées au sein de
I’équipe ont montré que cette mutation entraine des altérations morphologiques des cellules
ciliées internes. En effet, celles-ci présentent des stéréocils déformés et fusionnés laissant
supposer I’incapacité de ces cellules a transmettre les informations acoustiques en message
nerveux. VGLUTS3 interviendrait également dans 1’activation de la mort autophagique de fagon

indirect via la protéine Becline 1 (These Stéphanie Miot, 2017).
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D’un point de vue clinique, ce type de surdité s’apparente a une forme de presbyacousie,
c’est-a-dire @ une perte d’audition bilatérale et symétrique liée a 1’age et touchant

essentiellement les hautes fréquences.

I1.4.c) VGLUT3 dans les organes périphériques

VGLUTS3 est également présent dans les organes périphériques. En effet, son expression
a été retrouvé dans le foie, et le rein a des quantités plus faibles a partir d’analyses de northern
blot (Fremeau et al., 2002; Gras et al., 2002). D’autres auteurs mentionnent la présence de
VGLUTS3 dans le muscle squelettique (Boulland et al., 2004; Wu et al., 2004). Le role de
VGLUT3 au sein de ces organes pourrait étre de transmettre localement les informations
glutamatergiques, ou bien de limiter les exces de glutamate cytosolique par sa recapture dans

les vésicules.
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Points Importants :

Le transporteur vésiculaire du glutamate 3,
VGLUT3

» VGLUT3 est présent :
- dans le corps cellulaire et les terminaisons nerveuses
- dans des neurones qui expriment un autre neurotransmetteur principal.

> Il existe une co-transmission glutamatergique, via VGLUT3 et :
- serotoninergique dans le raphé
- GABAergique dans le cortex, I’hippocampe et I’amygdale
- cholinergique dans le striatum et le cerveau antérieur basal.

» 1l existe une synergie vésiculaire favorisant I’accumulation des NT dans les VS :
- des neurones 5-HT exprimant VGLUT3 dans le raphé
- des interneurones cholinergiques exprimant VGLUT3 dans le striatum.

» VGLUT3 est impliqué dans diverses pathologies :
- du SNC : les douleurs neurogénes, 1’anxiété, I’hyperlocomotion, les addictions
- du SNP : la surdité progressive DFNA25, I’hypoxie chez les nouveaux-nés.
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Au sein du SNC, VGLUT3 est tres fortement détectée dans la région basolatérale de
I’amygdale (Herzog et al., 2004). Toutefois son role dans cette structure profonde du lobe
temporal médian particulierement impliquée dans ’apprentissage et les mémoires
émotionnelles (LeDoux, 2003, 2007) n’avait encore jamais été étudié auparavant. Mais avant
de rentrer dans le vif du sujet, attardons-nous un peu sur cette structure clé des mémoires

émotionnelles.

IV/ 'AMYGDALE ET LES MEMOIRE AVERSIVES

IV.1/ STRUCTURE DU COMPLEXE AMYGDALIEN

IV.1.a) Organisation morphologique et structurelle

Au début du 19¢ siécle, Burdach identifie pour la premiére fois une structure profonde
en forme d’amande dans le lobe temporal médian des mammiferes qu’il nomma « amygdale »
(Burdach, 1819-1822). Ce nom, dérivé du grec ancien, fait référence a la forme en amande du
groupe de cellules originellement découvert et connu aujourd’hui sous le nom de complexe
basolatérale de I’amygdale (BLA) (Figure 24).

En 1867 Meynert amorca la description anatomique et morphologique des cellules
appartenant a I’amygdale (Meynert, 1867). Par la suite, de nombreuses structures localisées
autour du complexe basolatérale de I’amygdale ont été identifiés et ajoutes a ce dernier afin de

constituer le complexe amygdalien que 1’on connait aujourd’hui (Johnston, 1923).

Figure 24 : Représentation de la forme en

N amande de ’amygdale basolatérale.
‘\,ﬂ Marquage du neuropeptide NPY par immunohistochimie.
PN Image prise par photomicrographie. BLA : Amygdale
) basolatérale ; CEA : noyau central.
Echelle 2 mm. (D aprés Tasan et al., 2016)

Le complexe amygdalien est constitué de divers et nombreux noyaux eux-mémes

divisés en sous régions. La distinction de ces noyaux est basée sur leurs propriétés
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cytoarchitectonique, histochimique et sur les connections qu’ils établissent (Pitkanen, 2000;

Krettek and Price, 1978). En effet, il est composé de treize noyaux dont six ont été définis

comme étant les noyaux principaux (Figure 25).

Ces derniers sont divisés en trois groupes :

- le complexe basolatéral (BLA) constitué du noyau latéral (LA), du noyau basal appelé

parfois noyau basolatéral (BA), et du noyau basal accessoire autrement appelé noyau
basomédial (BMA)

- le noyau cortical incluant les noyaux corticaux et les noyaux du tractus olfactif latéral

- et le noyau centro-médial comprenant le noyau central (CeA), le noyau médial, et la

partie amygdalienne du lit du noyau de la strie terminale (Sah et al., 2003).

D’autres noyaux sont également décrits comme appartenant au complexe amygdalien

tel que les masses de cellules intercalées (ICMs), I’aire amygdalo-hippocampique, et 1’aire
antérieure de 1’amygdale (Johnston, 1923; McDONALD, 2003; Sah et al., 2003; Aggleton

2000).
Groupes . . -
Lo Différents noyaux Sous-divisions nucléaires
principaux
) Noyaux dorsolatéral, ventrolatéral, et
Noyau lateral o
médial
Complexe Noyaux rostral magnocellulaire,
) Noyau basal _ o . . .
basolatéeral intermédiaire caudé et parvicellulaire

Noyau basomédial

Groupes magnocellulaire, intermédiaire et

parvicellulaire

Noyau cortical

Noyaux corticaux

Noyaux corticaux antérieur et postérieur et

cortex périamygdaloide

Noyaux du tractus olfactif
latéral

Noyau du tractus olfactif latéral, le lit du

noyau du tractus olfactif accessoire,

Noyau

centro-médial

Noyau central

Noyaux capsulaire, latéral, intermédiaire,

et médial

Noyau medial

Noyaux rostral, central et caudal

Partie amygdalienne du lit
du noyau de la strie
terminale

Tableau 3 : Classification des noyaux de ’amygdale cérébrale.
Une organisation nucléaire et une sous-nucléaire permet de classer les noyaux de ’amygdale.
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Ces différents noyaux se distinguent a un niveau inférieur par leur sous-divisions
nucleéaires. En effet, chacun de ces noyaux est divisé en sous régions (Tableau 3) (Sah et al.,
2003).

A Torigine dans la classification, les noyaux du groupe centromeédial sont regroupés
avec les noyaux corticaux. Toutefois, a I’issu de certaines études initiées par Macdonald en
1998, ces noyaux ont été séparés du groupe cortical au vu des différences histochimiques et
développementales observées (McDonald, 1998).

Par ailleurs, et a partir des découvertes sur les connexions entre I’amygdale et les
structures environnantes, une nouvelle classification a été proposee. En effet, Alheid et Heimer
ainsi que leurs collaborateurs suggerent que le noyau centromédial doit étre élargit caudalement
et rostralement au lit du noyau de la strie terminale (bed nucleus of the stria terminalis, BNST)
et aux régions caudorostrales de la substance inominata (représentant le pallidum ventral) pour
former « I’amygdale étendue », ces nouvelles régions faisant partie intégrante du complexe
amygdalien (Alheid, 1995, 2003; Alheid and Heimer, 1988).

Figure 25 : Noyaux du complexe

amygdalien chez le rat.

Les noyaux amygdaliens sont divisés en trois
Cortical nuclei groupes : les aires bleues forment I’amygdale
basolatérale, les aires jaunes représentent
I’amygdale corticale et les zones vertes
correspondent a I’amygdale centromédiale.
ABmc : accessory basal magnocellular subdivision ;
ABpc : accessory basal parvicellular subdivision ;
AHA : amygdalohippocampal area ; Bi : intern basal
nucleus ; Bpc : basal nucleus magnocellular
subdivision ; CeC : capsular subdivision ; CeL :
lateral subdivision ;CeM : medial subdivision ; CoA :
anterior cortical nucleus ; CoP : posterior cortical
nucleus ; e.c :, external capsule ; | : intercalated
nuclei ; Ladl : lateral amygdala medial subdivision ;
Lam : lateral amygdala medial subdivision ; Lavl :
lateral amygdala ventrolateral subdivision ; Mcv :

e 4 Pt — cortex. (D'aprés Sah et al. 2003)

Basolateral nuched

Centromedial nucie

medial amygdala ventral subdivision ; Pir : piriform

D’autres auteurs ont remis en question la classification actuelle qu’ils considerent
comme étant un regroupement arbitraire de noyaux structurellement et fonctionnellement
hétérogenes. Swanson et Petrovich proposent alors de diviser ces noyaux en quatre systémes
fonctionnels : frontotemporal, autonome, principalement olfactif, et olfactif accessoire
(Swanson and Petrovich, 1998).
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Le noyau basolatéral, ayant une origine embryologique de type cortical (Johnston, 1923;
McDonald, 2003), appartiendrait au systeme frontotemporal. En effet, il recoit des afférences
provenant de régions similaires morphologiquement et contient des neurones ressemblant aux
neurones corticaux.

Le noyau central, possédant lui une origine embryonnaire striatale (Johnston, 1923;
McDonald, 2003; Puelles, 2001), contient des cellules morphologiquement similaires au
striatum (Puelles, 2001; Swanson and Petrovich, 1998) et établit des connections avec des
régions impliquées dans le contr6le autonome. Il appartiendrait ainsi au systéme autonome
(Swanson and Petrovich, 1998).

Enfin, le noyau cortical et le noyau médial ferait respectivement partie du systéme
olfactif principal et du systéme olfactif accessoire (Sah et al., 2003; Swanson and Petrovich,
1998).

Au niveau cellulaire, étant donné que la région basolatérale a une origine embryologique
corticale, de fagon similaire au cortex, les cellules principales du noyau basolatérale sont
glutamatergiques alors que les interneurones sont GABAaergiques (McDonald, 1992).

Il en est de méme pour la région centrale d’origine striatale qui, comme les cellules du
corps du striatum, présentent des neurones principaux utilisant le GABA comme NT
(McDonald and Augustine, 1993; Swanson and Petrovich, 1998).

D’un point de vue évolutif, cette organisation du complexe amygdalien basée sur
’origine embryologique semble conservée dans de nombreuses especes (reptiles, oiseaux et
amphibiens) et est observée chez les tétrapodes (Martinez-Garcia et al., 2002; Medina et al.,
2004; Pabba, 2013).

IV.1.b) Organisation cellulaire

Au sein du complexe amygdalien, il apparait que 1’amygdale basolatérale est
principalement glutamatergique, alors que le noyau central est exclusivement GABAergique
(McDonald 1992; McDonald and Augustine, 1993; Spampanato et al., 2011; Swanson and
Petrovich, 1998) (Figure 26).
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L’amygdale basolatérale (BLA) est composée majoritairement de neurones a épines
glutamatergiques (environ 80%) et d’une population éparse minoritaire d’interneurones
GABAergiques a épines (environ 20%) (McDonald, 1992 ; Spampanato et al., 2011). Cette
composition est similaire a celle retrouvée dans le cortex cérébral. Parmi ces neurones, certains
se caractérisent par un type de décharge régulier qui entraine un continuum d’adaptation de
fréquence des décharges due a la différence d’expression des conductances potassiques
dépendantes du voltage et du Ca?* (Faber and Sah, 2002; Sah et al., 2003). La corticostérone et
la noradrénaline réduisent fortement cette adaptation et ainsi permettent I’augmentation
d’excitabilité des cellules principales dans des contextes émotionnels (Duvarci and Paré, 2007;
Tully et al., 2007).

Pir CTX

Figure 26 : Distribution des interneurones de ’amygdale.
Expression de la GAD en vert dans les différents noyaux de I’amygdale. LA : noyau latéral ; BA : noyau basal ;

CeL : noyau central latéral ; CeM : noyau central médial ; ITC : cellules intércallées. (D aprés Spampanato et al.,
2011)

Il existe cinq types d’interneurones GABAergiques différents dans la BLA (Mascagni
and McDonald, 2003, 2007; McDonald and Betette, 2001; McDonald and Mascagni, 2001,
2002). Ces differents types de neurones régulent les cellules principales de fagon différente en
raison de leurs afférences et efférences diverses (Bienvenu et al., 2012; Muller et al., 2005,
2006, 2007a; Smith et al., 2000).
Parmi ces cing types, deux sous-populations se distinguent :
- Les interneurones SOM positifs qui ciblent les dendrites distales des cellules principales
et recoivent des afférences corticales (Muller et al., 2007a; Unal et al., 2014), et
- Les interneurones « en paniers » (basket cells). Chez ces derniers, on peut identifier :
1/ Les interneurones PV positifs qui ne sont pas présents de facon homogéne dans la

BLA et se trouvent principalement dans le noyau basal (Muller et al., 2006). lls constituent la
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plus importante population d’interneurones dans la BLA et regoivent de fortes afférences des
cellules principales mais peu du cortex cérébral (Smith et al., 2000). lls forment des synapses
inhibitrices avec le soma, le segment initial de ’axone et les dendrites proximales des cellules
de projection (McDonald and Betette, 2001; Pitkdnen and Amaral, 1993; Smith et al., 1998;
Sorvari et al., 1995). lIs délivrent des PA de faible durée non adaptatif et certain d’entre eux
générent des décharges régulieres accommodantes (Rainnie et al., 2006; Woodruff and Sah,
2007). Ces interneurones possédent la plus importante force inhibitrice sur les cellules
principales de la BLA (Muller et al., 2005; Woodruff and Sah, 2007).

2/ Les interneurones CCK positifs qui forment des synapses au niveau du soma et des
dendrites proximales, mais aussi au niveau axo-axonique (Capogna, 2014; Katona et al., 2001,
Vereczki et al., 2016). Ils emettent de larges PA a basse fréquence et des décharges adaptatives

(Jasnow et al., 2009; Spampanato et al., 2011).

Les interneurones PV et SOM sont respectivement impliqués dans le feedback et le
feedforward inhibiteur. En effet, Wolff et collaborateurs ont mis en évidence que les
interneurones exprimant PV sont capables d’inhiber les interneurones SOM positifs entrainant

la désinhibition des neurones principaux (Wolff et al., 2014).

Le noyau central de ’amygdale composé des sous-régions latérale (CeL) et médiale
(CeM) est composé exclusivement de cellules GABAergiques (McDonald, 1992 ; Hall, 1972;
Kamal and Témbdl, 1975; McDonald and Augustine, 1993; Paré and Smith, 1993a).
Les neurones du CeM se caractérisent généralement par de larges soma, peu de connexions et
présentent une faible densité d’épines dendritiques. Les neurones du CeL ont de petits soma,
de nombreuses dendrites primaires qui établissent largement des contacts et supportent une
haute densité d’épines, de fagon similaire aux cellules principales du striatum.
Les cellules impliquées dans les circuits locaux semblent étre en proportion plus faible dans les
neurones du CeL que dans la BLA. Il existe trois types de neurones principaux dans le CeL et
le CeM : ceux a décharge réguliére, ceux a décharge a seuil faible et ceux a décharge lente
(Dumont et al., 2002; Lopez de Armentia and Sah, 2004; Martina et al., 1999).

Les cellules intercalées (Intercalated Cell Masses, ICMs) ne forment pas un noyau
compact mais sont répartis en petits groupes denses de cellules. Les ICMs forment des
connexions différentes en fonction de leur position. En effet, ils se trouvent dans deux faisceaux

de fibres majeurs : la capsule externe qui les borde latéralement, et la capsule interne localisée
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entre la BLA et le CeA. Ceux présents dans la capsule externe sont les ICM latéraux (ICML) et
ceux de la capsule interne les ICM médiaux (ICMwm). Parmi les ICMwm, on distingue ceux
localisés dorsalement pres du CeL, les ICMwmp et ceux localisés ventralement prés du CeM, les
ICMmv. La tres grande majorité de ces neurones sont GABAergiques (McDonald and
Augustine, 1993; Nitecka and Ben-Ari, 1987; Paré and Smith, 1993a). lIs ont un petit soma (8-
19 microns de diameétres), un arbre dendritique limité aux faisceaux de fibres ou est localisé le
soma, et une densité d’épines dendritiques relativement élevée (Millhouse, 1986). Ils expriment
de forts niveaux d’opioide u et des récepteurs a la dopamine de type 1 (Herkenham and Pert,
1982; Jacobsen et al., 2006; Poulin et al., 2008). lls présentent une décharge réguliere, une haute
excitabilité intrinséque et peu d’adaptation de fréquence aux décharges (Geracitano et al., 2007,
Marowsky et al., 2005; Royer et al., 2000).

L’intégrité de I’organisation morphologique, structurelle et cellulaire des noyaux
amygdaliens semble indispensable pour permettre 1’occurrence de processus cognitifs
complexes. Ainsi, le complexe amygdalien a été identifié comme jouant un r6le majeur dans la

gestion des émotions et des mémoires associées.

IV.2/ FONCTIONS ASSOCIEES A L’AMYGDALE

IV.2.a) La découverte du réle de 'amygdale dans la peur

Il existe six émotions de base universelles partagées par les hommes mais également par
de nombreuses espéces animales : la tristesse, la joie, le dégout, la surprise, la colére et la peur
(Darwin, 1872 ; Ekman, 1992) (Figure 27).

La peur est le lien entre le ressenti émotionnel face a un stimulus menacant et la réponse
comportementale qui en découle. Il s'agit d'un état transitoire, adaptatif pour assurer la survie
de I'individu. Elle se distingue de I'anxiété qui est un état tonique se référant plus a une humeur

qu'a une émotion (Adolphs, 2013).
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Colere Peur Dégout

Surprise Joie Tristesse

Figure 27 : Les six émotions de base universelles. (D aprés Ekman et al., 1992)

Dans le but de déterminer le réle de la peur lors de la présentation d'un stimulus
émotionnel, deux théories majeures et opposées ont été établies. James-Lange affirme que ce
sont les modifications physiologiques qui déclenchent I'émotion de peur : « je fuis donc jai
peur » (James, 1890). La théorie de Cannon-Bard suggere au contraire que I'expérience
émotionnelle de la peur suite a la présentation d'un stimulus entraine I'expression de celle-ci,
c'est-a-dire des modifications viscérales, somatiques et comportementales : « j'ai peur donc je
fuis » (Cannon et al., 1927).

Une des premiéres expériences démontrant 1’implication de I’amygdale dans les
comportements émotionnels de peur remonte a 1888. Brown et Schafer ont décrit de profondes
altérations des réactions émotionnelles suite & des lésions du lobe temporal chez le singe
(Brown and Schafer, 1888). En 1937, Kllver et Bucy se sont penchés plus précisément sur cet
effet. lls observent alors que chez le singe, des lésions du lobe temporal médial (région incluant
I'amygdale) peuvent entrainer une série de comportements anormaux : absence de colere, de

peur, augmentation de I'exploration, agnosie visuelle, hyperoralité, hypersexualité et perte des
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interactions sociales, définie sous le terme de syndrome de Kliver et Bucy (Kluver and Bucy,
1937).

Parallelement a ces travaux, en 1949, MacLean introduit le concept de systeme limbique
et y inclut ’amygdale dans la continuité des recherches de Papez qui ajouta des structures
médiales temporales au circuit impliqué dans 1’expression émotionnelle (MacLean, 1949;
Papez, 1937).

Afin d’étre plus spécifique et d’établir plus précisément les régions impliquées dans le
phénotype décrit par Kluver et Bucy, Weiskrantz et d’autres auteurs diminuent la taille des
Iésions dans le lobe temporal et démontrent que 1’absence de peur observée chez les singes est
due a I’altération de I’amygdale, un groupe de noyaux hétérogénes appartenant au lobe temporal
(Weiskrantz, 1956; Zola-Morgan et al., 1991).

D’autre part, une autre étude confirme également que des lésions excitotoxiques
sélectives de I’amygdale entrainent une diminution du comportement de peur comme observé
par Kluver et Bucy (Meunier et al., 1999).

Cette absence de comportement de peur suite a des 1ésions de ’amygdale est retrouvée
dans de nombreuses espéces de mammiferes et notamment chez les rats, les chats, les lapins,
les chiens et les humains (Goddard, 1964).

IV.2.b) L'amygdale dans les processus d’apprentissage et de mémoires de
peur

En 1927, Ivan Petrovich Pavlov développe une forme simple d’apprentissage associatif
que I’on appellera conditionnement pavlovien ou conditionnement classique (Pavlov, 1927).

Ce processus d’apprentissage a largement été utilisé afin de développer les
connaissances sur les circuits et les mécanismes neuronaux d’une grande variété de systémes
comportementaux au sein de différentes espéces (F B Krasne and Glanzman, 1995; Holland
and Gallagher, 1999; Thompson and Krupa, 1994).

Une des formes du conditionnement Pavlovien adaptée a 1’étude des processus
d’apprentissage aversif est le conditionnement de peur (ou Fear Conditioning - FC).
Ce conditionnement fait intervenir une forme d’apprentissage permettant d’associer certains
stimuli de I’environnement a un événement aversif. Au cours de I’évolution, cet apprentissage

s’est installé afin de favoriser la survie des individus face a des menaces présentes ou futures
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de I’environnement. Il s’agit d’'une composante essenticlle des systémes comportementaux de

défense chez de nombreux mammiferes (Fanselow, 1994).

La peur conditionnée est un phénomeéne pouvant étre étudié chez différentes especes et
notamment chez le rongeur a travers un test comportemental. Il s'agit d'un apprentissage
associatif de type pavlovien entre un stimulus neutre (SN) généralement un signal sonore ou
lumineux, et un stimulus aversif (inconditionné, SI) sous forme de choc électrique. La seule
présentation du Sl déclenche une réponse comportementale de peur dite inconditionnée. La
présentation simultanée du Sl et du SN va permettre a ce dernier d'acquérir une valeur prédictive
quant a la survenue du choc. Suite a cette association, le SN devient un stimulus conditionné
(SC) capable de déclencher une réponse de peur dite conditionnée. Chez le rongeur, cette
réponse de peur est exprimée par le freezing. Ce comportement de freezing est défini comme
une immobilisation totale du rongeur (absence de mouvement, excepté les mouvements
respiratoires). Pour que cette association SC-SI ait lieu, il faut que leurs présentations suivent :
1/ la loi de contingence, c'est-a-dire que SC soit prédictif de 1’occurrence du SI, et 2/ la loi de
contiguité ou le délai entre les deux stimuli permet d'avoir une association optimale (LeDoux,
2003).

Chez I’'Homme, le conditionnement de peur pavlovien a été utilisé afin de démontrer
qu’une phobie pouvait apparaitre suite a ’association d’un stimulus neutre avec un stimulus
aversif. Cet apprentissage a été décrit dans 1’expérience de John Watson et Rosalie Rayner en
1920. Au cours de cette expérience, Watson et Rayner ont pour objectif de conditionner a la
peur Albert B., un enfant &gé de 9 mois, a un rat blanc en I’associant a un son aversif et fort. En
effet, avant que I’association entre le rat et le son ait lieu, Albert n’est pas effrayé par le rat a
qui il n’accorde aucune valence aversive mais montre plutot une forme de curiosité. Ensuite,
de facon attendue, le bruit fort généré par Watson en frappant avec un marteau sur une barre en
acier suspendue, a déclenché une forte réponse de peur de la part d’Albert. Suite & ce bruit,
Albert a été violement surpris et s’est mis a pleurer. Apres, plusieurs présentations du rat associé
a ce bruit, Albert a appris a avoir peur du rat. En effet, apres chaque présentation du rat, Albert
se mit a pleurer et chercha a fuir I’animal (Watson and Rayner, 1920). Cette expérience illustre
bien I’acquisition de la peur conditionnée, bien que ce type de procédure soit contestable d’un

point de vue éthique (Figure 28).
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Par ailleurs, les premieres études sur I’implication de I’amygdale dans les apprentissages
liés a la peur ont commencé avec des taches expérimentales instrumentales d’évitement au
cours desquelles les animaux doivent éviter le stimulus aversif par I’adoption d’une réponse

comportementale appropriée (King, 1558; Fonberg, 1965; Horvath, 1963; Robinson, 1965).

D’autres utilisations du conditionnement de peur pavlovian se sont ajoutées par la suite
afin d’étudier I’amygdale dans les comportements émotionnels. En effet, les Blanchards ont
démontré le réle direct de ’lamygdale dans I’acquisition de la peur conditionnée contextuelle.
En effet, suite a I’apprentissage associant des stimuli environnementaux a I’occurrence d’un
évenement aversif, a savoir un choc électrique aux pattes, les rats présentant des lésions au
niveau de I’amygdale ne montrent pas de freezing et jouent avec leurs prédateurs naturels,

comme le chat ou le serpent, sans étre effrayés (Blanchard and Blanchard, 1972).
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Figure 28 : Expérience de Watson et Rayner — « Little Albert »

Apprentissage de la peur conditionnée chez un enfant agé de 9 mois, le petit Albert entre un stimulus conditionné,
un rat blanc et un stimulus aversif sous la forme d’un son violent.

(D aprés Watson and Rayner, 1920)
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I1 semble que I’amygdale ait également un réle important dans la peur conditionnée chez
I’Homme (Davidson and Irwin, 1999). Outre I’expérience du petit Albert en 1920, de
nombreuses études ont été menées mettant en lumiére son implication essentielle dans la peur,
notamment celle faisant intervenir des patients présentant des altérations de 1’amygdale
incapables de reconnaitre des expressions faciales de peur (Adolphs et al., 1995, 1999; Young
et al., 1995). Des lésions de I’amygdale chez ’'Homme entraine également une réduction
globale des réponses émotionnelles (Aggleton, 1992). De plus, la stimulation électrique directe
de ’amygdale induit des réponses comportementales de peur avec les phénomeénes sensoriels
et viscéraux associés (Halgren et al., 1978).

Ainsi, les mécanismes neuronaux de peur conditionnée semblent manifester une

homologie a travers plusieurs especes de mammiferes (Janak and Tye, 2015).

IV.2.c) Autres fonctions

Larégulation et la modulation des émotions sont permises par de nombreuses structures.
Il apparait que I’amygdale est fortement impliquée dans une large variété de fonctions
émotionnelles.

En effet, ’amygdale intervient dans les états émotionnels associés aux comportements
sociaux tel que les comportements agressifs, maternel, et sexuel, mais aussi les comportements
alimentaires (nourriture et boisson) (Tye and Janak, 2007; Tye et al., 2008; Uwano et al., 1995).
L’expérience de Kliiver et Bucy témoigne de I’implication de I’amygdale notamment dans les
comportements sociaux (voir plus haut).

D’autre part, 'amygdale est une structure cl¢ dans les mémoires émotionnelles
aversives mais egalement appétitives (LeDoux, 2003; Leung et al., 2016). En effet, elle est
impliquée dans les processus d’apprentissage récompensant notamment utilisés pour motiver
et renforcer les comportements comme dans 1’addiction aux drogues (Rademacher et al., 2015).

L’amygdale, par son implication dans les processus émotionnels, est donc naturellement
associée a des troubles psychiatriques dont notamment les troubles anxieux tel que le trouble

de stress post-traumatique ou TSPT, ou encore la dépression, la schizophrénie et I’autisme.

Par ailleurs, I’amygdale cérébrale intervient dans la régulation et la modulation de
diverses fonctions cognitives chez I’Homme et notamment dans 1’attention, la perception et la

mémoire explicit (LeDoux, 2007).
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L’amygdale s’active lorsque 1’on a peur, mais également lorsque 1’on pense a un événement
effrayant ou bien méme lorsque I’on regarde des visages exprimant la peur. Ces données
suggerent un réle de I’amygdale dans les informations implicites et dans la mémoire

inconsciente.

IV.3/ APPRENTISSAGE ET MEMOIRES EMOTIONNELS

IV.3.a) Différents types d’apprentissage et de mémoire

L’apprentissage est un processus conserveé au cours de I’évolution permettant a chaque
individu d’acquérir de nouvelles habilitées essentielles a sa survie (Adolphs, 2013; Herry and
Johansen, 2014). En effet, notre cerveau adopte une stratégie d’apprentissage continuel afin de
nous donner la possibilité d’acquérir une compétence clé : ’adaptation du notre comportement
aux changements de ’environnement par le maintien en mémoire des expériences vecues
(Maren, 2003).

Il existe plusieurs types de mémoire capables de stocker des informations provenant de
notre environnement et classés selon différents critéres : 1/ leur fonction : mémoire de travail
ou mémoire référence, 2/ leur contenu : mémoire déclarative (ou explicite) ou mémoire non-
déclarative (ou implicite), 3/ leur durée dans le temps : mémoire a court-terme ou mémoire a
long-terme, 4/ leur nature : mémoires associative ou non-associative, 5/ et enfin leur

motivation : mémoires appetitive ou aversive (Quillfeldt, 2006).

Parmi ces mémoires, on retrouve la mémoire déclarative (ou explicite) qui se compose
entre autres de la mémoire des faits et connaissances, appelée mémoire sémantique, et de la
mémoire des évenements personnels vécus nommée meémoire épisodique. La mémoire non-
déclarative (ou implicite) quant a elle, se référe aux habilités motrices (mémoire procédurale)
et sensorielles (Figure 29).

Ces mémoires peuvent étre subdivisées en deux groupes de natures distinctes : 1/ la
mémoire associative qui consiste a associer des stimuli avec des réponses, ou bien deux stimuli

entre eux, et 2/ la mémoire non-associative comprenant des stimuli independants.
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Figure 29 : Classification des différents types de mémoires et les quelques taches

comportementales associées.
Aucune notion temporelle n’est représentée dans cette classification. (D ‘apres Quillfeldt, 2006)

Au sein des mémoires associatives, on distingue le conditionnement classique (ou
Pavlovien) et le conditionnement opérant (ou instrumental). lls peuvent étre de nature
différente, a savoir appétitive ou aversive.

Dans le conditionnement classique, les contingences entre les stimuli et les réponses
sont arrangeées et contrdlées par 1’expérimentateur de sorte a ce que 1’association soit inévitable
pour ’animal (Pavlov, 1927). Pour le conditionnement opérant, I’environnement est aménagé
pour permettre certaines réponses de I’animal afin d’observer des comportements attendus tel
que I’évitement d’un stimulus aversif comme un choc électrique, ou la prise de nourriture

(Skinner, 1937).

Pour étudier ces mémoires associatives, des tests comportementaux ont été élaborés et
adaptés chez des modéles animaux. On retrouve notamment 1’analyse des mémoires aversives
a travers de nombreuses taches comportementales, telles les tests d’évitement ou le

conditionnement de peur.
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Le test d’évitement passif fait intervenir un apprentissage permettant ’inhibition d’une
réponse afin d’éviter un stimulus aversif comme un choc électrique. Celui d’évitement actif lui
permet d’éviter un stimulus aversif par une action volontaire d’évitement. Ces deux tests
appartiennent a la famille des tests de conditionnements opérants.

Le test de conditionnement classique, ou conditionnement de peur consiste a apprendre

a ’animal que certains stimuli de I’environnement sont prédictifs d’un événement aversif.

IV.3.b) Les mémoires aversives par le conditionnement de peur

En 1900, Miller et Pilzecker ont proposé un modéle permettant d’expliquer la formation
de la mémoire. Il s’agit de la Théorie de la Consolidation de la Mémoire présentant deux
étapes principales : la formation et le rappel (recall) de la mémoire (Figure 30).

Au sein de I’étape de formation, il existe deux phases : 1/ ’acquisition, qui correspond
a la phase d’apprentissage, et 2/ la consolidation, qui est la phase durant laquelle la trace
mnésique labile va étre modifée pour pouvoir étre physiquement stockée a long terme.

La phase de rappel prend place durant la réexposition au contexte d’apprentissage avec
ou sans délivrance de stimuli. Il s’agit du seul moyen de s’assurer que la mémoire s’est

réellement formée et stockée.

Lors du conditionnement de peur, I’animal évoluant dans un environnement donné, va
pouvoir associer différents stimuli de cet environnement. Plus le nombre de présentations des
associations SC-SI sera important, plus 1’acquisition de cette association sera forte.
Immédiatement apres le conditionnement, et pendant plusieurs heures, la trace mnésique est
labile, sensible aux interférences. En d’autres termes, des perturbations de son environnement
peuvent modifier la trace mnésique originale (Dudai, 2004; Izquierdo, 1989; Izquierdo et al.,
1999, 2002; McGaugh, 1966).

Le switch entre les mémoires a court (sensible aux interférences) et a long-terme s’opére
par I'intervention d’acteurs impliqués dans 1’expression de geénes et la synthése protéique. En
effet, une étude a montré que 1’actinomycine D, un inhibiteur de la synthése d’ARNm n’a aucun
effet sur la potentialisation des synapses du CAL et du gyrus denté trois heures apres la
stimulation tétanique. En revanche un effet inhibiteur apparait au bout de cing heures (Frey et
al., 1996). Cela suggeére qu’il existe une modification de I’expression des génes entre ces deux

périodes, nécessaire a la formation de la mémoire a long-terme. De plus, il s’avére que
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I’anisomycine ou le PD98059 qui sont des inhibiteurs de synthése protéique, empéchent la
formation des mémoires a long-terme contextuelle et élémentaire dans le contexte de peur
conditionnée, mais ne perturbent pas la mémoire a court-terme (Schafe et al., 1999). Le passage
de cette mémoire labile a cette mémoire stable & long-terme illustre classiquement le

phénomene de consolidation mnésique.

Acquisition = Consolidation —//—> Recall

(1 or N-trials)
0 min hours / days

Figure 30 : Représentation de la Théorie de la consolidation de la mémoire de Muller et
Pilzecker en 1900. (D apres Quillfeldt, 2006)

Une fois la mémoire consolidée, celle-ci peut tout de méme subir de nouvelles
modifications. En effet, a chaque rappel, la mémoire repasse par un stade ou elle est de nouveau

labile et donc malléable. On parle alors de reconsolidation mnésique.

Dans le contexte de conditionnement de peur, I’association d’un stimulus discret, tel un
son ou une lumiere, au choc électrique concomitant, correspond a ce qui a été dénommée
apprentissage ¢lémentaire. Cette mémoire ¢élémentaire peut étre évaluée lorsque I’animal est
introduit dans un nouvel environnement et que le stimulus discret lui est présenté.

Toutefois, une association plus complexe peut également avoir lieu. En effet, I’animal va
pouvoir associer non seulement le stimulus discret mais également 1’environnement dans lequel
il recoit le choc électrique, en d’autres termes le contexte. Cette association est testée lorsque
I’animal est réexposé a I’environnement original sans présentation de stimuli. Les réponses

comportementales de peur observeées refletent alors la mémoire contextuelle formee.

L’extinction de peur est un phénomeéne utilisé en thérapie dans le contexte des troubles
anxieux chez I’humain tel que le trouble de stress post-traumatique (TSPT) ou les phobies.

Il s’agit d’'une forme d’apprentissage au cours de laquelle s’opere une diminution des
réponses conditionnées de peur précédemment acquises conséquente a la présentation non-
renforcante du SC précédemment associé avec un stimulus aversif inconditionné. Le stimulus

conditionné ne représente plus une menace apres avoir été associé a un évenement aversif et est
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associé a un contexte particulier sécurisant (Duvarci and Pare, 2014). Cette diminution
progressive de réponses conditionnées de peur correspond a I’apprentissage d’extinction.

Cet apprentissage permet la formation d’une nouvelle mémoire inhibitrice qui entre en
compétition avec la mémoire initiale de peur pour contrdler les réponses comportementales
(Bouton et al., 2006; Myers and Davis, 2007). Le phénoméne d’extinction se caractérise par
trois phénoménes majeurs :

- Les réponses de peur peuvent étre réactivées aprés une longue période suite a
I’extinction. Ce processus est appelé restitution spontanée de peur (spontaneous fear
recovery) (Brooks and Bouton, 1993)

- les réponses de peur conditionnée peuvent étre restaurées par présentation du Sl seul
dans le contexte ou I’apprentissage d’extinction a eu lieu. C’est le rétablissement (fear
reinstatement) (Rescorla and Heth, 1975)

- P’extinction est contexte-dépendant de telle sorte que les réponses de peur réapparaissent
si le SC est présenté dans le contexte original du conditionnement qui est différent de
celui ou a eu lieu I’apprentissage d’extinction. Il s’agit de la réactivation de la peur (fear
renewal) (Bouton, 2002, 2004).

Les mémoires de peur et d’extinction co-existent dans les circuits neuronaux impliqués
et peuvent se manifester indépendamment. Elles font intervenir un large réseau incluant entre
autres I’amygdale, le cortex préfrontal médian, et I’hippocampe (Herry et al., 2010; Maren et
al., 2013; Milad and Quirk, 2012; Pape and Pare, 2010).

IV.4/ LE RESEAU AMYGDALIEN DANS L’APPRENTISSAGE ASSOCIATIF AVERSIF

L’amygdale établit de fortes connexions a I’ intérieur et aussi entre ses différents noyaux,
mais également avec d’autres régions permettant la réalisation de ses diverses fonctions,
notamment son role dans ’apprentissage de la peur conditionnée. Elle regoit des informations
provenant d’une grande variété d’afférences, et permet de déclencher les réponses

comportementales et physiologiques appropriées.
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IV.4.3) Les connexions extra-amygdale

IV.4.a.i) Les afférences du complexe amygdalien

Différentes régions projettent vers ’amygdale afin de permettre la transmission des
informations, notamment sensorielles sous différentes modalités (olfactives, auditives et
visuelles) (LeDoux, 2007) (Figure 31).

Dans le contexte de peur conditionnée, plusieurs modalités sensorielles peuvent étre
utilisées comme SC (auditif, visuel ou olfactif) au sein des mammiféres (Domjan, 2006). Le
transfert des informations des stimuli discret et aversif s’opere vers I’amygdale a travers
différentes voies paralleles : 1/ la voie directe sous-corticale (pré-thalamique), 2/ la voie passant
par le thalamus dorsal, 3/ et celle empruntant le cortex cérébral, principalement par les aires
corticales associatives (LeDoux et al., 1990a, 1990b; Linke et al., 2000; McDonald, 1998;
Turner and Herkenham, 1991).

Sensory thalamus and cortex

Current Biology

Figure 31: Schéma des afférences de ’amygdale cérébrale provenant de diverses régions

cérébrales.
La : noyau latérale, B : noyau basal, itc : cellules intercalées, Ce : noyau central, et M : noyau médial. (D ‘aprés
LeDoux, 2007)

Initialement, le noyau latéral de I’amygdale recoit les informations auditives et
somatosensorielles provenant des afférences thalamiques et corticales (LeDoux, 2007). Il est
ainsi le site de convergence des afférences traitant les deux types de stimuli conditionné et
inconditionné ce qui lui confére un réle clé dans la plasticité synaptique (Maren, 2003;

Romanski and LeDoux, 1993; Romanski et al., 1993). Il est le premier acteur intervenant dans
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la transmission de I’information du stimulus discret jusqu’au noyau du CeA permettant
I’expression comportementale de la peur.

Toutefois, la transmission des informations provenant des divers systémes sensoriels
n’utilise pas le noyau latéral comme seul entrée. En effet, bien que les afférences associatives
corticales établissent des synapses principalement au niveau de la LA, les voies thalamiques et
sous thalamiques projettent sur le CeA et le noyau basal (LeDoux et al., 1985; Linke et al.,
2000; McDonald, 1998; Turner and Herkenham, 1991). De plus, une voie majeure nociceptive
provenant de la moelle épiniere et du noyau sensoriel trijumeau arrive au CeL par le noyau
parabrachial pontique et contourne complétement le LA (Bernard and Besson, 1990; Bernard
et al., 1993; Neugebauer et al., 2009).

Ainsi, il apparait que le LA, le BA et le CeA sont nécessaires pour intégrer les
informations relatives a 1’association des stimuli discret et aversif au cours du conditionnement

de peur.

Suite a I’entrée de ces informations et au conditionnement, une potentialisation des

synapses apparaitrait permettant aux neurones de la LA de déclencher le comportement de peur
par le recrutement des cellules effectrices du CeM. En effet, des enregistrements intra- et
extracellulaires ont mis en évidence une augmentation des réponses des neurones de la LA
induite par la présentation du SC suite au conditionnement de peur (Collins and Paré, 2000;
Goosens et al., 2003; Quirk et al., 1995; Repa et al., 2001; Rogan et al., 1997; Rosenkranz and
Grace, 2002a).
Toutefois, relativement peu de neurones du LA (environ 20%) répondent fortement au SC
malgré qu’un grand nombre d’entre elle recoivent les afférences nécessaires (Han et al., 2007).
Il existe ainsi des neurones particuliers possédant une forte excitabilité intrinséque et recrutés
préférentiellement pour permettre la mémoire de peur (Han et al., 2007, 2009; Kim et al., 2013).
Il s’avére que des neurones exprimant le facteur de transcription CREB activé montrent une
augmentation de leur excitabilité et sont préférentiellement recrutés pour permettre la formation
de la trace mnésique (Han et al., 2007, 2009; Viosca et al., 2009; Zhou et al., 2009). Cependant,
malgré les modifications de 1’expression de CREB dans la LA, la proportion de neurones
recrutés pour former la trace mnésique n’est pas modifiée (Han et al., 2007).

Cela suggére que méme si la haute excitabilité intrinseque influence les neurones
principaux de la LA a devenir plastique, le nombre de cellules plastiques final est limité par les

interactions synaptiques.

84



D’autre part, de nombreuses études ont mis en avant que la transmission GABAergique
régule le conditionnement de peur et la plasticité synaptique (Ehrlich et al., 2009; Paré et al.,
2003). Les neurones principaux de la LA sont sous le contrdle inhibiteur de circuits locaux
impliquant notamment les cellules intercalées localisées latéralement (ICML), mais également
d’autres interneurones au sein du noyau lui-méme. Il a ét¢ montré que lorsque 1’inhibition
GABAergique est réduite, la plasticité synaptique est augmentée dans les neurones du LA
(Bissiére et al., 2003; Shaban et al., 2006; Shin et al., 2006; Watanabe et al., 1995). Inversement,
’activation des récepteurs GABA-A dans le LA altére ’acquisition de la peur conditionnée
(Muller et al., 1997; Wilensky et al., 1999). De plus, le conditionnement de peur est associé a
une réduction des niveaux de GABA dans la BLA et de ’ARNm des enzymes synthétisant le
GABA (Bergado-Acosta et al., 2008; Heldt and Ressler, 2007; Pape and Stork, 2003; Stork et
al., 2002).

Ces résultats suggérent que la désinhibition des cellules principales de la LA est un
facteur important dans ’acquisition du conditionnement de peur.

Les neurones GABAergiques sont des cibles importantes des neuromodulateurs comme
la dopamine (DA), la noradrénaline (NE), la sérotonine, le peptide libérant la gastrine (GRP) et
les endocannabinoides (Bissiére et al., 2003; Marowsky et al., 2005; Marsicano et al., 2002;
Rainnie, 1999; Shumyatsky et al., 2002; Stutzmann and LeDoux, 1999; Tully et al., 2007). Par
exemple, suite a I’apprentissage aversif, des neurones de I’aire tegmentale ventrale et du locus
coeruleus sont activés libérant respectivement de la DA et de la NE dans la LA (Brischoux et
al., 2009; Chiang and Aston-Jones, 1993). La DA et la NE suppriment le feedforward inhibiteur
des neurones principaux de la LA a travers I’inhibition a la fois des interneurones et des cellules
intercalées latérales (Bissiere et al., 2003; Marowsky et al., 2005; Tully et al., 2007). D’autres
¢tudes allant dans le méme sens ont montré que 1’activation des récepteurs a la NE et a la DA
dans I’amygdale est impliquée dans 1’acquisition de la peur conditionnée et que la sérotonine
et la GRP excitent les interneurones inhibiteurs (Bush et al., 2010; Greba et al., 2001; Guarraci
etal., 1999; Nader and LeDoux, 1999; Shumyatsky et al., 2002; Stutzmann and LeDoux, 1999).

Ainsi, il semble que la DA et la NE favorisent la plasticité synaptique dans la LA par la
désinhibition des cellules principales, facilitant ’acquisition de la peur conditionnée (Bissiere

et al., 2003; Tully et al., 2007).

Les endocannabinoides jouent également un role important dans la transmission
synaptique dans la LA. Par exemple, une étude a montré qu’un agoniste des récepteurs aux

cannabinoides entraine une diminution des courants postsynaptiques médiés par les récepteurs

85



GABAA et AMPA, conduisant a une réduction de la transmission GABAergique et
glutamatergique dans la LA. Le systéme endocanabinoide modulerait donc la transmission
inhibitrice et excitatrice dans la LA (Azad et al., 2003).

Ainsi, les différents acteurs participant au contrdle des circuits locaux d’inhibition des
neurones principaux de la LA semble influencer la plasticité synaptique permettant de moduler

I’acquisition de la peur conditionnée.

IV.4.a.i) Les efférences du complexe amygdalien

Outre le fait que ’amygdale recoit de nombreuses informations a traiter, elle intervient
dans la sortie de I’expression de réponses comportementales différentes a travers la grande

diversité de structures cérébrales sur lesquelles elle projette (Figure 32).

Modulatory systems
(NE, DA, ACh, 5HT)
(

Ventral striatum Dorsal Mot N. Vagus
(inst actions) (parasym ns)
Current Biology
Figure 32: Schéma des efférences de I’amygdale cérébrale vers diverses régions
cérébrales.

La : noyau latérale, B : noyau basal, itc : cellules intercalées, Ce : noyau central, et M : noyau médial.
(D’apres LeDoux, 2007)

Dans le contexte du conditionnement de peur, les cibles de projections de I’amygdale
sont diverses selon les noyaux engageés (Pitkanen, 2000).

Le noyau clé permettant I’expression comportementale de peur est le CeA. Ce dernier
émet de nombreuses projections vers les noyaux du tronc cérébral qui genéerent les réponses
comportementales et viscérales liées au conditionnement de peur, incluant la substance grise
périaqueductale (periaqueductal gray - PAG), le noyau parabrachial, le noyau solitaire et le

complexe vagal dorsal (DVC) (Hopkins and Holstege, 1978). De plus, il s’avére qu’une forte
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corrélation existe entre la réponse des neurones du CeM conséquente a la présentation du SC
et les niveaux d’expression de peur (Ciocchi et al., 2010; Duvarci et al., 2011). Par exemple,
pendant ’apprentissage d’extinction, la décharge des neurones du CeM et les réponses de peur

diminuent parallélement (Duvarci et al., 2011).

Quant a la BLA, elle projette principalement vers le striatum, le thalamus et le cortex
cerébral. De nombreuses régions corticales sont ciblées par 1’amygdale dont notamment le
cortex préfrontal médian (CPFm) qui joue un role essentiel dans la régulation de la peur
conditionnée (Sotres-Bayon and Quirk, 2010). D’autre part, la BLA est fortement connectée
de facon réciproque avec I’hippocampe ventrale. Ces connexions sont impliquées dans la peur
contextuelle et I’anxiété (Felix-Ortiz et al., 2013; Narayanan et al., 2007) (cf Chapitre 1V.4.c.i),
page 96).

D’autres projections de I’amygdale interviennent dans le conditionnement de peur dont
celles vers le BNST et vers divers noyaux hypothalamiques (Pitkanen, 2000; Dong et al., 2001).
L’amygdale peut également influencer indirectement I’excitabilité du prosencéphale dans sa
globalité via ses projections vers des groupes de cellules neuromodulatrices (libérant de 1’ ACh,
de la NA, ou de la DA) du BF et du tronc cérébral (Steriade and Paré, 2007).

IV.4.b) Les connexions intra-amygdale

IV.4.b.i) Organisation de la connectivité des noyaux du réseau amygdalien

L’amygdale cérébrale établit des connexions relativement fortes a I’intérieur de chacun
de ses noyaux mais également entre ces différents éléments afin de créer un réseau permettant
la réalisation de ses fonctions.

Si I’on regarde tout d’abord les connexions intranucléaires, au sein de la BLA, les
cellules principales forment de nombreuses synapses excitatrices en passant a I’aide de leur
multiples collatérales axonales (environ 100-200/mm d’axone) (Smith and Paré, 1994). De
plus, il existe une hétérogénéité spatiale des connexions formées par les cellules principales
entre elle et avec les interneurones. Les cellules principales forment localement des synapses
avec les interneurones a proximité, et avec d’autres cellules principales a plus grande distance

(Samson and Paré, 2006; Samson et al., 2003). Cette organisation du réseau amygdalien
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préserve localement des excitations abusives et permet des interactions associatives avec les

cellules principales de régions plus lointaines recevant d’autres types informations.

Etant donné que le CeA est exclusivement GABAergique, la communication dans ce
noyau est réalisée via des synapses inhibitrices (Spampanato et al., 2011). Des études de tracage
ont montré que les neurones du CeL projettent vers le CeM, cependant la réciproque n’a pas
été mise en évidence (Jolkkonen and Pitkénen, 1998; Petrovich and Swanson, 1997). Parmi les
neurones du CeL, on distingue ceux exprimant le récepteur a 1’ocytocine et la PKCd mais pas
la somatostatine et ceux n’exprimant pas le récepteur a 1’ocytocine mais possédant la
somatostatine (Haubensak et al., 2010; Li et al., 2013b). En effet, les neurones du CeL
exprimant les récepteurs a I’ocytocine forment des synapses avec les cellules du CeM qui
projettent dans le PAG alors que ceux n’exprimant pas le récepteur a 1’ocytocine établissent des
connexions avec les cellules du CeM projetant dans le complexe vagal dorsal (Viviani et al.,
2011).

Au sein de chaque cluster de cellules intercalées, les neurones forment individuellement
des synapses avec d’autres cellules intercalées, toutefois la réciprocité de ces connexions est
rare (Geracitano et al.,, 2007, 2012). De plus, ces interactions neuronales se font
préférentiellement selon la position des neurones cibles. En effet, les clusters de cellules
intercalées dorso-latéralement sont connectés avec les cellules du CeL alors que ceux localisés

ventro-médialement sont connectés au CeM (Royer et al., 1999, 2000).

Si I’on se penche maintenant sur les connexions établies entre les différents noyaux, on
remarque que celles-ci sont nombreuses et leurs cibles diverses (Figure 33, voies 1-11). Au
sein de la BLA, les projections sont principalement dorso-ventrales, c’est-a-dire du noyau
latéral vers le noyau basal (voie 2) et le noyau basomédial (Brown and Schafer, 1888; Krettek
and Price, 1978; Pitkanen et al., 1997; Smith and Paré, 1994). Les noyaux du complexe
basolatéral projettent vers le CeA : le noyau latéral projette uniquement vers le CeL (voie 3)
alors que la BA projette a la fois vers le CeL (voie 11) et le CeM (voie 4) (Krettek and Price,
1978; Paré et al., 1995; Pitkénen et al., 1997). Toutefois ces projections ne sont pas réciproques.
Les projections du CeM s’orientent vers les neurones effecteurs de la peur du tronc cérébral et
sont plus fortes que celles provenant du CeL (voie 10) (Hopkins and Holstege, 1978; Petrovich
and Swanson, 1997). Cette connexion différentielle est essentielle dans les mécanismes intra-

amygdale de la peur conditionnée (Duvarci and Pare, 2014).
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Les neurones principaux de la BLA forment aussi des synapses glutamatergiques avec
les cellules intercalées (Jungling et al., 2008; Royer et al., 1999). Ces connexions se font selon
I’organisation spatiale des neurones : la LA établit des connexions avec les cellules intercalées
localisés dorsalement (ICMwmp ; voie 5) alors que la BA va former des contacts avec celles
localisées ventralement (ICMwmv ; voie 6). Les cellules intercalées projettent ensuite vers la
région du CeA adjacente a elles (voies 7 et 8) générant un feedforward inhibiteur (Geracitano
et al., 2007; Paré and Smith, 1993b; Royer et al., 1999, 2000). Contrairement aux neurones
intercalés dans la capsule interne, ceux localisés dans la capsule externe (ICML) ne projettent
pas vers le CeA mais vers la BLA (voie 9) (Marowsky et al., 2005).

Les neurones principaux de la BLA influencent ainsi de deux facons les neurones du
CeA : 1/ directement par leurs projections glutamatergiques, 2/ et indirectement par I’excitation

des cellules intercalées qui régulent négativement les neurones du CeA.

Brainstem
(fear effector neurons)

W Glutamatergic
m GABAergic

Figure 33 : Representation schématique de la connectivité établie entre les différents

noyaux de I’amygdale.

Des connexions glutamatergiques (en rouge) et GABAergiques (en bleu) parcourent les noyaux de I’amygdale,
préférentiellement de I’amygdale basolatérale vers le noyau central pour permettre les réponses comportementales
de peur. Les voies 1 a 11 représentent chacune un type de connexion neurone-spécifique. LA : noyau latéral ; BA :
noyau basal ; ICM_ : cellules intercalées latérales ; ICMwp : cellules intercalées médio-dorsales ; ICMwmy : cellules
intercalées médio-ventrales ; CeL : noyau central latérale ; CeM : noyau central médian. (D ‘aprés Pare et Duvarci
2014)
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IV.4.b.ii) Le réseau amygdalien dans le contexte de peur conditionnée

Dans le cadre des mémoires aversives, il est proposé que le rappel de la peur
conditionnée soit régulé par la modification de I’efficacité relative des circuits amygdaliens a

travers ses voies direct et/ou indirecte (Figure 34 A).

» Implication de la voie directe glutamatergique a travers le noyau basal :

De nombreuses études se sont penchées sur I’implication du noyau basal dans la
transmission des réponses provenant du noyau latéral suite a la présentation du stimulus
conditionné a travers ces projections glutamatergiques.

Il a été montré que 1’activation optogénetique des neurones du CeM entraine une
réponse comportementale de peur alors que leur inactivation altére cette réponse (Ciocchi et al.,
2010). Des réponses excitatrices des neurones du CeM ont également été observees en réponse
a la présentation du SC permettant d’attribuer un réle aux afférences glutamatergiques
provenant du noyau basal. De plus, par sa localisation, le noyau basal semble étre
I’intermédiaire idéal pour moduler cette fonction de transmission en recevant les efférences du
noyau latéral et en projetant sur le CeM (Krettek and Price, 1978; Paré et al., 1995; Pitké&nen et
al., 1997; Smith and Paré, 1994).

D’autre part, des Iésions du noyau basal avant le conditionnement n’entrainent aucun
effet sur le conditionnement de peur (Amorapanth et al., 2000; Goosens and Maren, 2001;
Nader et al., 2001). En revanche, des lésions de ce méme noyau apres le conditionnement
abolissent les réponses de peur conditionnée (Anglada-Figueroa and Quirk, 2005).

Cela suggere que le noyau basal intervient dans la transmission des informations du SC
du noyau latéral vers le noyau central. Toutefois, si le noyau basal est 1ésé, le conditionnement
peut avoir lieu et la transmission des informations du stimulus conditionné empruntera alors
une autre route pour arriver au noyau central.

Par ailleurs, les neurones du noyau basal développent des réponses au SC plus fortes
apres le conditionnement (Amano et al., 2011; Herry et al., 2008). Son inactivation diminue les

réponses conditionnées de peur (Amano 2011).

Le dernier argument mettant en avant I’implication du noyau basal dans cette

transmission est la durée des réponses de peur suite a la présentation du stimulus conditionné.
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En effet alors que les réponses sont persistantes par le noyau basal celles du noyau latéral sont
transitoires (Amano et al., 2011; Quirk et al., 1995; Repa et al., 2001).

» Implication de la voie indirecte a travers les neurones du CeA :

Initialement, le noyau central etait considéré comme une sortie passive de I’amygdale
permettant I’expression de peur (Samson et al., 2005). Cependant, des études ont montré que le
CeA est nécessaire a la fois a I’acquisition et a 1’expression du conditionnement de peur
(Goosens and Maren, 2003; Wilensky et al., 2006). En effet, le rdle des deux sous-régions du
noyau central a été mis en évidence : alors que I’inactivation des neurones du CeL altérent
’acquisition de peur conditionnée, celle des neurones du CeM perturbent 1’expression de peur
(Ciocchi et al., 2010).

Au sein du CelL, trois populations de neurones sont différenciées : les neurones Cel-
Off exprimant la PKC3 et les récepteurs a I’ocytocine, les neurones CeL-On ne possédant ni la
PKCS3 ni les récepteurs a I’ocytocine, et les neurones exprimant SOM.

Une ¢tude a mis en évidence que la libération d’ocytocine dans le CeL atténue les
réponses de peur par I’activation des cellules CeL-Off suggérant une inhibition des cellules du
CeM (Ciocchi et al., 2010; Haubensak et al., 2010; Knobloch et al., 2012). D’autre part,
I’excitation des cellules CeL-On entrainent I’inhibition des neurones CeL-Off conduisant a la
désinhibition des neurones du CeM (Ciocchi et al., 2010; Haubensak et al., 2010). Les neurones
CeL-Off sembler donc inhiber directement les cellules du CeM.

L’inactivation des neurones SOM positifs du CeL perturbe I’acquisition de peur
conditionnée alors que son activation optogénétique déclenche le comportement de peur. Le
conditionnement potentialiserait les synapses du noyau latéral vers les neurones SOM positifs
contrairement aux neurones SOM négatifs. Cela suggére une compétition entre les inhibitions
mutuelles de ces deux types de sous-populations de neurones du CeL dans le conditionnement
de peur (Li et al., 2013b). Toutefois, bien que les cellules SOM négatives appartiennent a la
famille des cellules CeL-Off, les neurones SOM positifs n’ont pas été définis comme étant les
neurones CeL-On. En effet, contrairement aux cellules CeL-On, les cellules SOM positifs ne
projettent pas vers le CeM (Ciocchi et al., 2010; Haubensak et al., 2010; Li et al., 2013D).

91



A FEAR RECALL

M Glutamatergic
W GABAergic
%* Hypothetical

B EXTINCTION

Figure 34 : Schéma des circuits impliqués dans la peur conditionnée (A) et ’extinction de
peur (B).

Les circuits impliqués dans les processus de peur conditionnée et d’extinction recrutent des circuits d’inhibition et
des neurones différents. LAd: noyau latéral ; BA: noyau basal; ICM: cellules intercalées latérales ;
ICMwp : cellules intercalées médio-dorsales ; ICMwy : cellules intercalées médio-ventrales ; CelL : noyau central

latérale ; CeM : noyau central médian ; E : neurone d’extinction ; F : neurone de peur. (D ‘aprés Pare et Duvarci,
2014)
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D’autres afférences inhibitrices que celles provenant du CeL peuvent intervenir sur le
CeA. En effet, I’inactivation du CeL n’affecte pas 1’expression de peur (Ciocchi et al., 2010)
suggérant I’implication d’autres populations neuronales pour la transmission des informations,
et notamment celle des ICMs recevant des projections du complexe basolatéral. Suite a la
présentation du SC, une activation glutamatergique des neurones ICMwmp est observée
entrainant I’inhibition des cellules ICMmv et des cellules CeL-Off permettant une désinhibition
du CeM (Figure 34 A) (Duvarci and Pare, 2014). Une étude appuie cette idée en observant une
augmentation de I’expression d’un géne a activation précoce (immediate-early gene Zif268)
dans les cellules ICMwmp et non dans les cellules ICMwmv suite a la présentation du SC (Busti et
al., 2011).

Ainsi, au cours du rappel, de multiples circuits paralléles de désinhibition co-
existeraient dans I’amygdale et leurs interactions dynamiques détermineraient I’expression de

la peur (Duvarci and Pare, 2014).

IV.4.b.iii) Le réseau amygdalien dans le contexte d’extinction de peur

Selon leur position, les neurones du noyau latéral ont des roles différents dans
I’acquisition de I’extinction. En effet, la région dorsale du noyau latéral (LAd) qui est le
principal site des afférences thalamiques du SC, montre une rapide diminution des réponses au
cours de D’extinction (Repa et al., 2001). La réduction rapide des réponses du LAd
s’accompagne d’une dépotentialisation des afférences thalamiques (Kim et al., 2007). En
revanche, les neurones de la région ventrale du noyau latéral (Lav) montre une persistance des
réponses (Armony et al., 1998; Quirk et al., 1997; Repa et al., 2001).

Ainsi, méme si ’apprentissage d’extinction n’efface pas les associations SC-SI, il cause
une réorganisation de la mémoire de peur ou les neurones de la LAv contribuent a maintenir

’association SC-SI originale.

Selon certaines études, I’inactivation de la BA perturbe I’extinction. L’apprentissage
d’extinction devrait alors provoquer des modifications de la réponse des neurones de la BA
(Amano et al., 2011; Herry et al., 2008; Livneh and Paz, 2012a; Sierra-Mercado et al., 2011).
Ainsi, trois principaux types de neurones dans le noyau basal montrant des différences de

réponses au SC ont été mis en évidence a partir d’études électrophysiologiques :
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- les cellules de peur (fear cells) développent des réponses excitatrices au SC suite au
conditionnement de peur, mais perdent ces réponses suite a I’apprentissage d’extinction.
Ces cellules répondent de la méme facon que les neurones du CeM pour ce qui est des
réponses au SC a savoir, une diminution du niveau d’expression de la peur avec
I’extinction et un retour pendant le fear renewal.

- les cellules d’extinction (extinction cells) répondent a la présentation du SC uniquement
suite a I’apprentissage d’extinction,

- les neurones résistant a I’extinction (extinction-resistant neurons) qui répondent au SC
pendant le conditionnement et continue a répondre apres I’apprentissage d’extinction.
Ces neurones pourraient étre impliqués dans la maintenance de 1’association SC-SI

apres ’extinction (Amano et al., 2011; Duvarci and Pare, 2014; Herry et al., 2008).

L’existence de ces neurones de peur et d’extinction suggére que différents circuits
coexistent dans I’amygdale pour moduler la peur et I’extinction et switcher entre ces deux

processus (Herry et al., 2008).

Des études ont montré que les niveaux d’ARNm des récepteurs GABAA ainsi que le
nombre de ces récepteurs exprimés a la surface des neurones dans la BLA augmente apres un
apprentissage d’extinction (Chhatwal et al., 2005a; Heldt and Ressler, 2007). Les taux d’ARNm
de la GADG67 (enzyme de synthese du GABA) augmentent aussi, alors que ceux de transporteur
du GABA, GATL1 diminuent dans la BLA (Heldt and Ressler, 2007). Une autre étude a mis en
évidence que des souris avec une déficience de la GAD65 montrent une altération de
I’extinction (Sangha et al., 2009). De plus, la fréquence et I’amplitude des courants
postsynaptiques miniatures inhibiteurs (mIPSCs) augmentent dans les neurones principaux de
la BLA apres 1’extinction (Lin et al., 2009).

L’ensemble de ces résultats suggeérent que I’extinction est associée a une augmentation
de I’inhibition GABAergique dans la BLA.

L’inhibition GABAergique intra-BA au cours de I’extinction fait également intervenir
le systeme endocannabinoide (Lafenétre et al., 2007; Lutz, 2007). En effet, ’apprentissage
d’extinction entraine une augmentation des niveaux d’endocannabinoides dans la BLA. Il a été
montreé que des souris montrant des deficiences pour le récepteur aux cannabinoides de type 1
(les souris CB17") présentent une résistance a I’extinction (Marsicano et al., 2002).

L’administration systémique ou intra-BLA d’antagonistes du récepteur CB1 perturbe aussi
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I’extinction (Chhatwal et al., 2005b; Marsicano et al., 2002; Roche et al., 2007). Il apparait
également que les endocannabinoides moduleraient ’extinction a travers la régulation de
I’activité des kinases et phosphatases dans les structures cérébrales impliquées dans la peur
conditionnée (Cannich et al., 2004). Au niveau cellulaire, les endocannabinoides entrainent une
dépression a long terme de la transmission GABAergique par I’activation des récepteurs CB1
et diminuent I’inhibition GABAergique des neurones principaux de la BLA (Katona et al.,
2001; Marsicano et al., 2002).

Ces resultats sont en désaccord avec la notion d’augmentation globale de I’inhibition
GABAergique dans la BLA au cours de I’extinction. Le switch entre I’extinction et la peur
semblerait alors d0 a un recrutement de différents sous-population GABAergiques dans la BLA.
En effet, les récepteurs CB1 sont localisés au niveau des terminaisons axonales d’une sous-
population d’interneurones exprimant la cholecystokinine (CCK) (Katona et al., 2001; Omiya
et al., 2015; Somogyi et al., 2004).

Cela suggere que les interneurones CCK-CBL1 seraient préférentiellement connectés aux
neurones d’extinction pour permettre leur désinhibition suite a I’activation des récepteurs CB1
pendant I’extinction (Figure 34 B).

D’autre part, une étude a mis en avant que les synapses formées par les interneurones
PV positifs et CCK positifs présentent des plasticités différentielles au cours de I’extinction en
fonction de leurs contacts avec les cellules de peur (fear cells) ou celles actives durant
I’expression de la peur et de I’extinction (extinction-resistant cells) (Figure 34 B) (Trouche et
al., 2013). Les interneurones PV positifs seraient activés par les afférences provenant des
neurones de I’extinction afin d’inhiber les neurones de peur. Les interneurones CB1 positifs
seraient quant a eux présents autour des somas des neurones de peur durant I’extinction
permettant leur désinhibition afin de les maintenir actif (Trouche et al., 2013).

Le role des interneurones exprimant le récepteur CB1 dans les circuits d’inhibition reste

donc encore mal compris et nécessiterait d’étre approfondi.

Pendant I’apprentissage d’extinction, la décharge des neurones du CeM et les réponses
de peur déclenchées par le SC diminuent parallelement (Duvarci et al., 2011). Bien que
I’extinction n’efface pas la premiere association entre les deux stimuli, cette réduction est
causée par I’activation des circuits inhibiteurs qui suppriment la décharge des neurones du CeM
induite par le SC et par conséquent, diminuent I’expression de peur (Duvarci and Pare, 2014).

L’existence de neurones d’extinction et de résistance a 1’extinction appuie également

I’idée de I’existence de circuit d’inhibition empéchant 1’activation des cellules du CeM par
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I’intervention des neurones de la BA (Figure 34 B). En effet, on observe une augmentation de
I’expression de deux geénes a activation précoce (immediate-early gene Zif268 et c-fos) dans
I’ICMwmv et non dans le ICMwmp (Busti et al., 2011; Knapska and Maren, 2009). L’apprentissage
d’extinction entraine une potentialisation des afférences de la BA vers I'ICMmv entrainant une
augmentation du feedforward inhibition des neurones du CeM (Amano et al., 2010). Cette
potentialisation fait intervenir les neurones de la région infralimbique (IL) du CPFm qui
montrent des décharges a haute fréquence immédiatement apreés I’apprentissage d’extinction
(Amano et al.,, 2010; Burgos-Robles et al., 2007) et qui envoient des projections
glutamatergiques denses aux cellules de I’ ICMwmv (Cassell and Wright, 1986; Mcdonald et al.,
1996).

Ainsi, au cours de I’extinction, il semble que la diminution de réponse au SC des
neurones du LAd entraine une diminution du recrutement des cellules ICMwmp et par conséquent
une désinhibition des neurones de I’'ICMmv. Cette effet, couplé a la convergence des afférences
de la BA et du IL sur les neurones ICMwmv conduit a une potentialisation des synapses. Un
feedforward inhibiteur plus important s’exerce sur les neurones du CeM par les neurones
ICMwmv, induisant une diminution de I’expression de peur (Duvarci and Pare, 2014). Toutefois,
les connexions entre les neurones de peur, d’extinction et les interneurones de la BA ne sont
pas encore définies ce qui laisse une part d’ombre sur les mécanismes sous-jacents des circuits

inhibiteurs.

IV.4.c) Autres régions impliquées dans le réseau amygdalien

IV.4.c.i) Le réseau Amygdale-Cortex préfrontal-Hippocampe

Le conditionnement de peur est médié par un réseau large incluant I’amygdale, le CPFm
et I’hippocampe (Herry et al., 2010; Maren et al., 2013; Milad and Quirk, 2012; Pape and Pare,
2010). Les différences de fonctions des circuits de peur et d’extinction précédemment décrits

pourraient étre partiellement dues aux projections spécifiques établis.

L’hippocampe intervient dans la mise en place de la mémoire contextuelle. De
nombreuses études ont montré que des lésions de cette structure perturbe la formation de la
mémoire contextuelle de peur conditionnée (par exemple McEchron et al., 1998). Il s’avere que
des modifications de I’expression protéique s’ operent dans les neurones et les oligodendrocytes

du gyrus denté suite au conditionnement contextuel de peur (Houyoux et al., 2017). Des acteurs
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extérieurs ont également été identifi¢ comme participant a la modulation de 1’action de
I’hippocampe dans la peur conditionnée. En effet, une étude a montré que la prise chronique et
modérée d’éthanol chez les souris entraine une augmentation de I’activité de la voie impliquant
le BDNF dans I’hippocampe conduisant a une diminution de la mémoire contextuelle (Stragier
etal., 2015).

Alors que I’hippocampe dorsal (HPCb) est impliquée dans 1’association et le stockage
des différents stimuli olfactifs, auditifs, tactiles et visuels du contexte dans lequel a lieu le
conditionnement (Goosens, 2011; Liu et al., 2012; Rudy et al., 2004), les activations de
I’hippocampe ventral (HPCv) et de la BLA semblent nécessaire a 1’expression de la peur
contextuelle et interviendraient dans 1’anxiété (Anagnostaras et al., 2001; Muller et al., 1997;
Pentkowski et al., 2006; Felix-Ortiz et al., 2013).

Des connexions directes et réciproques entre le HPCv et la BLA ont été établis
morphologiquement et fonctionnellement (Bienvenu et al., 2012; Hibner et al., 2014; Pitkénen
et al., 2000). Toutefois, celles reliant le HPCp et la BLA se réaliseraient par le recrutement

d’aires parahippocampiques (McDonald and Mott, 2017).

De nombreuses études se sont intéressées au rle de ’'HPCv dans la peur conditionnée.
En effet, il a été montré que I’inactivation de I’HPCv par un agoniste des récepteurs GABAA,
le muscimol, entraine une diminution des niveaux de freezing dans le contexte de peur
conditionnée ainsi qu’une facilitation de I’extinction (Sierra-Mercado et al., 2011). Cette
diminution des réponses de peur conditionnée serait due a une réduction de 1’excitation des
neurones de la BLA par les projections de 1’hippocampe ventrale. De plus, une étude a mis en
¢vidence qu’une heure aprés 1’apprentissage d’extinction, une augmentation des taux de BDNF
est observee dans un premier temps dans le HPCv, puis par la suite dans la BLA.
L’augmentation de BDNF dans le HPCv entraine I’augmentation de décharge des neurones de
I’IL suggérant des connexions direct entre la région IL du CPFm et le HPCv favorisant

I’extinction de peur (Rosas-Vidal et al., 2014).

Il s’avére que des travaux ont mis en évidence que les projections vers le CFPm
provenant de la BA et de ’'HPCv influence fortement I’expression de peur et son inhibition
(Herry and Johansen, 2014). Afin de mieux comprendre les connexions établies entre ces
structures, une étude s’est intéressée aux effets de I’inactivation du noyau basal et de
I’hippocampe ventral sur les neurones du CPFm. L’inactivation du noyau basal par le muscimol

diminue les décharges spontanées des neurones excitateurs du CPFm (et notamment dans la
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région prélimbique (PL) du CPFm) suite a la présentation du SC, mais n’a pas d’effet sur les
interneurones inhibiteurs (Sotres-Bayon et al., 2012). A [linverse, I’inactivation de
I’hippocampe ventral n’a pas d’effet sur les neurones excitateurs, mais agit sur les décharges
des interneurones inhibiteurs du PL en les diminuant spontanément (Sotres-Bayon et al., 2012).
L’activité des neurones excitateurs du PL est augmentée suite a 1’inactivation de 1’hippocampe
ventrale aprés présentation du son (Sotres-Bayon et al., 2012).

Ainsi, il semble que les projections des neurones de la BA font synapse avec les
neurones excitateurs du PL et que les neurones de projection de I’hippocampe ventrale
contactent directement les neurones inhibiteurs du PL. Toutefois, les connexions entre ces
structures et notamment celles de I’hippocampe ventral avec les interneurones du CPFm ne sont

pas encore bien établies.

Dans le contexte de peur conditionnée, afin de sélectionner les réponses
comportementales appropriées, I’activité neuronale est modulée par différentes projections vers
deux sous-régions du CPFm : 1/ le PL qui contrdle 1’expression de peur, et 2/ I’'IL qui régule
I’inhibition de la peur et I’extinction.

Il a été montré que les neurones de peur de la BA projetant dans le PL sont actifs durant
I’expression de peur, alors que les neurones d’extinctions projetant dans I’'IL sont recrutés
pendant I’inhibition de la peur (Senn et al., 2014). Par des approches électrophysiologiques,
cette méme étude a montré que I’inhibition des projections du BA vers le PL pendant
I’extinction facilite 1’inhibition de la peur, et que celle des neurones de la BA projetant sur I’IL
pendant I’extinction favorise 1’expression de la peur (Senn et al., 2014).

Une balance d’activité semble exister pour moduler les neurones projetant dans le PL et
I’IL afin de déterminer 1’expression et I’inhibition des comportements de peur pour promouvoir

la plasticité des synapses de la BA sur les neurones du PL et de I’'IL.

IV.4.c.ii) Les mécanismes préfrontaux-amygdalien de peur conditionnée

Deux principaux mécanismes coexisteraient dans les réseaux préfrontal-amygdale pour
permettre I’expression du comportement de peur conditionnée :
1/ la synchronisation de ’activité de décharge et/ou du potentiel de champ local, et

2/ la formation d’assemblées neuronales synchronisees temporairement.
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La synchronisation neuronale de I’activité de décharge et/ou du potentiel de champ local
ainsi que l’activité oscillatoire entre les circuits du CPFm et de la BA en contact avec les
neurones efférents du CeM, pourraient augmenter la force synaptique. En effet, 1’oscillation
coordonnée de I'activité neuronale a travers les aires cérébrales représente une forme de
synchronie neuronale qui peut augmenter la force synaptique a travers 1’activation coincidente
pré- et postsynaptique et la convergence simultanée de multiples afférences (Buzséki and
Draguhn, 2004; Markram et al., 1997; Pape and Pare, 2010).

La synchronie neuronale peut ainsi coordonner et augmenter 1’effet des signaux afférents
provenant du CPFm et renforcer la transmission des informations vers le BA puis vers le CeA
pour générer les réponses de peur.

Pour illustrer ce mécanisme, une étude a effectué des analyses corrélationnelles entre des paires
de neurones enregistrés dans le cortex cingulaire antérieur dorsal (dAACC) chez le primate (un
analogue du PL chez le rongeur) et la BA révélant une augmentation de la corrélation entre
I’activité des décharges du dACC et de la BA pendant la phase d’acquisition de la tAche laissant
présager une expression de peur a long terme (Livneh and Paz, 2012b).

Le deuxiéme mécanisme d’expression de la peur est le codage temporel qui se réfere a
des groupes locaux de neurones qui peuvent coopérer et se synchroniser, formant ainsi des
assemblées de cellules neuronales fonctionnelles temporaires et coordonnées en réponse au
développement des oscillations neuronales (Herry and Johansen, 2014). Avec ce mécanisme,
les neurones bloqués dans une des différentes phases de I’oscillation seront activés
séquentiellement pour permettre I’expression de peur. Une étude a montré que le couplage des
oscillations CPFmM-BA serait important au cours de l’apprentissage de peur discriminant
(Likhtik et al., 2014). En effet, chez des animaux entrainés a dissocier des stimuli aversif et
sécurisant, les LFP du CPFm et du BA se synchronisent en ondes theta (4-12Hz). En revanche,
des animaux affichant une généralisation a la peur face a un stimulus sécurisant ne montrent
pas d’augmentation de la synchronisation LFP.

Une autre étude a montré I’importance de ces assemblées neuronales dans le cortex
préfrontral médio-dorsal (CPFmd) dans le contrdle temporaire des comportements de peur. Il
s’avére qu’au cours de ’expression du freezing, I’apparition des oscillations 4Hz coincident
avec D’activation d’assemblées neuronales dans la phase ascendante de ces oscillations.
L’inhibition optogénétique du CPFmd pendant la phase ascendante des oscillations bloque les
réponses comportementales de peur alors que I’inhibition du CPFmd dans la phase descendante

favorise les comportements de peur (Dejean et al., 2016). Cela met en évidence I’importance
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des oscillations dans les circuits du CPFm et de la BLA pour la sélection des comportements

appropriés (Herry and Johansen, 2014).

Les assemblées cellulaires dans le CPFm sont constituées de différents type de neurones
excitateurs et d’interneurones inhibiteurs (Petilla Interneuron Nomenclature Group et al.,
2008). Dans I’hippocampe, les interneurones PV positifs et SOM positifs fournissent
respectivement une inhibition périsomatique et dendritique aux neurones principaux et réegulent
différentiellement les séquences de décharges des neurones pyramidaux (Lovett-Barron et al.,
2012). Au sein du cortex préfrontal, une étude a mis en évidence une classe de neurones
préfrontaux inhibiteurs contrdlant I’activité des neurones de projections préfrontaux vers la BA
au sein d’un microcircuit de désinhibition pour réguler I’expression de peur (Courtin et al.,
2014). Les interneurones PV positifs sont 1’élément central de ce circuit, et sont inhibés de
facon phasique au cours des présentations de SC. Cette inhibition produit une désinhibition des
neurones pyramidaux du CPFmd (Figure 35). D’autre part, 1’inactivation optogénétique des
interneurones préfrontaux PV positifs augmente le comportement de peur, alors que leur
activation diminue ces réponses. L’inhibition des interneurones PV positifs suite a la
présentation du SC est reliée a la réinitialisation des oscillations theta, un mécanisme neuronal
qui synchronise les neurones de projections préfrontaux.

Les interneurones PV positifs modulent donc deux mécanismes complémentaires
(désinhibition et synchronisation) pour coordonner et augmenter 1’activité des neurones de

projections pour permettre 1’expression de peur (Courtin et al., 2014).
Ainsi, il existe des types distincts d’interneurones locaux inhibiteurs qui régulent

’activité des neurones corticaux impliqués dans le controle des comportements de peur par la

promotion de la synchronisation neuronale (Herry and Johansen, 2014).
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Figure 35: Schéma des populations neuronales impliquées dans la synchronisation.
Les interneurones PV+ coordonnent et augmentent ’activité des neurones principaux afin de permettre
I’expression de peur par des mécanismes de désinhibition et de synchronisation neuronale. (D ’aprés Herry et

Johansen 2014).
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Points Importants :
L’ Amygdale et les Mémoires Aversives

L’amygdale est constituée de 6 noyaux principaux :

- le complexe basolatéral : le noyau latéral, le noyau basal, et le noyau basomédial
- le noyau cortical

- le noyau médial

- le noyau central.

La BLA est principalement glutamatergique alors que le CeA est exclusivement
GABAergique.

Les LA, BA et CeA sont nécessaires a I’intégration des informations relatives a
’association des stimuli SC-SI au cours de I’acquisition de la peur conditionnée.

La désinhibition des cellules principales de la LA favorise la plasticité synaptique et
I’acquisition de peur conditionnée.

Le CeA est nécessaire a I’expression comportementale de la peur.

Au cours du rappel et de ’extinction de la peur conditionnée, 1’expression
comportementale de peur est régulée par :
- des sous-populations neuronales distinctes dans la BLA:

¢ les neurones de peur

¢ les neurones d’extinction

¢ les circuits d’inhibition impliquant une grande diversité d’interneurones
- des régions cérébrales appartenant au réseau amygdalien de la peur :

¢ larégion infralimbique du CPFm, qui favorise 1’extinction de la peur

¢ larégion prélimbique du CPFm, qui favorise 1’expression de peur

¢ I’HPCv, qui module ces processus.

Deux principaux mécanismes coexisteraient pour permettre 1I’expression du comportement

de peur conditionnée :
- la synchronisation de I’activité de décharge et/ou du potentiel de champ local,
- et la formation d’assemblées neuronales synchronisées temporairement.
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V/ LE TROUBLE DE STRESS POST-TRAUMATIQUE (TSPT)

V.1/ QU’EST-CE QUE LE TROUBLE DE STRESS POST-TRAUMATIQUE ?

Les troubles de types anxieux et en particulier les troubles de régulation de la peur tel
que les phobies, les troubles paniques et le trouble de stress post-traumatique (TSPT) se
caractérisent par un symptéme majeur, la sur-généralisation de la peur.

D’un point de vue sociétal, la peur irrationnelle est un obstacle majeur au succes, a la
productivité et provoque de dramatiques effets sur la qualité de vie des individus en souffrant.
Bien que I’apprentissage de la peur soit un mécanisme de réponse avantageux d’un point de
vue évolutif, lorsque la peur se généralise et est sous perte de contrdle, ce mécanisme devient

improductif et dangereux (Mahan and Ressler, 2012; Parsons and Ressler, 2013).

D’aprés le DSM V, le TSPT est un trouble anxieux qui peut se développer aprés une
experience traumatisante comme des violences domestiques, des désastres naturels ou des
traumatismes liés a la guerre. Il se manifeste lorsque la peur apprise due a un événement
traumatisant se généralise a des situations qui devrait normalement étre considéré comme
sécurisantes entrainant des comportements non appropries.

Trois types de symptdmes caractérisent le TSPT : 1/ la reviviscence, 2/ I’évitement, et 3/
I’hypervigilance.

Le symptdme de reviviscence comprend les flashbacks, les cauchemars et les pensées
effrayantes en rapport avec le traumatisme, qui peuvent s’accompagner de symptomes
physiques tels que des maux de tétes, des douleurs et autres symptémes de somatisation.

Celui d’évitement inclut le fait d’éviter de se rappeler de I’événement traumatique et de
se sentir émotionnellement paralysé, le développement de pertes d’intérét pour des activités
autrefois considérées comme plaisantes et des déficits de mémoire et d’apprentissage. Ces
symptomes peuvent entrainer de profonds changements dans la routine des personnes atteintes.

Enfin, les symptomes d’hypervigilance se manifestent par le fait d’étre facilement
surpris, se sentir tendu, avoir des difficultés a dormir et/ou avoir des exces de colére.

Les souvenirs de I’événement traumatique déclenchent généralement les symptomes de
reviviscence et d’évitement, alors que les symptdmes d’hypervigilance semblent présent de

facon continuel (Disorders. American Psychiatric Association, 1994; Davidson et al., 2004;
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Gillespie et al., 2009; Hoge et al., 2007; Milliken et al., 2007; Wilcox et al., 2009).

Il existe une variabilité dans la prévalence et la sévérité du TSPT (Milliken et al., 2007).
En effet, 5 a 30 % des victimes de traumatisme développent le TSPT, alors que d’autres
personnes ayant subis la méme expérience apparaissent résilients et ne montrent aucun
symptome (Davidson et al., 2004; Gillespie et al., 2009; Milliken et al., 2007). D’autre part, les
personnes atteintes de TSPT présentent de larges variations d’intensité de leurs symptomes et
du type de symptdmes (Davidson et al., 2004; Dickie et al., 2008; Gillespie et al., 2009; Hoge
et al., 2007; Lanius et al., 2006; Milliken et al., 2007; Wilcox et al., 2009). En effet, il apparait
que le traumatisme est nécessaire mais non suffisant pour le déclenchement du TSPT. Une
grande variété de facteurs influence le risque de développer un TSPT tel que les prédispositions
génétiques, I’environnement social et les expériences personnelles durant ’enfance (Binder et
al., 2008; Bradley et al., 2008; Green et al., 2010; Jovanovic and Ressler, 2010).
La comorbidité du TSPT avec d’autres troubles psychiatriques tels que la dépression, les
addictions et autres troubles anxieux perturbe et complique le traitement de ces pathologies
(MD et al., 2013; Nickerson et al., 2017; Vujanovic and Schnurr, 2017).

L’étude de la resilience chez certains individus a travers ces différents facteurs
pourraient permettre de cibler de nouveaux traitements et développer la prévention du TSPT

chez les victimes de traumatisme prédisposées a développer ce genre de trouble.

V.2/ LE TSPT DANS LE RESEAU AMYGDALIEN

Le TSPT implique de nombreuses structures cérébrales appartenant au systéme
limbique chez les humains et les animaux (Heimer and Van Hoesen, 2006), et notamment celles
présentées dans le cadre de 1’étude de la mémoire émotionnelle : I’amygdale, 1”hippocampe et

le cortex préfrontal.

Les sujets atteints de TSPT ne répondent pas de la méme fagon au conditionnement de
peur que les victimes de traumatismes sans TSPT. En effet, ils présentent une augmentation de
la sensibilisation au stress (Ehlers et al., 2010; Griffin, 2008; McLaughlin et al., 2010), une sur-
généralisation des associations de peur (Pole et al., 2009; Suendermann et al., 2010), une

altération de I’extinction des associations SC-SI et une incapacité a éteindre les mémoires
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aversives (Blechert et al., 2007; Milad et al., 2008; Wessa and Flor, 2007). Ces réponses altérées
de peur pourraient étre expliquées par des souvenirs intrusifs déclenchant les symptémes du
TSPT (Jovanovic et al., 2009; Yehuda and LeDoux, 2007). lls montrent également une
réduction de I’activité du cortex préfrontal et de I’hippocampe, résultant probablement d’une
hyper-réponse de I’amygdale au stimulus de peur (Etkin and Wager, 2007).

Etant donné que le circuit neuronal est conservé au cours de I’évolution et présent chez
de nombreux vertébrés, I’étude de la peur conditionnée peut étre utilisée afin de mieux
comprendre les réponses de peur associées au TSPT (Belzung and Philippot, 2007; Lang et al.,

2000) chez d’autres modeles animaux.

La voie impliquant un facteur neurotrophique, le BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) associé a son récepteur a la tyrosine kinase B, TrkB est un exemple de systéme
intervenant dans les troubles anxieux chez I’Homme et le modele de peur conditionnée chez les
rongeurs, ainsi que dans la plasticité synaptique. Des études en neuro-imagerie humaine et sur
des modeles animaux suggerent que les mécanismes du TSPT seraient liés a une plasticité
synaptique aberrante. Cela fait de la voie impliquant le BDNF une cible pour I’étude du TSPT
(Francati et al., 2007; Lanius et al., 2006; Pape and Pare, 2010).

Chez ’Homme, il existerait un lien entre le polymorphisme d’un seul nucléotide au sein
du geéne codant le BDNF transformant une valine en méthionine en position 66 (Val66Met) et
des désordres psychiatriques tels que la dépression et la schizophrénie (Gonul et al., 2011,
Zhang et al., 2006). Cette mutation altére la stabilité et la libération du BDNF (Egan et al.,
2003) entrainant une perturbation de son signal, mais également des fonctions mnésiques (Egan
et al., 2003; Gonul et al., 2011; van Wingen et al., 2010). Cette mutation du BDNF (Met/Met)
entraine une résistance a I’extinction associée a une augmentation de I’activité de ’amygdale
et du CPFm au cours de la formation de la mémoire (Hajcak et al., 2009; Lonsdorf et al., 2010;
Soliman et al., 2010; van Wingen et al., 2010)

La mutation humanisée du BDNF chez la souris knock-in entraine une altération de la
plasticité synaptique dépendant du récepteur NMDA dans I’hippocampe (Ninan et al., 2010).
Des études électrophysiologiques ont également montré que le seuil d’induction de la LTP dans
les neurones principaux de I’amygdale dépend du niveau de dopamine dans le milicu
extracellulaire et de I’activation synergique des récepteurs post-synaptiques D1 et TrkB (Ou
and Gean, 2006). Ces résultats suggerent que le BDNF aurait un réle dans la formation de la

LTP dans les structures clés impliquées dans le TSPT.
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D’autre part, cette mutation entraine une augmentation de 1’anxiété, une résistance a
’extinction apres le conditionnement de peur corrélée a I’altération de I’activation de
I’amygdale, du CPF et de I’hippocampe (Soliman et al., 2010; Yu et al., 2009; Chen et al., 2006;
Li et al.,, 2010). De plus, I’inhibition du signal du BDNF entraine une déficience dans
I’acquisition et la consolidation de la peur conditionnée (Rattiner et al., 2004) et dans la
consolidation de I’extinction (Chhatwal et al., 2006). Les souris hétérozygotes pour la mutation
du géne codant le BDNF (les souris BDNF*") présentent une déficience du conditionnement de
peur contextuelle. Un sauvetage partielle de I’expression contextuelle de peur est réalisé par
I’infusion de BDNF par canule dans I’hippocampe (Liu et al., 2004).

Les souris n’exprimant plus le BDNF spécifiquement dans 1’hippocampe ne montrent
pas de perturbation de I’acquisition de peur, cependant une diminution de I’extinction dans le
conditionnement de peur est observée (Heldt et al., 2007). La plasticité hippocampique est donc
nécessaire pour une extinction contexte-dépendant.

Des délétions de BDNF dans le PL entrainent une altération de la consolidation de la
peur acquise mais pas de I’extinction (Choi et al., 2010a). Par ailleurs, 1’infusion de BDNF dans
I’IL entraine une diminution de I’expression de peur (Peters et al., 2010). Des rats avec une
extinction altérée montrent moins de BDNF dans I’IL et ’infusion de BDNF dans I’IL inhibe
le processus d’extinction. Le BDNF a des roles différents dans le PL et I'IL. En effet, le BDNF
est nécessaire dans le PL pour la formation de la mémoire de peur et son expression, alors que
dans I’IL, il est nécessaire a I’inhibition ou a I’extinction de la peur (Mahan and Ressler, 2012).

Le BDNF semble donc jouer un role dans les processus de peur et d’extinction a travers

sa présence dans ’amygdale, le CPF et I’hippocampe, suggérant une implication dans le TSPT.

Chez le rongeur, d’autres modeles sont plus communément utilisés pour étudier le
TSPT. lls sont basés sur des procédures de stress. Les trois types principaux sont : 1) le stress
psychosocial par la présence du prédateur, basé sur la menace de survie (Park et al., 2001;
Zoladz et al., 2012), 2) le stress li¢ a ’odeur du prédateur (Cohen et al., 2012), 3) un stress
prolongé unique (Liberzon et al., 1997).

D’autres modéles existent avec notamment les paradigmes empéchant 1’évitement du
choc électrique (Louvart et al., 2005; Maier, 2001), les traumatismes de noyade (Richter-Levin,
1998), et la peur conditionnée.

En effet, le conditionnement de peur permet d’étudier les bases neurales de
I’apprentissage et de la mémoire émotionnelle associative afin de mieux comprendre ses

dysfonctionnements dans le cadre du TSPT. Dans ce modeéle, les animaux montrent de fortes
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réponses de peur au SC et au contexte du conditionnement, une généralisation des réponses de
peur a des stimuli neutres, ou bien restreintes au SC, une sensibilisation de la réponse de peur,
et un déficit d’extinction (Kohda et al., 2007; Pitman et al., 2012; Wang et al., 2008).
L’ensemble de ces comportements se caractérisent par des réponses de peur fortes et
persistante, et correspondrait ainsi au versant hypermnésique du TSPT.

Pour rappel, d’aprés le DSM-IV et le DSM-V, les mémoires associées au TSPT se
caractérisent par deux phénomenes principaux : 1) une hypermnésie par la reviviscence des
événements traumatiques, avec notamment la persistance des souvenirs intrusifs, et 2) une
amnesie de certains éléments clés appartenant au contexte traumatique, associée au processus
d’évitement.

L’hypermnésie due au TSPT est une mémoire de peur inadaptée et décontextualisée. Les
réponses de peur sont déclenchées suite a la présentation de stimuli discrets non prédictif d’un
stimulus aversif dans des contextes non menacants. Elle s’accompagne d’une distorsion
dissociative de la perception du temps et de ’espace dans laquelle a eu lieu le traumatisme
(Brewin, 2001; Ehlers and Clark, 2000). L’amnésie quant a elle, correspond a un déficit de
contextualisation, et est associée au déclenchement de réponses de peur suite a la présentation
d’éléments non prédictifs du SI dans I’environnement traumatique (Brewin and Holmes,
2003; Kolk, 1994; Myers, 1915).

Tout comme 1I’ensemble des autres modéles du TSPT, la composante amnésique dans
la peur conditionnée reste peu explorée (Desmedt et al., 2015). Pour y remédier, un nouveau
modele de TSPT a alors été proposé (Kaouane et al., 2012).

Au cours du conditionnement de peur, un stimulus discret non associé au Sl de sorte
qu’il ne soit pas predictif de celui-ci est présenté. L’élément qui sera alors prédictif du Sl est
I’environnement dans lequel aura lieu la délivrance du choc.

A ce paradigme est ajoutée une injection de corticostérone (CORT) dans I’hippocampe
apres le conditionnement. La CORT est la principale hormone de stress chez les rongeurs
favorisant la consolidation des mémoires adaptatives de peur, ou perturbant la fonction de
I’hippocampe dans la mémoire contextuelle en fonction de I’intensité du stress. En effet, lorsque
le stress est faible (intensité faible du choc électrique), la CORT entrainent des réponses
conditionnées de peur dans le contexte du conditionnement. En revanche, lorsque le stress est
important (intensité forte du choc électrique), on observe I’apparition d’une mémoire de type-
TSPT avec une réponse de peur au stimulus discret non prédictif d’'une menace et une
diminution de la réponse au contexte du conditionnement. La CORT perturbe alors I’activité

neuronale du circuit hippocampo-amygdalien (Desmedt et al., 2015; Kaouane et al., 2012).
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Dans ce dernier cas, on remarque que 1’animal présente une amnésie contextuelle et réagit a des
éléments du contexte traumatique non associé¢ directement a 1I’évenement traumatisant, a savoir

le choc électrique.

V.3/ LES TRAITEMENTS DU TSPT

Les traitements du TSPT se font essentiellement a travers deux voies thérapeutiques :

1/ la psychothérapie par la réexposition, et 2/ des traitements pharmacologiques.

> Le traitement psychologique par la réexposition :

Une des stratégies de traitement les plus efficaces pour les troubles relatifs a la peur est
la thérapie d’exposition au cours de laquelle 1’objet, le contexte ou la mémoire véhiculant la
valence émotionnelle de peur est présentée de fagon répétée ou rappelée jusqu’a ce que la peur
soit inhibée. Bien que la psychothérapie soit un traitement tres souvent prescrit et efficace, les

mécanismes sous-jacents sont encore mal compris (Bowers and Ressler, 2015).

> Les traitements pharmacologiques :

Le développement de la D-cycloserine (DCS), un agoniste partiel du NMDA est utilisé
pour moduler la signalisation glutamatergique. La DCS a été montré comme facilitant
’apprentissage d’extinction chez les animaux et les humains. Il renverserait la réduction de
récepteurs AMPA qui s’observe normalement a la synapse dans I’amygdale latérale apres
I’apprentissage de la peur (Mokin et al., 2007). 1l est utilisé dans beaucoup de thérapies
comportementales pour une grande variété de troubles de type anxieux comme les troubles
compulsifs obsessionnels. Les effets du DCS comme traitement pour le TSPT doivent étre

cependant poursuivis.

Les NT jouent un rdéle important dans la modulation de la plasticité synaptique et du
conditionnement de peur ce qui en font des cibles incontournables pour le traitement du TSPT
(Mahan and Ressler, 2012):

- Les antidépresseurs sont les traitements pharmacologiques les plus courants pour le TSPT. lls
peuvent étre utilisés seuls ou associés a une psychothérapie (Choi et al., 2010b; Hetrick et al.,

2010). Les résultats de I’utilisation seul des antidépresseurs sont décevant. On ne peut pas
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conclure pour I’association avec la psychothérapie car il n’y a pas assez d’études a ce jour (Choi
et al., 2010b; Hetrick et al., 2010). Deux études relatives aux processus aversifs suggérent que
I’antidépresseur fluoxétine (SSRI) augmente la plasticité synaptique et I’extinction de peur a
travers le BDNF dans I’amygdale et I’hippocampe de la souris (Karpova et al., 2011). La
deuxiéme étude montre que les souris avec la mutation (Met/Met) du BDNF ont des déficiences
d’augmentation de la plasticité synaptique de 1I’hippocampe suite a la prise de fluoxetine (Bath
etal., 2012).

- La seconde classe d’agents utilisés pour traiter ces troubles est celle des benzodiazepines (par
exemple clonazepam, alprazolam ou lorazepam) qui agissent en activant ’activité des
récepteurs GABAA. En effet, ’augmentation de la transmission inhibitrice dans ’amygdale et
le BNST montre une diminution des réponses de peur. Toutefois, tout comme les
antidépresseurs, leur action est limitée et peuvent entrainer une tolérance potentielle et une prise
abusive (Parsons and Ressler, 2013).

D’autre part, un autre agent est capable de moduler I’action des recepteurs GABAA,
I’allopregnanolone (nommé ALLO). En effet, un analogue de I’allopregnanolone serait une
alternative thérapeutique aux traitements utilisant les antidépresseurs pour le TSPT. Certaines
formes de TSPT entrainent un changement des sous unités du récepteur au GABAA ce qui peut
entrainer une résistance aux benzodiazépines. D’autre part le TSPT se caractérise par une
diminution du niveau d’ALLO. Une étude a montré que I’augmentation des niveaux d’ALLO
permettrait de réduire les comportements de type TSPT chez des souris (Pinna and Rasmusson,
2014).

- Le systéme endocannabinoide est impliqué dans 1’anxiété et les processus d’extinction de peur
conditionnée. Des résultats ont montré des interactions entre les récepteurs au CBL1 et la voie
BDNF/TrkB. En effet, il a été suggéré que les endocannabinoides sont libérés en tant que
messagers rétrogrades induits par ’activation post-synaptique des TrkB (Lemtiri-Chlieh and
Levine, 2010). D’autre part, I’incubation de BDNF augmente I’expression du récepteur au CB1
et une augmentation de la sensibilité des récepteurs CB1 aux endocannabinoides agonistes dans
des cultures de cellules cérebelleuses (Maison et al., 2009). Toutefois, les études réalisees in
vivo sont sommaires. En effet, une étude faite sur des souris-KO pour le récepteur CB1 montre
une diminution du niveau basal de BDNF dans 1’hippocampe (Aso et al., 2008). Cela suggére
que des interactions existent et pourrait étre importantes dans les processus de conditionnement
de peur (Andero and Ressler, 2012).
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La combinaison de ces deux types de traitements est une voie thérapeutique
supplémentaire du TSPT. En effet, I'utilisation de la thérapie comportementale peut étre
couplée a de nouveaux traitements pharmacologiques tel que le propranolol. Cette méthode
consiste @ modifier la mémoire associée aux événements traumatiques au cours de sa
reconsolidation par ’administration de composés pharmacologiques. En effet, suite au rappel
des souvenirs traumatiques lors de la thérapie d’exposition, la mémoire de ces événements entre
dans une phase malléable qui peut étre modulée par des agents chimiques. Le propranolol est
un de ces agents capable de diminuer les réponses émotionnelles associées aux traumatismes.
Ainsi, les patients souffrant de TSPT présenteraient une diminution de leurs comportements de

peur au cours du traitement (Gardner and Griffiths, 2014).
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Points Importants :

Le Trouble de Stress Post-Traumatique
(TSPT)

Les trois principaux symptémes du TSPT sont :

la reviviscence
I’évitement
et ’hypervigilance.

Le traumatisme est nécessaire mais non suffisant au déclenchement du TSPT qui fait
intervenir d’autres facteurs tels que :

les prédispositions génétiques

I’environnement social

les expériences personnelles durant I’enfance

la comorbidité avec d’autres troubles psychiatriques.

Chez I’'Homme et la souris, la mutation (pVal66Met) du géne codant le BDNF entraine une
résistance a I’extinction et altére 1’activité de 1’amygdale, du CPF et de I’hippocampe,
suggérant un role dans le TSPT.

Les modeles animaux de TSPT :

sont bases sur des procédures de stress
étudient principalement I’hypermnésie associée aux comportements de peur

évoluent avec I’apparition de nouveaux paradigmes étudiant I’amnésie observée dans le
TSPT.

Les traitements thérapeutiques sont de nature :

psychologique par la ré-exposition

pharmacologique par I’administration de D-cyclosérine, d’antidépresseurs ou de
benzodiazépines

mixte avec [’association d’une thérapie comportementale a un traitement
pharmacologique tel que le propranolol.
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PROBLEMATIQUE
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Le trouble de stress post-traumatique (TSPT) est un trouble de type anxieux se
déclenchant généralement suite a une expérience traumatisante. 1l se caractérise par une sur-
généralisation de la peur et une incapacité a éteindre les mémoires aversives (Blechert et al.,
2007; Milad et al., 2008; Wessa and Flor, 2007; Pole et al., 2009; Suendermann et al., 2010).
Des structures cérébrales telles que le cortex préfrontal, I’hippocampe ou encore I’amygdale,
appartenant au réseau impliqué dans 1’apprentissage et les mémoires émotionnelles voient leur
fonctionnement particulierement altéré dans le TSPT (Etkin and Wager, 2007). Etant donné
que ce circuit est extrémement bien conservé au cours de I’évolution chez les vertébrés, 1’étude
de la mise en place et du maintien des mémoires émotionnelles chez des modeles murins, nous
permet de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents mis en jeu dans ce trouble anxieux
(Belzung and Philippot, 2007; Lang et al., 2000).

Chez le rongeur, la peur conditionnée est étudiée a 1’aide d’un conditionnement de type
pavlovien au cours duquel un stimulus neutre (SN) généralement un signal sonore ou lumineux,
va étre associé a un stimulus aversif (inconditionné, SI) sous forme de choc électrique. Suite a
cette association, le SN devient un stimulus conditionné (SC) capable de déclencher une
réponse de peur dite conditionnée. L’association SC-SI est présentée comme étant dépendante
de I’amygdale, alors que ’association plus complexe au contexte nécessite le recrutement
supplémentaire de I’hippocampe. Cela permet de considérer et d’intégrer ’ensemble des
phénomeénes apparaissant au cours de la peur conditionnée au sein d’un réseau riche et

complexe.

Dans I’amygdale, le complexe basolatéral est principalement glutamatergique, alors que
le noyau central est exclusivement GABAergique (Spampanato et al., 2011). Notre équipe a
identifié une forte expression du transporteur vésiculaire du glutamate VGLUT3 dans
I’amygdale basolatérale (Herzog et al., 2004). Ce transporteur permet comme tous les
transporteurs vésiculaires 1’internalisation dans les VS du NT, ici le glutamate. Il existe trois
types de VGLUTs. VGLUTL1 (principalement cortical) et VGLUT2 (plutdt sous cortical)
définissent les neurones glutamatergiques. En revanche, le troisieme transporteur identifié,
VGLUTS est atypique de par sa distribution et ses fonctions. En effet, il est présent dans des
sous-populations neuronales qui utilisent un autre NT principal que le glutamate tel que les
interneurones cholinergiques du striatum, certains interneurones GABAergiques du cortex et
de I’hippocampe et des neurones sérotoninergiques du raphé (Gras et al., 2002). Au sein de ces

neurones, VGLUT3 permet d’accumuler du glutamate dans les VS ce qui potentialise le
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chargement du NT principal dans ces vésicules. Ce phénomene est appelé synergie vésiculaire
(El Mestikawy et al., 2011).

Mon travail de thése a consisté dans un premier temps a réaliser la caractérisation
anatomique de VGLUT3 dans I’amygdale basolatérale a travers la détermination de la nature
des neurones et des terminaisons VGLUTS3 positives. Une fois 1’identification des différentes
populations neuronales exprimant VGLUTS3 réalisée, je me suis attelée a identifier le rdle de
VGLUT3 dans les mémoires aversives associées a la peur conditionnée. Pour ce faire, j’ai
couplé des approches génétiques a des stratégies virales afin d’invalider VGLUT3
specifiguement dans certaines régions.

Ce travail nous permettra de mieux comprendre le fonctionnement et le rble de
VGLUT3 dans le SNC, la genése et le maintien des mémoires émotionnelles et d’explorer son

éventuelle implication dans des troubles de 1’anxiété tel le trouble de stress post-traumatique.
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MATERIEL ET METHODES GENERALES
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I/ ANIMAUX

L’ensemble des expériences menées dans ce projet et I'utilisation des souris sont
conformes a la Directive du conseil des communautés européennes pour la protection et ['usage
des animaux de laboratoires (86/809/EEC) avec I’accord du Ministére de 1’ Agriculture et de la
Foret, service vétérinaire de la santé et de la protection animale (autorisation #01482.01 du
comité d’éthique Darwin #5). Tous les efforts ont été réalisés afin de réduire le nombre
d’animaux utilisés dans cette étude et de permettre leur bien-étre. L’ensemble des souris
utilisées pour ce projet sont stabulées dans une piece a température et hygromeétrie contrélée
(21°C +/-2°C ; 40% d’humidité) avec un cycle jour/nuit de 12/12h (7h30-19h30). La nourriture
et ’eau sont fournies ad libitum.

L’ensemble des expériences comportementales, des quantifications et des analyses a été fait a
I’aveugle. Les animaux sont exclus des résultats expérimentaux seulement s’ils sont détectés

par le test outlier (Grubb’s test-GraphPad Prism Software, La Jolla, CA, USA).

I/ LES DIFFERENTES LIGNEES GENETIQUES

1.1/ LA LIGNEE VGLUT3 7

Les souris VGLUT3 - présentant une inactivation constitutive de VGLUT3 ont été
générées par I’Institut Clinique de la Souris (Illkirch, France, http:// www-mci.u-strasbg.fr/) par
recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires (129/Sv). L’exon 2 du
gene Vglut3 est remplacé par une cassette resistante a la néomycine flanquée Frt (NEO) qui
empéche la transcription du gene codant VGLUT3 (Gras, 2008). Ces souris ont été
backcrossées sur 10 générations avec des souris C57BL6/N.

Les souris sont génotypées par I’analyse PCR de la taille de séquence d’ADN avec les

primers de PCR suivants :

Bande Taille Séquence
+/+ 278 bp (P1) 5’-GTG TGA CAT GAA GCC TGG ACT GTT C-3’
(P3) 5’-AGC AGA CTG AAG CGT CTC CAT GGT G-3°
-/- 604bp (P2) 5'-GAA GGG TGA GAA CAG AGT ACCTAC-3’
(P3) 5’-AGC AGA CTG AAG CGT CTC CAT GGT G-3”
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||.2/ LA LIGNEE VGLUTS3 flox/flox

Les souris VGLUT3 floXflox ot ¢té générées par I’ Institut Clinique de la souris (ICS). La
séquence ciblée est I’exon 2 du géne codant VGLUTS3. Celle-ci est délimitée par des sites LoxP
qui en présence d’un enzyme particulier, la CRE recombinase permettent 1’excision de la
séquence ciblée (Figure 36). Ainsi, le systtme CRE-LOX permet de réaliser une inactivation
conditionnelle inductible ciblée du geéne d’intérét codant VGLUT3 empéchant ainsi la
transcription de I’ARNm fonctionnel et par conséquent la traduction de la protéine VGLUT3
fonctionnelle.

La cassette FRT-Neo-FRT contient la néomycine. Elle est utilisée pour sélectionner les
plasmides bactériens ayant intégré avec succes les sites LoxP.
Les souris sont génotypées par I’analyse PCR de la taille de séquence d’ADN avec les primers
de PCR suivants :

- (cP1) 5>-TTGTGAAAAAGCAAACAGAGCCATTC-3’ et

- (cP2) 5>-TGTCTGAGCCATCACTTTCTCTGGAAA-3.

L’all¢le mutant et 1’alléle sauvage (+/+) donnent respectivement des bandes a 383bp et 277bp.

Locus Cible

Ex2

Il N || EEEEE i Iqeb-ll I NI = o nmn

~4.5 kb { ~3.1kb
[1 séquences répétées Fragment du locus K590

Figure 36 : Locus ciblé et encadré par les sites LoxP sur le géne VGlut3.

11.3/ LES DOUBLES MUTANTS : LES LIGNEES VGLUT3flox-VIAATCRE \/G| YT 3flox-SERTCRE ot
VGLUT3 flox-ChATCRE

Les souris VGLUTS3 floXflox (C57BL/6N)sont croisées avec des souris VIAAT-CRE
(C57BL/6J / Slc32a1tm2(reltowl / jax stock 016962, the Jackson Laboratory), SERT-CRE
(précédemment décrit dans Zhuang et al., 2005, provenant de la zone EOPS du CDTA, CNRS,
Orléans) ou bien ChAT-CRE (C57BL/6N, B6;129S6-Chattm2crelowl/ jax stock 006410, the

Jackson Laboratory) afin de générer les élevages des souris VGLUT3 floxVIAATCRE '\/GLUT3
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flox-SERTCRE gt \/GLUT3 flox-ChATCRE ~ Ces souris présentent une inactivation constitutive de
VGLUT3 respectivement dans les neurones GABAergiques, serotoninergiques et
cholinergiques.

Les souris sont génotypées par I’analyse PCR de la taille de séquence d’ADN avec les primers

de PCR utilises pour les souris VGLUT3 floXflox et |es primers suivants :

Lignée Bande Taille Séquence
+/+ 390bp | (Sertcre-C)5’-GAACGAACCTGGTCGAAATCAG-3’
VGLUT3lox-SERTCRE (Sertcre-W) 5’-GGCACTAACCTCCACCATTCTG-3’

Mutante | 30060 | (56 tere-CO) 5'-CATCCGCACCACTGACTGACCA-3'

VGLUT3flox-VIAATCRE | Mytante | 200bp | (C) 5’-CTT CGT CAT CGG CGG CAT CTG-3’
(M) 5’-CCA AAA GAC GGC AAT ATG GT-3’

+/+ 280bp | (ChAT1) 5’-CCT TCT ATC GCC TTC TTG ACG-3’
VGLUTS3 flox-ChATCRE (ChAT2) 5’-GTT TGC AGA AGC GGT GGG-3’
Mutante | 360bp
(ChAT3) 5’-AGA TAG ATA ATG AGA GGC TC-3’

[1l/ TECHNIQUES ANATOMIQUES

111.1/ HYBRIDATION /N SITU FLUORESCENTE (FISH)

Les expériences de FISH sont réalisées afin de déterminer la présence d’ARNm pour
définir la nature des neurones d’intérét a partir de coupes de cerveaux frais congelés. Le
protocole utilisé et décrit ci-dessous a été mis au point par Sylvie Dumas.

Apreés dislocation cervicale, les cerveaux des souris sont prélevés et plonges dans de
I’isopentane maintenu entre -25 et -30°C. Les cerveaux congelés sont stockés a -80°C avant
leur utilisation. Des coupes coronales sériées de 16 pum sont prélevées a l'aide du cryostat (CM
3050S, Leica) et montées sur des lames superfrost-plus (Menzel-Gléser). La sonde cARN
VGLUTS3 utilisée est marquée a I’UTP couplée a la digoxigénine (DIG) et la sonde VIAAT a
I"UTP couplé a la fluorescéine (Tableau 4). Les sondes CARN marquées sont obtenues a 1’aide
de la RNA polymérase T7 (Promega). Elles sont diluées dans une solution d’hybridation
contenant du formamide désionisé (50%) et sont dénaturées a 80°C pendant 5 min. Les coupes
coronales de cerveau de souris préalablement fixées dans du formaldéhyde 4% pendant 10 min,
sont plongées dans une solution fraiche d’acétylation pendant 10 min et rincées au PBS. Le
tampon d’hybridation contenant le mélange de sondes (100ul) est déposé sur les coupes sous
un Nescofilm. Les lames sont ensuite disposées dans des porte-lames placés dans une chambre

humide (tampon citrate salin, SSC 5X) a 60°C pendant une nuit. Les lames sont rincées dans

118



du tampon SSC (5X a 60°C, 0,2X a 60°C) puis dans du tampon MABT (acide maléique 1X,
Tween 20, 0,1%), 2 fois 20 min & température ambiante (TA).

La révélation des marquages se fait ensuite en deux étapes.

Lors de la premiére étape, les sondes marquées a I’'UTP-fluorescéine sont révélées. Les
sites non spécifiques sont saturés dans du tampon de blocage (tampon d'acide maléique 5X
contenant la solution de blocage source) pendant 60 min a TA. Puis, les coupes sont incubées
avec un anticorps anti-fluorescéine couplé a la peroxydase du raifort (HRP, Roche, 1/2500 dans
le tampon de blocage) une heure a TA. Les lames sont incubées dans la solution TSA-PLUS
BIOTIN (Perkin Elmer, dilué¢ a 1/100 dans le tampon d’amplification pendant 10 min a TA).
Puis, le substrat de la peroxydase Neutravidin-Oregon green (InVitrogen, dilution 1/1000 dans
du PBST) est ajouté pendant 10 min a TA.

Dans une seconde étape, les sondes marquées a ’'UTP-DIG sont révélées. Les lames
sont plongées dans un tampon de glycine (0,1M, pH 2,1) pendant 10 min a température
ambiante, puis dans une solution d’eau oxygénée 3% diluée dans du PBS a TA. Ensuite, le
blocage se fait avec le tampon de blocage pendant 30 min a TA. Les lames sont ensuite incubées
avec un anticorps dirigé contre la DIG et couplé a la HRP (HRP, Roche, 1/2500 dans le tampon
de blocage). Le substrat de la peroxydase TSA-PLUS CY3 (dilué au 1/200 dans le tampon
d’amplification, Perkin Elmer), est ajouté pendant 10 min a TA. Le DAPI est ajouté dans les
derniers ringages au PBST afin de visualiser les noyaux des corps cellulaires. Finalement les
coupes sont montées entre lame et lamelle avec le milieu de montage Fluoromount
(SouthernBiotech).

Les images de FISH sont acquises au nanozoomer (XR Digital slide scanner C12000,
Hamamatsu) de la plateforme d’imagerie de I'Institut de la Vision (Paris 6). La longueur d'onde
d'émission du Neutravidin-Oregon green est de 524 nm, alors que celle de CY3 est de 570 nm.
Le traitement des images se fait a I'aide d'Adobe Illustrator.

La quantification s’est faite par comptage manuel aprés détermination d’un seuil de détection

des neurones sur Image J.
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Sonde

cARN

Marquage de
'UTP

Quantité

(ng)

Source

Séquence

VGLUT3

DIG

20

Roche

aaaacaggactgggctgacccagagaatctctctgaggacaaatgtg

gaatcattgaccaagatgagttagctgaggagacagaactcaaccac

gagactttcgtaagtcccagaaagaagatgtcttatggagecaccacc

cagaattatgaggtccagaagacggagtggagacaacagagagaat

ctgecttcgacagggaggagcecattatcctaccaggecgaaggagact
tctcagaaacatcctaaatgtctggcttcacctcagettacaactggaa

gtatcgcacccatcgectttcccatactgegtettgecagggggecaaa
tcgtgggaaagggggagattaaattaacaacagagaaaagaaacac

gccttcttacaaagatgggaatatggaccttggtctc

VIAAT

Fluoresceine

40

Roche

ccagggcctgcagatggacatcctgaaatcggaaggegagecctgeg
gagacgagggcgcagaagctcecgtcgagggagacattcattatcag
cgcggeggegcetectetgecaccctetggetccaaggaccaggeegtg
ggagctggtggggagttcgggggtcacgacaaacccaagatcacgge
gtgggaagcgggctggaacgtgacaaatgecattcagggceatgttegt
gctgggcectaccctacgecatectccacggeggcetacctggggttgtte
ctcatcatcttcgecgeagtggtgtgetgetacaccggcaagatectca

tcgegtgectgtacgaggagaacgaagacggggaggtggtgegegtg
cgggactcgtatgtggccatagctaacgeatgetgegcetectcgattee
ccaccctgggeggecgegtggtcaatgtggegeagatcatcgagetgg
tgatgacgtgtatcttgtacgtcgtggtgageggcaacctcatgtacaa

cagtttcccggggctgeccgtgtegecagaagtectggtccatcatagece
acagcggtgcetgcetgecctgegecttectgaagaatctcaaggecegtgt
ccaagttcagtctgctgtgtacgcetggeccacttcgtcatcaacatectg
gtcatcgcttactgtctctctcgegegegtgattgggectgggagaagg

tgaagttctacatcgacgtcaagaagtttcccatctccattggeatcate
gtgttcagctacacgtcgcagatcttectgecctctctcgaaggceaaca

tgcagcagcccagega

Tableau 4 : Sondes utilisées pour les hybridations in situ fluorescentes.

1.2/ IMMUNOFLUORESCENCE

Les Immunofluorescences vont nous permettre de déterminer la présence de protéines

dans nos neurones d’intérét. Apres injection intrapéritonéale d’une dose Iéthale de pentobarbital

sodique (54,7 mg/mL), les souris sont rapidement perfusées par voie intracardiaque avec une
solution de paraformaldéhyde a 4°C (PFA 4% dans du tampon phosphate PBS). Les cerveaux

sont prélevés et ensuite post-fixés sur la nuit & 4°C dans le méme fixateur. Des coupes coronales

sériées de 20 um sont réalisées a 1’aide d’un vibratome (VT1000S, Leica), rincées dans un

tampon de blocage PGT (PBS 1X, Gélatine 2g/L, Triton 0,25%) avant d’étre transférées dans

du PBS 1X.

Les co-marquages sont réalisés sur coupes flottantes avec des anticorps primaires

(Tableau 5) puis révélés par des anticorps secondaires dirigés contre les IgG de lapin ou de
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cobaye et couplés a des Alexa fluor 488 et 555 (1:2000, Invitrogen, Waltham, Massachusetts,
USA). Les coupes de cerveaux sont incubées avec du DAPI (1/50000 dans du PBS) lors du
dernier ringcage afin de permettre la visualisation des corps cellulaires.

Pour les co-immunofluorescences VGLUT3 et VIAAT, VMAT2, ou VACHT, les coupes sont
montées entre lame et lamelle avec le milieu de montage CFM3 (Biovalley) et laissées a secher
sur la nuit avant d’étre observées au microscope confocal inverse (Spl Leica, TCS SP5 AOBS,
Leica Microsystems, Mannheim, Germany) a 1’objectif 63x, zoom 4, pour une taille d’image
de 1024*1024 et un z-step de 130nm.

Pour les co-immunofluorescences VGLUT3 et CCK ou PV, les coupes sont montées entre lame
et lamelle avec le milieu de montage Fluoromount (SouthernBiotech) et observees au

microscope electronique a fluorescence (Zeiss).

Anticorps Primaires Idiotype Concentration Source

Anti-VGLUT3 Anti-Lapin 1/2000 Synaptic System, ref 135-203
Anti-Cobaye | 1/4000 Equipe El Mestikawy

Anti-VIAAT Anti-Lapin 1/3000 Don de Bruno Gasnier (Paris 5)

Anti-VAChT Anti-Lapin 1/2000 Synaptic System, ref 139-103
Anti-Cobaye | 1/5000 Equipe El Mestikawy

Anti-VMAT?2 Anti-Lapin 1/2000 Equipe El Mestikawy

Anti-CCK Anti-Souris 1/1600 Don de Dr Ohning, code 9303,

(Ohning et al., 1996)
Anti-PV Anti-Souris 1/2000 Sigma, ref P3088

Tableau 5 : Anticorps primaires utilisés pour ’immunofluorescence

Les images sont traitées sous Image J et analysées gréace a la macro DiAna (Distance
Analysis ; Bolte and Cordelieres, 2006) pour la quantification des doubles marquages VGLUT3
et VIAAT, VMAT2, ou VAChHT. Pour I’anticorps secondaire utilis¢é Alexa fluor 488, la
longueur d’onde d’émission est de 520nm, tandis que celle de 1’anticorps Alexa fluor 555 est
de 565nm. Cette macro permet de déterminer la quantité de protéines présente dans les

terminaisons synaptiques de I’amygdale basolatérale dans les différents canaux de nos images.
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1.3/ IMMUNO-AUTORADIOGRAPHIE - IAR

Les immuno-autoradiographies sont réalisées sur des coupes de cerveaux frais congelés
pour déterminer I’expression de protéines d’intérét. Les cerveaux sont prélevés apres
dislocation cervicale et congelés dans de I’isopentane maintenu entre -25 et -30°C. Les
cerveaux sont stockés a -80°C avant leur utilisation. Des coupes coronales sériées de 12 pum
sont prélevées a l'aide du cryostat (CM 3050S, Leica) et montées sur des lames superfrost-plus
(Menzel-Gléaser).

Aprés avoir décongelé les lames, les coupes sont post-fixées dans une solution de
paraformaldéhyde 4% (PFA 4% dans du tampon phosphate PBS) a température ambiante (TA).
Elles sont ensuite incubées dans un tampon de blocage (BSA 3% ; Nal 1mM, Sérum de chevre
1%, PBS 1X, Azide 0,02%) a TA, puis avec un antisérum polyclonal de lapin VGLUT3 (1/20
000, Synaptic System) toute la nuit a 4°C. La détection de I’anticorps primaire se fait a ’aide
d’anticorps secondaire anti-lapin radioactif a 1’iode-125 (PerkinElmer) incubé pendant 2h a TA.
Les coupes sont rincées rapidement a 1’eau puis séchées.

L’exposition des coupes se fait sous film radiographique (Kodack Biomax MR) avec une
gamme standard bleu C14 pendant 5 jours.

Les mesures de densitometrie sont réalisées et analysées avec le logiciel MCID™ sur 8 a 10

coupes de cerveaux bilatéralement pour chaque région par souris.

IV/ CHIRURGIE STEREOTAXIQUE

Les souris VGLUT3flo¥flox sont transférées dans notre animalerie de proximité au moins
2 semaines avant la chirurgie. Elles sont anesthésiées par une injection intrapéritonéale d'un
mélange de kétamine (10mg/mL) / xylazine (1mg/mL). Une fois I'animal endormi, il est placé
sur un appareil stéréotaxique Kopf et fixe par des barres d'oreilles et une barre de gueule. Sa
température corporelle est suivie pendant la chirurgie et des gouttes ophtalmiques sont déposées
sur ses yeux pour éviter les sécheresses oculaires.
Avant d’inciser le scalp, une anesthésie locale est réalisée a 1’aide de chlorhydrate de lidocaine
(5mg/mL).
Une fois les sutures craniennes mises en évidence, de petits trous sont percés dans le crane. La

dure meére est incisée afin de pouvoir descendre I’injecteur aux coordonnées choisies :
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-pour la BLA : a partir du Bregma : AP=-1,4 mm ; ML= -3.5 mm et DV=-4,5 mm a partir de
la surface du crane (Atlas Paxinos et Franklin, 2001).

- pour le BF : a partir du Bregma : AP=+0,1 mm ; ML= +/-1,65 mm et DV= -4,6 mm a partir
de la surface du créane (Atlas Paxinos et Franklin, 2001).

L'injection de 0,5 pl du virus controle (AAV9.hSyn.eGFP.WPRE.bGH, lot CS0354,
8,88°13 GC/mL pour la BLA et AAV5.CMV.Pl.eGFP.WPRE.bGH, lot V1244-1CES, 7,61¢12
pour le BF; Penn Vector Core, Université de Pennsylvanie) ou CRE non rétrograde
(AAV9.hSyn.HI.eGFP-CRE.WPRE.SV40, CS0353, 5,54°13 pour la BLA et
AAV5.CMV.HI.eGFP-CRE.WPRE.SV40, lot V3597TI-R-C, 6.71¢12 GC/mL pour le BF;
Penn Vector Core, Université de Pennsylvanie) resuspendu dans du DMEM (Vogt modified
Eagle's minimal essential medium) a été effectuée a 1’aide d’une pompe a injection (0,1uL/min,
Phymep) de facon bilatérale. L'injecteur a ensuite été maintenu en place pendant 5 min afin
d'éviter toute remontée de la solution par capillarité. Une fois ce temps respecté, le scalp de
I'animal est suturé et I'animal mis au chaud en attendant son réveil. Les souris sont ensuite
replacées dans la salle d'¢levage. Une solution d’antidouleur (Carprofen, 0,2mg/mL) est ajoutée
dans leur eau de boisson pendant la premiére semaine qui suit ’opération. Ces injections
stéréotaxiques virales vont permettre d’invalider 1’expression de VGLUT3 dans les régions
cérébrales et plus particulierement les neurones ciblés.

Les souris sont testées comportementalement 8 semaines plus tard. Une semaine avant le début
des tests comportementaux, les animaux sont manipulés quotidiennement afin de diminuer le

stress lié a la manipulation humaine.

V/ TESTS COMPORTEMENTAUX

V.1/ ACTIVITE LOCOMOTRICE — TEST D’ACTIMETRIE

Ce test permet de mesurer I’activité locomotrice spontanée des souris. Les souris sont
placées individuellement dans des cages d’actimétrie en plastique transparent (20 x 15 x 25
cm). Leurs déplacements sont quantifiés par des faisceaux infrarouges situés le long de I’axe
horizontal a 15 mm et @ 30 mm au-dessus du sol. Cela permet de mesurer 1’activité horizontale
et verticale. Chaque cage est connectée par une interface a un ordinateur. L’activité locomotrice
spontanée a été mesurée pendant 14h (de 19h30 a 7h30) avec une phase de jour de 1h précédent

la phase de nuit de 12h et une phase de jour de 1h suivant cette phase de nuit.
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V.2/ TEST DE L'OPEN FIELD (OF)

Le test OF a été choisi pour étudier les comportements de type anxieux des souris. Il
s’agit d’un dispositif carré en plexiglas blanc de 43 cm de co6té sur 26 cm de haut. Une aire
périphérique (8/9 de la surface totale) et une aire centrale (1/9 de la surface totale) sont définies
par le logiciel d’enregistrement Viewpoint (Figure 37). La luminosité au centre de I’OF est
fixée & 40 lux. En début de test, les souris sont placées en périphérie de I’OF. Leur activité
d’exploration horizontale est enregistrée par vidéo puis analysée par le logiciel Viewpoint
pendant les 10 min du test (distance parcourue, temps passé dans les différentes zones). L’OF

est nettoyé a I’eau entre chaque souris.

Figure 37: Schéma du Test de I’Open Field.

La zone grise représente 1’aire périphérique, et la zone blanche

P ’ représente 1’aire centrale anxiogene.
{

V.3/ TEST DU LABYRINTHE EN CROIX SURELEVE — EPM (elevated plus maze)

Le labyrinthe en croix surélevé (a 1 metre du sol) est un test utilis€¢ pour compléter 1’étude des
comportements de type anxieux chez la souris. Il est
compos¢ d’une zone centrale (zone neutre, 10 cm x 10
cm), de deux bras ouverts (zone anxiogéne, 40 cm x 10
cm) et de deux bras fermés (zone sécurisante, 40 cm X
10 cm) avec des parois opaques d’une hauteur de 30 cm
(Figure 38). L’intensité lumineuse est de 5 lux au bout
des bras ouverts.

Les souris sont placées individuellement dans la zone
centrale et le temps passé dans chacun des

compartiments est mesuré pendant 10 min gréce au

logiciel ViewPoint.

Figure 38 : Photo d’un labyrinthe en croix surélevé — EPM
Les bras ouverts représentent la zone anxiogeéne et les bras fermés correspondent a la zone sécurisante. La zone
centrale est la zone neutre.
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V.4/ SENSIBILITE AUX CHOCS ELECTRIQUES

Ce protocole a été utilisé afin de déterminer la sensibilité a la douleur des souris suite a
la délivrance de chocs électriques via une grille de sol électrifiée.
Au cours de ce test, des chocs ¢électriques aux pattes d’intensité croissante et d’une durée d’une
seconde sont délivrés a intervalle de 30 sec. Le premier choc est de 0,1mA. Les chocs qui
suivent augmentent par pas de 0,02mA (Figure 39). Lorsque I’ensemble des comportements
attendus est observé (mouvements, vocalisation, course et saut), I’expérience s’arréte. A chaque

apparition d’un de ces comportements, 1’intensité du choc correspondante est relevée.

30 sec Arrét de I'expérience
' apres observation des 4
EEEREER
comportements :
+0,02mA - Mouvement

Choc 1 : Choc 2 : - Vocalisation
- Course

1sec 1sec Saut

0,1 mA 0,12 mA au

Figure 39 : Schéma du protocole de sensibilité aux chocs électriques.

V.5/ TEST DU CONDITIONNEMENT DE PEUR — FC (Fear Conditioning)

Le test de FC permet d'étudier I'apprentissage et la mémorisation de stimuli aversifs et
en particulier de peur chez les souris. Le stimulus conditionné (SC) utilisé est soit un signal
lumineux (80 lux, 20sec, 2 sec on/off) soit un signal sonore (4000 Hz, 85 dB, 30 sec) et le
stimulus inconditionné (SI) est un choc électrique (0,25 mA, 2sec). Le conditionnement se fait
le jour 1 durant 4 min et se compose de 2 min d’exploration libre du contexte A (Figure 40),
suivi d'une premiere présentation du SC se co-terminant avec le SI. Aprés 30 sec de délai, le
couple SC-SI est de nouveau présenté. Trente secondes apres la fin de la deuxiéme association
SC-SI, la souris est remise dans sa cage d’élevage et transportée dans 1’animalerie. Avant
chaque souris, la boite de conditionnement est nettoyée a 1’éthanol 70%. Les tests ont lieu le
jour 2. La mémoire contextuelle, dépendante de ’amygdale et de I’hippocampe, est mise en
évidence grace au test au contexte alors que la mémoire au stimulus discret lumineux purement
amygdalo-dépendante est révélée par le test au contexte modifié. De facon randomisée, les
capacités mnésiques des souris sont évaluées dans un test, puis 2 h aprés dans I’autre test.

Lors du test au contexte, I'animal est remis dans lI'environnement du conditionnement (contexte

A sans SC-SI) pendant 6 min. La boite de conditionnement est nettoyée a I’éthanol 70% avant
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chaque passage de souris. Le transport de la salle d'élevage a la salle d'expérimentation se fait
dans les cages d’¢élevage des souris. Le test au contexte modifié se déroule en deux phases.
Trois minutes apres son introduction dans le contexte modifié (contexte B, Figure 40), le SC
est présenté pendant les 3 dernieres minutes a 4 reprises pour la lumiere avec un intervalle de
30sec entre chaque présentation, et de facon constante pour le son. Dans le contexte B,
I’environnement est modifié : les parois sont couvertes de plaques blanches, la grille de sol est
recouverte d’une plaque en aluminium, et un cylindre central change la forme de la zone
d’exploration de la souris. La boite de conditionnement est nettoyée avec de 1’acide acétique a
1%, la lumiere est rouge et les souris sont transportées dans de petites boites opaques de la salle
d'élevage a la piece d’expérimentation. Toutes ces modifications sont effectuées afin de
différencier au maximum le contexte A de conditionnement du contexte modifié B.

Conditionnement Test au Contexte Test au Contexte Modifié

2. oullf) zg;\* < - ou 1) -

Contexte A Contexte A Contexte B

Figure 40: Schéma du protocole de Peur Conditionnée

Le logiciel PanLab couplé aux boites de conditionnement Bioseb nous permet d'acquérir
de facon automatisee le taux de freezing des animaux. Les seuils de freezing ont été déterminés

pour étre en accord avec la méthode de relevé manuel.

V.6/ TEST D’EXTINCTION DE CONDITIONNEMENT DE PEUR

Ce test est utilisé pour analyser 1’évolution des réponses comportementales de peur suite
aux présentations successives du stimulus conditionné qui n’est plus associ¢ a I’évenement
aversif. Le 1*" jour a lieu la phase de conditionnement. Les souris sont placées dans la chambre
de conditionnement pendant 2 min avant la premiére présentation de la lumiére (80 lux, 20sec,
2 sec on/off) ou du son (30 sec, 4000 Hz, 85 dB). Les 2 dernieres secondes du stimulus

conditionné sont associees avec un choc électrique (0,25 mA). Dix associations SC-SI se
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succedent a intervalle de 75 secondes. Les souris sont remises dans leur cage d’élevage 1 minute
et 45 secondes apres le dernier choc. Elle est nettoyée a 1’alcool 70% avant chaque passage de

souris.

La phase d’extinction a lieu les jours 2 a 8 dans un nouveau contexte (Figure 41). Les
parois sont couvertes de plaques blanches, la grille de sol est recouverte d’une plaque en
aluminium, et un cylindre central change la forme de la zone d’exploration. Les souris sont
exposees a 10 présentations de la lumiére ou du son a intervalle de 85 secondes. Les souris sont
transportées vers la salle d’¢élevage dans des boites de transport opaques 1 minute et 45 secondes
apres la derniere présentation du son. La lumiére au sein de la chambre est rouge et I’intensité
lumineuse est de 0 lux. Avant chaque passage de souris, la chambre de conditionnement est

nettoyée a I’acide acétique 1%.

Durant le jour 15, les souris sont de nouveau dans le contexte de conditionnement. Dix
présentations de la lumiére (80 lux, 20sec, 2 sec on/off) ou du son (30 sec, 4000 Hz, 85 dB) ont
lieu.

Tout comme pour le protocole de conditionnement de peur (FC) précédemment décrit,

le taux de freezing est mesuré et analysé a ’aide du logiciel PanLab.

Conditionnement Jour 2 au Jour 8 Jour 15

10 = oullf) m% 10 - 10  ou i) -

Contexte A Contexte B Contexte A

Figure 41 : Schéma du protocole d’extinction.
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VI/ STATISTIQUES

Les résultats comportementaux ont été traités par le logiciel d'analyses statistiques Prism
5 (GraphPad software Inc). Les données obtenues sont analysees par des unpaired t tests avec
correction de Welch lorsqu’il s’agit de comparer deux moyennes. Des ANOVA a mesures
répétées sont réalisées pour comparer plusieurs groupes. Les tests post-hoc sont effectués avec
le test de comparaisons multiples de Sidak ou le t(DF) sera mentionné. Tous les résultats sont

exprimes en moyenne +/- SEM. Les différences significatives sont observées pour un p<0,05.
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Etude | : Caractérisation Anatomique de

VGLUT3 dans I'amygdale basolatérale

CHAPITRE | :

NATURE DES NEURONES VGLUT3 POSITIFS DE L’AMYGDALE BASOLATERALE
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I/ Introduction

Dans I’amygdale cérébrale, les différents groupes de noyaux amygdaliens sont de nature
differente. En effet, le noyau basolatéral est principalement glutamatergique et exprime
VGLUT1 et VGLUT?2 alors que le noyau central est exclusivement GABAergique (McDonald
and Augustine, 1993; Spampanato et al., 2011; Swanson and Petrovich, 1998). D’apres les
études de caratérisation anatomique effectuées au laboratoire, il apparait également que

VGLUTS3 est fortement exprimé dans 1’amygdale basolatérale (Figure 42).

VGLUT3
A B
Hi . s
3 h__'p Figure 42: Répartition de la
CA3-= [ - ; CPu distribution de PARNm (A) et de la
00% R  G-HO / protéine (B) VGLUTS3.
(D’ apres Herzog et al, 2004)

~/ q
'; ,i kg \' “BLA
/| St
HYP ymH
Toutefois, le glutamate n’étant pas le NT principal des neurones exprimant VGLUTS3,

aucune ¢tude au commencement de ce projet n’avait mis en évidence la nature des neurones et

des terminaisons possédant VGLUT3 dans ’amygdale basolatérale.

Dans I’hippocampe, les neurones possédant VGLUT3 appartiennent uniquement a une
sous-population d’interneurones GABAergiques, les « baskets cells » CCK positifs qui
représente mois de 10% de la population neuronale GABAergique totale (Fasano et al, 2017).
Etant donné que I’hippocampe est une structure de type corticale tout comme 1’amygdale

basolatérale, on pourrait s’attendre a observer le méme type d’interneurones GABAergiques

exprimant VGLUTS3.

Ainsi, dans un premier temps, j’ai cherché a caractériser la nature des neurones
posseédant VGLUT3 en ciblant VGLUT3 et VIAAT, le transporteur vésiculaire du GABA des
neurones de la BLA. Le but de cette étude était de caractériser les neurones VGLUTS3 positifs

afin de mieux comprendre leur réle fonctionnel au sein du réseau amygdalien.
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Il/ Matériel et Méthodes

1.1/ Animaux

Quatre souris ont été utilisées pour déterminer de la nature des neurones VGLUT3
positif par double hybridation in situ fluorescente (FISH).
La quantification a été effectuée sur 24 coupes couvrant la totalité de la structure, soit 48

amygdales.

1.2/ Double hybridation in situ fluorescente

D’apres les résultats publiés sur la nature des interneurones GABAergiques VGLUT3
positifs dans 1’hippocampe, j’ai choisi de réaliser avec I’aide de Sylvie Dumas une double
hybridation in situ fluorescente dirigée contre VGLUT3 et VIAAT afin de vérifier notre
hypothese de départ.

La quantification s’est faite par comptage manuel apreés détermination d’un seuil de
détection des neurones sur Image J.

Le protocole utilisé est celui décrit dans le Matériel et Méthodes générales (cf page 118).

11/ Résultats

1.1/ Caractérisation de la nature des neurones VGLUT3 positifs de 'amygdale
basolatérale

La Figure 43 présente les images obtenues apres la FISH VGLUT3/VIAAT. L’ARNm
de VGLUTS3 est marqué en rouge (B) alors que celui de VIAAT est en vert (C). Le DAPI en

bleu permet de voir les noyaux cellulaires (D).
Les résultats montrent que I’ARNm de VGLUTS3 colocalise parfaitement avec I’ARNm
de VIAAT dans ’amygdale basolatérale. En revanche, certains neurones VIAAT positifs ne

posseédent pas ’ARNm VGLUTS3.

Ainsi, dans I’amygdale basolatérale, VGLUT3 est uniquement présent dans une sous-

population d’interneurones GABAergiques.
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VGLUT3

Figure 43 : Distribution des ARNm de VGLUT3 et VIAAT dans I'amygdale basolatérale.
A) Coupe coronale au niveau de I'amygdale basolatérale. B) Localisation de ’ARNm de VGLUT3 (vert). C)
Localisation de 'ARNm de VIAAT (vert). D) Localisation des noyaux cellulaires avec le DAPI. E) Co-localisation
de VGLUTS3 et VIAAT (jaune) dans I’amygdale basolatérale. Echelle : A, 500um ; B-E, 20um.

La prochaine étape était d’évaluer quantitativement la population neuronale
GABAergique VGLUTS3 positive par rapport a la population GABAergique globale.

1.2/ Quantification des neurones VGLUT3 positifs de I'amygdale basolatérale

Précédemment nous avons pu mettre en évidence que I’ensemble des neurones
possédant ’ARNm de VGLUT3 sont VIAAT positifs, en revanche la réciproque semble
incorrecte. Afin de définir plus précisément et de facon quantitative la présence de VGLUT3
dans les interneurones GABAergiques de la BLA, j’ai quantifi¢ le pourcentage d’interneurones
GABAergiques possédant ’ARNm VGLUTS3 par rapport a la population GABAergique totale
(Figure 44).

A partir de la quantification, on trouve que les interneurones GABAergiques possédant

VGLUTS3 représentent une faible sous-population avec une représentation de moins de 10% de

la population GABAergique entiere dans I’amygdale basolatérale.
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Figure 44 : Quantification du nombre de neurones VIAAT positifs possédant

VGLUTS3 par rapport a la population globale GABAergique dans la BLA.

A) Représentation de la population neuronale exprimant les ARNm de VGLUT3 et VIAAT par rapport a la
population GABAergique totale dans la BLA. B) Pourcentage de neurones exprimant les ARNm de
VGLUT3 et VIAAT dans la BLA. ARNm de VIAAT en vert. Colocalisation des ARNm de VGLUTS3 est
VIAAT en jaune.

IV/ Discussion

Les neurones VGLUTS3 positifs de I’amygdale basolatérale semblent donc appartenir a

une sous-population de neurones GABAergiques comme ceux observés dans 1’hippocampe
(Fasano, 2017). De plus, une autre étude récente menée par Omiya et ses collaborateurs a
également défini la nature de ces neurones VGLUTS3 positifs de I’amygdale basolatérale comme
étant GABAergiques (Omiya, 2015).
On peut alors se demander quel type d’action régisse ces neurones, a savoir s’ils ont une action
locale sur les neurones principaux de la BLA ou bien s’ils projettent vers d’autres structures
afin de réguler d’autres systémes. A ce jour, les seuls neurones de projection GABAergique de
la BLA identifiés expriment SOM et projettent vers le BF (McDonald et al., 2012).

Il semble alors s’agir d’une sous-population d’interneurones GABAergiques ayant une
activité locale sur le réseau amygdalien (McDonald, 1992; Spampanato et al., 2011).

Etant donné la diversité des interneurones GABAergiques de la BLA, il serait intéressant de
déterminer plus précisément a quel type d’interneurones, parmi les cinq décrits, la population

neuronale GABAergique VGLUT3 positive est rattachée (Mascagni and McDonald, 2003,
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2007; McDonald and Betette, 2001; McDonald and Mascagni, 2001, 2002). Cela permettrait

de nous orienter sur les propriétés physiologiques et fonctionnelles de ces interneurones.

D’autre part, d’un point de vue quantitatif, il s’avere que ces neurones GABAergiques
VGLUTS3 positifs représentent moins de 10% de la population GABAergique totale. Cette
proportion est retrouvée au sein des interneurones GABAergiques de I’hippocampe (Fasano,
2017). Cela laisserait présager qu’il s’agit du méme type de population. Ainsi par homologie,
on pourrait suggérer une similitude du réle de ces neurones dans le cadre du réseau fonctionnel

hippocampique et amygdalien a I’échelle cellulaire.

Afin d’étre plus précis dans la caractérisation anatomique et d’amorcer une proposition
fonctionnelle pour ces interneurones GABAergiques, 1’étape suivante est la détermination de
la nature des terminaisons VGLUT3 positives du noyau basolatéral de 1’amygdale. On
regardera notamment si la diversité neuronale observée a I’échelle du SNC est retrouvée au sein
de I’amygdale, et si les interneurones de la BLA partagent les mémes propriétés que celles

décrites pour les interneurones GABAergiques de 1’hippocampe.
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Etude | : Caractérisation Anatomique de

VGLUT3 dans I'amygdale basolatérale

CHAPITRE Il :

NATURE DES TERMINAISONS VGLUT3 POSITIVES DE L’AMYGDALE BASOLATERALE
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I/ Introduction

Dans le SNC, VGLUT3 a éte identifié dans différentes populations neuronales et
particulierement dans une sous-population d’interneurones GABAergiques du cortex et de
I’hippocampe, dans les neurones serotoninergiques du raphé et dans les interneurones
cholinergiques du striatum (EI Mestikawy et al., 2011).

La question de la nature des terminaisons VGLUT3 positives de I’amygdale basolatérale se

pose alors, étant donné 1’hétérogénéité des neurones exprimant VGLUT3.

Précédemment, nous avons mis en évidence que VGLUTS3 est présent uniqguement dans
une sous-population d’interneurones GABAergiques de ’amygdale basolatérale. Etant donné
que ces interneurones sont locaux et projettent dans le noyau basolatéral de I’amygdale, cela
implique qu’il existe une source endogéne de glutamate avec ces terminaisons GABAergiques
VGLUTS3 positives.

De plus, il s’avere qu’une population cholinergique VGLUTS3 positive a été décrite dans
I’amygdale basolatérale provenant du cerveau antérieur basal (basal forebrain - BF) (Nickerson
Poulin et al., 2006). On s’attend ainsi a retrouver la présence de cette population neuronale a
travers notre étude.

Par ailleurs, des projections serotoninergiques provenant des noyaux rostraux du raphé
ont été observées dans I’amygdale. Il apparait que certaines d’entre elles semblent étre
VGLUTS3 positives (Shutoh et al., 2008).

Ainsi, notre étude vise a définir la présence de ces sous-population a travers leurs
terminaisons au sein de la BLA ainsi que leur proportion respective au sein de la population
VGLUTS3 positive entiére.

D’autre part, la caractérisation des interneurones GABAergiques VGLUTS3 positifs sera
complétée pour déterminer plus précisément leur nature et mieux comprendre leur rdle au sein

du réseau amygdalien.

Cette approche sera réalisée a I’aide de techniques d’immunohistochimie.
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Il/ Matériel et Méthodes

1.1/ Animaux

Quatre souris males C57B16/J adultes provenant des fermes d’élevage de Janvier Labs
(France) ont été utilisées pour les doubles immunofluorescences VGLUT3 et VIAAT, VMAT2
ou VAChT.

Par souris, 2 coupes coronales prises au niveau de I'amygdale ont été sélectionnées. Deux
photos par coupe ont été prises pour réaliser la quantification. Au total, 16 images ont été
analysées pour chacune des expériences de double marquage en immunofluorescence.

Pour les immunofluorescences VGLUTS3 et PV ou CCK, un nombre de trois souris a été utilisé.

1.2/ Immunofluorescence et Quantification

Les protocoles utilisés sont ceux détaillés dans le Matériel et Méthodes générales (cf page 120).

Ill/ Résultats

1.1/ Immunofluorescences VGLUT3 et VIAAT, VACHT, ou VMAT?2

Pour déterminer la nature des terminaisons nerveuses VGLUT3-positives dans la BLA,
j’ai effectué des doubles immunofluorescences avec VGLUT3 et VIAAT, le transporteur
vésiculaire du GABA, VMAT2 celui des monoamines ou VAChT pour I’acétylcholine, afin de
détecter et quantifier la présence de VGLUT3 dans les terminaisons GABAergiques,
monoaminergiques ou cholinergiques.

Les résultats de ces immunofluorescences montrent que VGLUT3 est présent dans les
terminaisons GABAergiques (Figure 45 A-C), monoaminergiques (Figure 45 D-F) et
cholinergiques (Figure 45 G-1) dans I’amygdale basolatérale.

La quantification réalisée sur I’ensemble des images acquises a 1’aide du logiciel
DIANA (Bolte and Cordeliéres, 2006) indique que les pourcentages d’expression de VGLUT3
sont variables en fonction de la nature des terminaisons dans la BLA.

En effet, il apparait que :
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- 30% des terminaisons VGLUT3-positives sont GABAergiques et environ 20% des
terminaisons VIAAT-positives expriment VGLUT3 (Figure 46 A).

- 23% environ des varicosités exprimant VGLUT3 sont monoaminergiques et pres de 14% des
terminaisons VMAT2-positives le sont aussi pour VGLUT3 (Figure 46 B).

- 63 % des terminaisons VGLUT3-positives sont cholinergiques et environ 20% des

terminaisons VAChT-positives sont également VGLUT3-positives (Figure 46 C).

VGLUT3

VGLUT3

VGLUT3

Figure 45 : Expression de VGLUT3 dans les terminaisons GABAergiques,

monoaminergiques ou cholinergiques de I'amygdale basolatérale de souris.

A, D et G) VGLUTS est détecté en vert. B, E, H) VIAAT, VMAT2 et VAChT sont respectivement marqués en
rouge. C, F, 1) la superposition des marquages en jaune est montrée respectivement pour VGLUT3 et VIAAT,
VGLUT3 et VMAT2, VGLUT3 et VAChHT. Echelle : 10pum.
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A. Colocalisation VGLUT3/VIAAT B. Colocalisation VGLUT3/VMAT2 C. Colocalisation VGLUT3/VAChT
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Figure 46 : Quantification de la co-localisation de VGLUT3 avec les protéines VIAAT,

VMAT?2 et VAChT dans les terminaisons nerveuses de I’amygdale basolatérale.

Les histogrammes clairs représentent le pourcentage de neurones VGLUT3 positifs exprimant VIAAT (A),
VMAT2 (B) ou VAChT (C), alors que les histogrammes sombres représentent le pourcentage de neurones VIAAT
positifs (A), VMAT?2 positifs (B) ou VAChT positifs (C) exprimant VGLUTS3.

L’analyse statistique réalisée sur I’ensemble des animaux montre que le nombre de
terminaisons GABAergiques, monoaminergiques ou cholinergiques VGLUT3-positives de
I’amygdale n’est pas significativement différent d’une souris a I’autre (données non présentées ;
respectivement F(3,12)=2,197, p=0,1412; F(3,12)=1,250, p=0,3351; F(3,12)=3,143, p=
0,0651, one-way ANOVA). Le méme résultat est observable pour les terminaisons VIAAT -,
VMAT2- ou VAChT-positives qui expriment VGLUT3 (respectivement F(3,12)=3,162,
p=0,0643 ; F(3,12)=3,315, p=0,0571 ; F(3,12)=2,247, p=0,1141, one-way ANOVA).

Ainsi, il apparait que les terminaisons nerveuses VGLUT3-positives sont de différentes
natures (monoaminergique, GABAergique et cholinergique) et que la majorité de ces

terminaisons VGLUT3-positives projetant dans la BLA sont cholinergiques.

1.2/ Immunofluorescences VGLUT3 et PV ou CCK

Etant donné que la population des neurones GABAergiques est trés hétérogene, j’ai
cherché a caractériser plus précisément la nature de ces interneurones GABAergiques VGLUT3
positifs. Je me suis orientée vers les interneurones « en panier » (basket cells) car il s’avére que
ce sont ceux retrouvés dans 1’hippocampe et le cortex (Fasano, 2017; Somogyi et al., 2004). Au
sein de ce type d’interneurones, il existe deux sous catégories : ceux exprimant PV et d’autres
possedant la CCK (Capogna, 2014; Somogyi et al., 2004; Spampanato et al., 2011). J’ai donc
réalisé des doubles immunofluorescences dirigées contre VGLUT3 et PV ou CCK.
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Figure 47 : Expression de VGLUT3 et de PV dans la BLA.
A) Localisation de VGLUTS3 en vert. B) Localisation de PV en rouge. C) Aucune co-localisation n’est observé
entre les deux types de marquages. Echelle : 20 um.

Les résultats montrent que les interneurones exprimant PV ne possédent pas VGLUT3
dans I’amygdale basolatérale (Figure 47). En revanche, VGLUT3 est présent dans les
interneurones GABAergique CCK positifs de la BLA (Figure 48). On remarque que la
colocalisation du marquage VGLUT3 et CCK se fait au niveau des terminaisons nerveuses
autour des somas d’autres neurones. Cette localisation est caractéristique des interneurones « en

panier » (Somogyi and Klausberger, 2005; Somogyi et al., 2004).

: -

Eigure 48 : Localisation de VGLUT3 et de CCK dans la BLA.

A) Localisation de VGLUTS3 en vert. B) Localisation de CCK en rouge. C) La co-localisation observé en jaune
entre VGLUT3 et CCK se trouve autour des somas d’autres neurones au niveau des terminaisons synaptiques. Les
fleches blanches indiquent les zones de co-localisation. Echelle : 30 pm.

Ainsi, il semble que VGLUTS3 soit uniquement exprimé dans une sous-population

d’interneurones GABAergiques « en panier » possédant la CCK dans 1’amygdale basolatérale.
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IV/ Discussion

Cette étude nous a permis de définir de nombreuses caractéristiques concernant les
terminaisons VGLUTS3 positives de I’amygdale basolatérale.
En effet, elles semblent étre de natures différentes. On observe ainsi des terminaisons

VGLUT3 positives GABAergiques, monoaminergiques et cholinergiques.

Au sein de ces terminaisons, une population se distingue représentant plus de la majorité

de celles-ci dans la BLA. Il s’agit de projections neuronales cholinergiques VGLUT3 positives.
D’apres les résultats présentés dans I’étude de Nickerson Poulin a partir d’une technique de
tracage rétrograde dans ’amygdale basolatérale, ces terminaisons VGLUT3 cholinergiques
proviendraient du cerveau antérieur basal (Nickerson Poulin et al., 2006). Il semblerait donc
qu’une source exogeéne de glutamate existe via cette population de neurones de projection
cholinergique VGLUT3 positifs.
De plus, la forte représentation de ces terminaisons cholinergiques VGLUT3 positives laisse
présager un role important de ces projections dans la régulation du circuit amygdalien a travers
la modulation des neurones pyramidaux de la BLA. En effet, un des réles déefinis de VGLUT3
¢tant d’augmenter I’accumulation d’acétylcholine dans les VS, la stimulation de ces neurones
cholinergiques VGLUTS3 positifs augmenteraient nettement 1’activité des neurones principaux
de la BLA (Gras et al., 2008).

Une autre population de neurones de projection de nature monoaminergique est
identifié. Il s’agirait plus précisément de terminaisons sérotoninergiques. En effet, VGLUT3
n’a été retrouvé jusqu’a présent que dans des neurones de type sérotoninergique au sein de la
population monoaminergique (Amilhon et al., 2010; EI Mestikawy et al., 2011; Gras et al.,
2002; Shutoh et al., 2008; Somogyi et al., 2004). Ces neurones pourraient provenir du raphé
médian (Somogyi et al., 2004) et constitueraient une seconde source exogéne de VGLUT3 dans
la BLA. En effet, deux types de projections sérotoninergiques provenant du raphé ont été
identifiés dans le cortex et I’hippocampe : des terminaisons nerveuses fines provenant
majoritairement du raphé dorsal, et des projections plus larges originaires du raphé médian
(Freund and Buzsaki, 1996; Kosofsky and Molliver, 1987). Toutefois, d’autres études indiquent

que les projections sérotoninergiques de la BLA proviennent majoritairement du raphé dorsal

142



et de facon plus éparse du noyau médian (Abrams et al., 2004; Jacobs et al., 1978; Vertes,
2004).

Le troisieme type de terminaisons retrouvé est GABAergique. La premiére partie de
mon étude anatomique a mis en évidence la présence d’interneurones GABAergiques VGLUT3
positifs locaux. Les seuls neurones GAB Aergiques identifiés aujourd’hui comme projetant dans
la BLA sont les interneurones localisés dans la capsule externe, les ICML (Marowsky et al.,
2005). Ces interneurones sont exclusivement GABAergiques et n’expriment donc pas
VGLUTS3. On peut alors presumer que les terminaisons GABAergiques VGLUT3 positives ne
proviennent pas de neurones de projection mais correspondent aux terminaisons des
interneurones GABAergiques VGLUT3 positifs locaux et constituent ainsi une source
endogene de VGLUTS3 dans la BLA.

Au vu de la faible quantité d’interneurones GABAergiques exprimant I’ARNm de VGLUT3
face a la proportion relativement importante de ses terminaisons, il semble que I’arborisation
axonale et le nombre de collatérales GABAergiques VGLUTS3 positives soient importantes dans
la BLA laissant suggérer un r6le important de ces interneurones dans la régulation et le contréle
des circuits locaux d’inhibition.

Par ailleurs, ces interneurones GABAergiques VGLUT3 positifs se caractérisent également par
I’expression de CCK. Tout comme les interneurones définis dans 1’hippocampe et le cortex, il
s’agit d’interneurones « en panier » (Somogyi et al., 2004). Cela laisse présager une similarité
de propriétés physiologiques et fonctionnelles entre ces populations d’interneurones. Dans
I’hippocampe, il a été montré que la perte de VGLUTS3 entraine I’absence de potentialisation a
long-terme (LTP), phénoméne synaptique nécessaire a I’apprentissage et a la formation de la
mémoire, suite a des stimulations hautes fréquences. De plus, la régulation inhibitrice de la
transmission GABAergique a travers la présence de VGLUT3 a été mise en évidence par
I’existence d’un rétrocontréle négatif réalis€¢ par la fixation du glutamate libéré sur des
récepteurs présynaptiques mGIuRs du groupe 111 (Fasano et al., 2017). Le glutamate libéré par
la présence de VGLUT3 semble donc réguler la transmission GABAergique afin d’éviter une
inhibition trop importante des neurones principaux.

Une étude récente s’est intéressée a la caractérisation de ces interneurones et a mis en
évidence que ces derniers expriment CCK mais également les récepteurs aux
endocannabinoides de type | (récepteurs CB1) (Omiya et al., 2015). De plus, les contacts
synaptiques établis par ces interneurones semblent former des invaginations au sein des

neurones principaux post-synaptique de la BLA. Ces résultats sous-entendent des mécanismes
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de régulation complexes d’une part au sein de la sous-unité présynaptique, et d’autre part
globalement au sein des circuits locaux d’inhibition.
En effet, la présence des récepteurs au glutamate, mGIuR5 et a la CCK, CCK2R a la surface de
la membrane de 1’élément postsynaptique a été identifiée (Omiya et al., 2015). L’activation de
ces récepteurs faciliterait la synthése des endocannabinoides, qui une fois fixés sur les
récepteurs CB1 présynaptique entraineraient une inhibition de la libération des NT (GABA,
glutamate) (Albayram et al., 2016; Chhatwal et al., 2009; Omiya et al., 2015). D’autre part, des
interactions entre CCK et CB1 semblent exister avec I’inhibition de CCK par CB1 (Chhatwal
et al., 2009).

Au-dela de son réle dans la synergie vésiculaire, ces travaux renforcent 1’idée que
VGLUTS3 serait un acteur important des circuits locaux d’inhibition permettant de réguler et

moduler la transmission GABAergique.
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Points Importants :

Etude | : Caractérisation Anatomique
de VGLUT?3 dans I’amygdale basolatérale

Résultats :

» Environ 10 % des interneurones GABAergiques sont VGLUT3 positifs dans la BLA

» Les interneurones « en panier » GABA-VGLUT3 sont CCK positifs dans la BLA, et
expriment également les récepteurs CB1
(Omiya et al., 2015).

> Dans la BLA, VGLUTS est présent "GABA_CCK -cs.z
dans les terminaisons (Figure 49) : |

- GABAergiques (30%),

- Seérotoninergiques (23%) et

- Cholinergiques (63%)

Figure 49 : Distribution des terminaisons
VGLUTS3 positives de la BLA.

Discussion :

> Il existe une source endogéne (interneurones GABAergiques) et deux sources exogenes
(neurones de projection 5HT et ACh) de VGLUT3 dans la BLA.

» VGLUTS3 serait un acteur important des circuits locaux d’inhibition permettant de

réguler et moduler la transmission GABAergique.
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Etude Il : Caractérisation Comportementale

de VGLUT3 dans I'amygdale basolatérale

CHAPITRE | ;

LE ROLE DE VGLUT3 DANS LES MEMOIRES AVERSIVES A TRAVERS L’ETUDE DES
SOURIS VGLUT3™"
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I/ Introduction

Dans un premier temps, et afin de déterminer le réle de VGLUT3 dans les processus
d’apprentissage des mémoires aversives, je me suis intéressée a 1’étude des souris invalidées
constitutivement pour VGLUTS3, les souris VGLUT3” afin d’analyser I’effet de 1’absence
global de VGLUTS.

Comme présentée dans D’introduction, les souris VGLUT3” se caractérisent par
I’absence de VGLUT3 dans des neurones cholinergiques du striatum (Figure 50), des
interneurones GABAergic du cortex, de I’hippocampe, et de I’amygdale, et des neurones
sérotoninergiques du raphé (EI Mestikawy et al., 2011; Omiya et al., 2015).

++ - 4 -/-

(31 )

o

|

VGLUT3 mRNA VGLUTS3 protein

Figure 50 : Distribution de ’ARNm et de la protéine VGLUT3 chez la souris.
Comparaison de la distribution de I’ARNm et de la protéine VGLUT3 entre des souris invalidées constitutivement
pour VGLUT3 (-/-) et des souris sauvages (+/+). (D aprés Gras et al., 2008)

D’un point de vue comportemental, des études antérieures sur les souris invalidées
constitutivement pour VGLUT3 ont permis d’amorcer leur caractérisation phénotypique.

Des études menées au sein de I’équipe ont mis en évidence chez ces souris VGLUT3 7
un phénotype hyperlocomoteur (Gras et al., 2008), ainsi qu’un phénotype de type anxieux
(Amilhon et al., 2010). Elles présentent également une hypersensibilité a la douleur due aux
stimuli qui accompagnent les inflammations, les lésions nerveuses, et les trauma (Seal et al.,
2009). Enfin, il apparait que les souris VGLUT3”" montrent une propension a I’addiction a la
cocaine. En effet, I’équipe a montré que ces souris présentent une hypersensibilité locomotrice

induite par la prise de cocaine (Sakae et al., 2015).
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Comme je vous I’ai présenté dans la premiere étude, VGLUT3 est fortement exprimé
dans I’amygdale basolatérale, structure clé impliquée dans les processus émotionnels. Par
conséquent, dans un premier temps, j’ai cherché a déterminer comment 1’absence de VGLUT3
pouvait influencer la mise en place et la plasticité des mémoires aversives en étudiant la

mémoire de peur conditionnée (contextuelle et élémentaire) ainsi que son extinction.

Or comme précédemment mentionné, dans le systéme nerveux périphérique, le 1°" relai
auditif est glutamatergique et exclusivement VGLUT3 positif. En effet, dans la cochlée,
VGLUT3 permet I’accumulation du glutamate dans les VS des cellules cillées internes afin de
transmettre les informations sensorielles aux terminaisons nerveuses auditives. Les souris
VGLUT3” présentent donc une surdité due a I’absence de VGLUT3 (Ruel et al., 2008).

De ce fait, je n’ai pu opter pour un SC sonore tel que classiquement utilis¢, mais j’ai da
mettre en place un protocole de conditionnement de peur a la lumiere (Bergstrom and Johnson,
2014; Dagnino-Subiabre et al., 2012; Yang et al., 2015).

VGLUT3 ayant ét¢ montré comme impliqué dans une forme d’hypersensibilité¢ a la douleur
(Seal et al., 2009), j’ai donc avant toute chose, due évaluer la sensibilité aux chocs des souris
VGLUT3™,

Une fois ces deux points établis, j’ai ensuite pu étudier la mémoire de peur conditionnée

(contextuelle et élémentaire) ainsi que son extinction grace a un paradigme de conditionnement

de peur.

Il/ Matériel et Méthodes

1.1/ Protocole de sensibilité a la douleur

Un total de 16 souris (VGLUT3**, n=8 ; VGLUT3", n=8) a été utilisé pour ce protocole
de sensibilité a la douleur. L’objectif de cette expérience a été de vérifier si I’hypersensibilité a
la douleur décrite par Rebecca Seal (Seal et al., 2009) se manifestait suite a la délivrance d’un
choc électrique aux pattes. Les paramétres de ce protocole sont les mémes que ceux décrits dans

le Matériel et Méthodes générales (cf page 125).
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1.2/ Test du Conditionnement de peur (FC) et d’Extinction

Un nombre de 24 souris (VGLUT3**, n=12; VGLUT3", n=12) a été utilisé pour
chacune des expériences de peur conditionnée et d’extinction.
Pour ces protocoles, étant donné que les souris sont sourdes, la difficulté a été de trouver un
stimulus assez saillant qui puisse se démarquer de 1’environnement globale.
Ainsi, suite a une succession d’expériences pilotes, un stimulus lumineux de 80 lux clignotant
(2sec on / 2 sec off) sur une durée de 20 sec a été choisi.
Les procédures utilisées pour ces deux protocoles suivent celles présentées dans le Matériel et

Méthodes genérales (cf pages 125-126).

I1l/ Résultats

I11.1/ Sensibilité a la douleur

Pour rappel, au cours de ce protocole, des chocs électriques d’intensité croissante sont
délivrés a intervalle de 30 sec. Lorsque 1’ensemble des comportements attendus est observé
(mouvements, vocalisation, course et saut), I’expérience s’arréte. A chaque apparition d’un de

ces comportements, 1’intensité du choc correspondante est relevée.

Les résultats de cette expérience montrent que I’arrivée de chacun des comportements
observés se déclenche pour une intensité de choc électrique identique entre les souris
VGLUT3**et les souris VGLUT3” a I’exception du comportement de saut (Figure 51 ; pour
les mouvements, p=0,7277 ; pour les vocalisations, p=0,1229 ; pour la course, p=08718 ; pour
le saut, p=0,0106, unpaired t test avec correction de Welch).

En effet, les souris VGLUT3** déclenchent leur saut pour une intensité de choc électrique plus
élevée que les souris VGLUT3" laissant sous-entendre une sensibilité plus forte aux chocs
électriques chez les souris VGLUT3"-. Toutefois, étant donné que cette observation n’est
réalisée que pour un des cing comportements attendus, on ne peut donc pas conclure quant a

I’hypersensibilité généralisée des souris VGLUT3"".

Ainsi, les souris VGLUT3” ne semble pas présenter d’hypersensibilit¢é au choc
¢lectrique. Ces résultats nous permettent de valider 1’utilisation comme SI d’un choc électrique

aux pattes.
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Figure 51 : Les souris VGLUT3” ne présentent pas d’hypersensibilité aux chocs

électriques délivrés aux pattes.
Le déclenchement des comportementaux se fait pour la méme intensité de choc électrique chez les souris
VGLUT3** et VGLUT3", a I’exception du saut.

1.2/ Test du conditionnement de peur - FC

Afin d’¢étudier les mémoires aversives chez la souris, j’ai utilisé un test de peur
conditionnée avec comme SC un stimulus discret lumineux.

Etant donné que les souris VGLUT3”" présentent un phénotype de type anxieux, le
niveau de freezing est analysé au cours des trois premiers jours d’habituation (Figure 52 A)
afin de vérifier que le niveau basal de freezing ne s’avere pas plus élevé chez les souris
VGLUT3” que chez les VGLUT3** ce qui pourrait fausser les interprétations concernant les
mémoires aversives. Les résultats montrent qu’une différence de niveau de freezing globale
existe entre les deux groupes de souris au cours des trois jours d’habituation (F(1,22)=4,389,
p=0,0479, ANOVA a mesures répetées). Toutefois, les analyses post-hoc ne révelent pas de
différences entre les taux de freezing des souris VGLUT3”- et VGLUT3** au sein de chaque
journée (pour le Jourl : t(66)=1,790, pour le Jour2 : t(66)=2,345, pour le Jour3 : t(66)=1, 486,
test de comparaisons multiples de Sidak). De fagon importante, le taux de freezing entre les
deux groupes lors du troisieme jour d’habituation, est identique. De plus, comme nous pouvons
le constater sur la Figure 52 B, le taux de freezing des souris VGLUT3” est similaire a celui
des animaux contr6le au cours du conditionnement (F(1,22)=1,540, p=0,2277, ANOVA a

150



mesures répétées), et en particulier lors des deux premieres minutes, c’est-a-dire avant la
présentation SC-SI (a 30 sec: t(176)=0,008743, a 60 sec: t(176)=0,6437, a 90 sec:
t(176)=0,4699, et a 120 sec : t(176)=1,025, test de comparaisons multiples de Sidak).

Les trois jours d’habituation permettent donc aux souris VGLUT3”" d’atteindre le niveau des
souris contrdles. Les animaux partent avec un niveau de freezing similaire lors du test

comportemental.

Lors du test de mémoire contextuelle, 24h aprés le conditionnement, les performances
des deux groupes sont comparables (Figure 52 C ; Moyenne : p=0,1221, unpaired t test avec
correction de Welch). Toutefois, lorsque I’on regarde de plus prés la cinétique du niveau de
freezing, on remarque que le taux de freezing des souris VGLUT3** diminue progressivement
au cours du test alors que celui des souris VGLUT3"" reste stable (Figure 52 C ; a 360 sec :
t(264)=3,593, test de comparaisons multiples de Sidak). En effet, lors des trois premieres
minutes de test, les niveaux de freezing sont similaires entre les deux groupes. Cependant, au
cours des trois derniéres minutes, le niveau de freezing chez les souris VGLUT3” reste constant
alors qu’une diminution de ce taux apparait pour les souris VGLUT3** (Figure 52 C ; de 0-
180 sec : t1(44)=0,4722, de 180-360 sec : t(44)=2,464, test de comparaisons multiples de Sidak).

Ces résultats tendent a suggérer que les souris VGLUT3"- ont une mémoire contextuelle
plus persistante que les VGLUT3**. Toutefois des expériences complémentaires devraient étre

menées pour explorer plus en profondeur ce phénomene observé.

Dans un deuxieme temps, les souris sont introduites dans nouvel environnement (appelé
contexte modifi¢), qu’elles peuvent tout d’abord explorer librement avant le déclenchement du
stimulus conditionné (la lumiére). Comme présenté sur la Figure 52 D, nous constatons que les
souris VGLUT3** présentent un niveau faible de freezing lors de cette premiére phase
d’exploration, qui augmente significativement suite a I’apparition de la lumiére (t(20)=3,188,
test de comparaison multiple de Sidak). L’apprentissage associatif lumiére-choc a donc bien
lieu.

En revanche, les souris VGLUT3” présentent dés la premiére phase un taux de freezing
extrémement important, comparable a celui observé lors de la présence de la lumiére
(t(20)=1,544, test de comparaison multiple de Sidak). Elles se caractérisent par un fort taux de
freezing constant au cours de I’ensemble du test. Les souris VGLUT3”~ semblent donc réagir
au contexte et présentent un comportement de peur dans ce nouvel environnement pourtant non

associé au stimulus aversif.
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Ces résultats suggerent que les animaux VGLUT3”- pourraient présenter un phénomeéne
de généralisation au contexte, une des caractéristiques du trouble de stress post-traumatique.
Toutefois, étant donné que le niveau de freezing observé le Jour 1 de I’habituation (Figure 52
A) est similaire & celui apparaissant pendant la phase d’exploration du test au contexte modifié

(Figure 52 D), on pourrait également supposer qu’il s’agirait d’une forme de néophobie.
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Figure 52 : Conditionnement de peur chez les souris VGLUT3"".

A) Le niveau de freezing n’est pas significativement différent au cours des trois jours d’habituation entre les souris
VGLUT3**et VGLUT3™. B) L’apprentissage de peur conditionnée est similaire entre les deux groupes de souris.
C) La mémoire contextuelle est plus stable chez les souris VGLUT3". D) L’association SC-SI a lieu pour les

souris VGLUT3**, mais pas pour les souris VGLUT3™.
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1.3/ Test d’Extinction de conditionnement de peur

Une des thérapies actuelles utilisée pour guérir les personnes atteintes de TSPT, est une
thérapie comportementale, basée sur I’extinction de la mémoire de peur.

Dans ce contexte, et afin de caractériser au mieux les phénotypes observés chez les animaux
VGLUT3", un protocole d’extinction de peur a été réalisé.

Lors du conditionnement, I’animal est exposé dans un premier contexte (contexte A) a

10 présentations du couple lumiére-choc électrique. L’extinction consiste en la présentation
dans un second contexte (contexte B) de la lumiére seule et ceci pendant une semaine.
Les résultats présentés dans la Figure 53, A montrent un retour au niveau de freezing basal au
jour 8 comparable entre les deux groupes (t(154)=1,435, test de comparaison multiple de
Sidak). Les deux groupes présentent bien une extinction de leur mémoire de peur
(F(6,132)=27,87, p<0,0001, ANOVA a mesures répétées).

Lorsque I’on regarde les niveaux de freezing jour par jour sur la Figure 53 A, on observe
que les souris VGLUT3” présentent une cinétique d’extinction plus rapide que les souris
VGLUT3**. Toutefois, un seul point est significativement différent entre les deux groupes a la
10¢ présentation du SC le jour 3 (t(1540)=3,809, test de comparaison multiple de Sidak). J’ai
donc cherché a déterminer la performance de ces souris dans I’apprentissage d’extinction a
I’aide d’un indice de progression (Figure 53 B). Il s’agit de déterminer pour chaque jour, la
diminution de freezing réalisée entre la 1° présentation du SC et la derniére. On remarque que
I’indice de progression de I’extinction des souris VGLUT3”- est supérieur a celui des controles
tout au long de la semaine d’extinction (Figure 53 B ; courbe de gauche : F(1,22)=6,395,
p=0,0191, ANOVA a mesures répétées). Les souris VGLUT3” réalisent un meilleur
apprentissage d’extinction que les souris VGLUT3** (Figure 53 B ; histogramme de droite :
p=0,0051, unpaired t test avec correction de Welch).

Ainsi, il semblerait que cette invalidation constitutive de VGLUT3 facilite 1’extinction

de la mémoire de peur.

Dans un troisieme temps, les animaux sont ré-exposés au contexte d’origine et leur
mémoire de peur évaluée (Figure 53 C). Au cours de ce test, on observe un fort niveau de
freezing pour les premiéres présentations de lumiere (autour de 70% a la 1% présentation du
SC pour les deux groupes de souris) qui diminue pour arriver a un niveau basal et similaire aux
derniéres présentations pour les souris VGLUT3" et leurs controles (a la 10° présentation du
SC (L10) : t=0,7789, test de comparaison multiple de Sidak). Les souris VGLUT3"- présentent
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un niveau de freezing plus important que les souris VGLUT3** au cours de la premiére partie
du renewal (Figure 53 C; courbe de gauche ; L2 : t(220)=2,971, L3 : t(220)=3,773, L4 :
t(220)=2,859, test de comparaison multiple de Sidak; graphique de droite: L1-L5:
t(44)=4,076, test de comparaison multiple de Sidak).
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Figure 53 : Extinction de peur chez les souris VGLUT3".

A-B) L apprentissage d’extinction est facilité chez les souris VGLUT3" par rapport aux contrdles. C) La mémoire
original du conditionnement semble meilleure suite a la perte constitutive de VGLUT3. D) Le niveau de freezing
au cours des deux premieres minutes d’exploration ne semble pas différent entre les deux groupes. Une
augmentation significative est observée lorsque les animaux sont ré-exposés a I’environnement du

conditionnement au jour 15 (J15).
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Ces résultats suggeérent que les souris VGLUT3” ont une meilleure mémoire du
conditionnement original que les souris VGLUT3** car elles ont associé plus fortement le choc
au SC et au contexte du conditionnement. On remarque également que 1I’extinction au SC est
plus rapide chez les souris VGLUT3"" ce qui renforce 1’idée de 1’établissement d’une meilleure

mémaoire.

Lorsque I’on regarde les deux premieres minutes d’exploration libre au cours de
I’extinction, on remarque que le niveau de freezing est important (environ 60% au J2) et aucune
différence n’apparait entre les deux groupes (Figure 53 D ; F(1,22)=0,04666, p=0,8310,
ANOVA a mesures répétees). Le jour 15 on remarque que le niveau de freezing est
significativement plus haut qu’au J8 car le contexte a été associé au stimulus aversif lors du
conditionnement (souris VGLUT3”: t(154)=7,272, souris VGLUT3*"* : t(154)=6,722, test de

comparaison multiple de Sidak).

IV/ Discussion

L’¢étude des souris invalidées constitutivement pour VGLUT3 nous a permis de mettre
en évidence un réle important joué par ces réseaux VGLUT3 positifs dans les mémoires
émotionnelles. Trois processus différents des mémoires aversives semblent particulierement
touchés entrainant les phénotypes suivants :

1/ la généralisation de la mémoire contextuelle,
2/ une mémoire contextuelle plus forte et stable, et

3/ la facilitation de ’extinction.

La genéralisation au contexte correspond a une défaillance de discrimination entre un
environnement neutre et un environnement associé a une valence aversive (Ehrlich et al., 2009;
Lee et al., 2013). Au cours de I’exploration du nouvel environnement pendant le test
élémentaire, le niveau de freezing des souris VGLUT3”- est important ce qui signifie que ces
souris réagissent a ce nouveau contexte qu’elles ne considérent pas comme étant sécurisant.

Il s’avére que deux structures sont impliquées majoritairement dans ce phénotype

comportemental : le noyau basomédial de la BLA (BMA), et I’hippocampe dorsal.
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En effet, une étude a montré que le noyau basomédial de I’amygdale joue un role
essentiel dans la différenciation des environnements. Son activation entraine une diminution
des niveaux de freezing et d’anxiété. D’autre part, le BMA regoit des afférences provenant du
CPFm (comprenant la région IL) qui favorise I’extinction (Adhikari et al., 2015). On peut alors
supposer que 1’augmentation de 1’inhibition des neurones principaux de la BMA est impliquée
dans I’altération des circuits menant a la généralisation contextuelle.

Par ailleurs, des études ont montré le role essentiel de ’hippocampe dorsal dans la
séparation de pattern et la discrimination de différents contextes spatiaux les uns par rapport
aux autres a travers la formation d’ensembles de neurones distincts répondant et représentant
des contextes spécifiques (Frankland et al., 1998; Guzowski et al., 2004). De plus, il apparait
que des lésions des fibres cholinergiques du BF projetant dans I’hippocampe dorsal entraine
une généralisation contextuelle (Knox and Keller, 2016). Cela suggererait que ’activité des
neurones principaux est diminuée par I’inhibition de la transmission cholinergique dans
I’hippocampe dorsal.

Il semble ainsi que ’altération de 1’activité des neurones principaux de la BMA et de
I’hippocampe dorsal par une diminution de leur excitation est impliquée dans le processus de
généralisation de la mémoire contextuelle. D’autre part, les défaillances d’activité de ces
neurones principaux pourraient perturber de potentielles connexions établies entre
I’hippocampe dorsal et ’amygdale au cours du conditionnement de peur. En effet, les seules
connexions clairement identifiées sont celles formées entre 1’amygdale et 1’hippocampe
ventrale (Felix-Ortiz et al., 2013; Herry et al., 2008; Narayanan et al., 2007).

D’autres résultats indiquent que l’augmentation de la transmission GABAergique
permet la différenciation contextuelle (Ehrlich et al., 2009). En effet, I’invalidation constitutive
de GADG65 (enzyme de synthese du GABA) entraine une genéralisation contextuelle de peur
(Bergado-Acosta et al., 2008), tout comme la perte génétique des récepteurs GABAB
présynaptiques (Shaban et al., 2006).

Or, on retrouve dans la BMA des souris des interneurones GABAergiques CCK-CB1-
VGLUTS3 positifs d’apres les résultats de mon étude anatomique et la littérature (Omiya et al.,
2015). Initialement, la perte de VGLUTS3 est associée & une diminution de libération du NT
auquel il est associé (Amilhon et al., 2010; Gras et al., 2008). Toutefois, a partir de mes résultats
dans I’étude I, il semblerait que VGLUT3 ait un réle modulateur dans les interneurones
GABAergiques VGLUT3 positifs. Son absence ne permettrait plus le rétrocontrdle négatif du
glutamate sur la libération du GABA. On observerait alors une augmentation de la transmission

GABAergique par la perte de VGLUT3 dans ces interneurones. Ainsi, il se pourrait que
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I’augmentation massive de GABA dans la BMA entraine I’inactivation des neurones
pyramidaux.

D’autre part, des interneurones GABAergiques CCK-CB1-VGLUT3 positifs ont
¢galement été retrouvé dans I’hippocampe. Il se peut alors que les neurones pyramidaux de
I’hippocampe dorsal soient également sujet a une augmentation de 1’inhibition.

Par conséquent, la diminution de I’activité des neurones pyramidaux de ces deux
structures entrainant I’affaiblissement des connexions potentielles et réciproques amygdale-
hippocampe dorsal pourrait étre a I’origine de ce phénoméne de généralisation.

Etant donné qu’une augmentation ou une inhibition excessive de GABA menent a la
généralisation contextuelle, on peut alors supposer que le role du GABA dans ce processus est

de moduler et réguler la balance inhibitrice au sein des structures mises en jeu.

Par ailleurs, les souris VGLUT3”- montrent une mémoire contextuelle plus stable. Ce
processus mnésique fait également intervenir I’amygdale et I’hippocampe dorsal. L’implication
de I’hippocampe dorsal dans la mémoire contextuelle a notamment été mise en évidence a
travers le systeme cholinergique. En effet, I’inhibition de 1’acétylcholine estérase (enzyme
transformant I’ACh en choline) dans I’hippocampe dorsal et 1'utilisation d’agonistes aux
récepteurs NAChR augmentent la mémoire contextuelle (Davis et al., 2007; Kenney et al., 2012;
Rogers and Kesner, 2004).

Par ailleurs, cette augmentation mnésique pourrait étre due a une augmentation de
I’activation des neurones de peur de la BLA qui projettent dans la région PL du CPFm
impliquée dans les états de haut niveau de peur (Ehrlich et al., 2009; Herry et al., 2008; Lee et
al., 2013; Senn et al., 2014; Vogel et al., 2016). L activité plus importante des neurones de peur
pourrait étre induite par le renforcement d’afférences provenant de structures extérieures, et
notamment du BF et de ’hippocampe dorsal.

En effet, d’aprés mes résultats anatomiques, la BLA est composée de nombreuses terminaisons
VGLUT3 positives provenant majoritairement des neurones de projection cholinergiques
VGLUT3-positifs du BF. Il est possible que la perte de VGLUTS3 entrainant une augmentation
de libération d’ACh dans la fente synaptique, méne a une augmentation de I’excitation des
neurones de peur qui faciliterait les réponses de peur.

Par ailleurs, en ce qui concerne I’hippocampe, il a ét¢ montré que 1I’hippocampe ventral projette
vers les neurones de peur de la BLA (Herry et al., 2008). Toutefois, il semble que son réle ne
soit pas d’augmenter 1’activité de ces neurones ou de renforcer la voie des états de haut niveau

de peur. En effet, il s’avére que 1’hippocampe ventral projette vers les interneurones du PL
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entrainant une inhibition des neurones principaux (Sotres-Bayon et al., 2012). Ainsi, pour
contrebalancer ces effets, il se pourrait que des projections de I’hippocampe dorsal innervent
ces neurones de peur ayant pour but de renforcer leur activation. En effet, les neurones
principaux de 1’hippocampe dorsal pourraient étre plus fortement activés en raison de la plus
forte désinhibition générée par I’absence de VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques
CCK-VGLUTS présents dans 1’hippocampe a travers des systémes de désinhibition (EI
Mestikawy et al., 2011). L’HPCb ne projettant pas directement sur la BLA, I’augmentation de
I’activation des neurones de peur serait conséquente a une augmentation de ’activité de
neurones d’aires parrahippocampiques, relais supposés entre ’HPCp et la BLA (McDonald and
Mott, 2017).

Ainsi, I’apparition d’une mémoire contextuelle anormalement stable serait due a
I’augmentation de I’activation des neurones de peur impliqués dans la voie des états de haut
niveau de peur conséquente a I’augmentation de la transmission GABAergique générée par

I’absence de VGLUT3.

Ensuite, les souris VGLUT3”-semblent avoir une meilleure mémoire d’extinction.

En effet, on observe que leur niveau de freezing diminue plus rapidement et de fagcon plus
importante lors des présentations du SC au cours de la méme journée. Ce phénomeéne est
particuliérement marqué au début de 1’extinction. Les souris VGLUT3” semblent donc
apprendre plus rapidement que le SC n’est plus associé¢ au choc électrique dans ce nouveau
contexte.

L’extinction implique un type particulier de neurones de la BLA, les neurones d’extinction qui
projettent vers la région IL du CPFm (Duvarci and Pare, 2014; Herry et al., 2008; Senn et al.,
2014; Vertes, 2004; Vogel et al., 2016). Des études ont mis en évidence que 1’apprentissage
d’extinction s’accompagne d’une augmentation de 1’inhibition locale dans la BLA (Ehrlich et
al., 2009). En effet, I’extinction de peur est associée a une augmentation du nombre de
récepteurs de liaison aux benzodiazépines et des niveaux d’ARNm de composés
postsynaptiques comme les sous-unités o2 et B2 des récepteurs GABAA et la géphyrine
(protéine structurale des synapses GABAergiques) (Chhatwal et al., 2005a; Heldt and Ressler,
2007).

Chez nos souris VGLUT3”, I’augmentation excessive de I’inhibition GABAergique stimulerait
fortement la voie impliquée dans I’extinction a travers les connexions entre les neurones

d’extinction et les neurones principaux de I’IL entrainant la facilitation de I’extinction.
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Cette augmentation de la transmission GABAergique supposée induite par I’absence de
VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques CCK-VGLUTS3 positifs pourrait entrainer
I’augmentation de I’activation des neurones d’extinction, et participer au switch entre 1’activité
des neurones de peur vers celle des neurones d’extinction. En effet, une balance d’activité entre
ces deux types de neurones semble exister afin de privilégier I'une ou l'autre des voies
impliquant les mémoires aversives, a savoir la voie des états de haut niveau de peur ou celle de
I’extinction (Herry et al., 2008; Lee et al., 2013; Senn et al., 2014).
Cette activation de neurones d’extinction pourrait passer par leur désinhibition. En effet, des
systemes de désinhibition des neurones principaux de la BLA ont déja été identifiés faisant
intervenir les interneurones PV et SOM. Des travaux ont montré que les interneurones PV sont
capables d’inhiber les interneurones SOM permettant la désinhibition des neurones pyramidaux
(Wolff et al., 2014). Ainsi, une forte désinhibition des neurones d’extinction pourrait s’opérer
a travers I’inhibition des interneurones projetant sur ces neurones d’extinction par les
interneurones GABA-CCK-VGLUT3. Les neurones d’extinction peuvent alors activer la
région IL du CPFm.
De plus, une étude a mis en évidence que la stimulation des afférences du CPFm projetant vers
la BLA, induit une inhibition des cellules principales probablement par 1’activation
d’interneurones GABAergiques (Rosenkranz and Grace, 2002b).
On peut alors supposer que les neurones principaux de I’IL activent en retour les interneurones
GABA-CCK-VGLUT3 de la BLA qui vont fortement inhiber les neurones de peur par
I’augmentation de la transmission GABAergique due a I’absence de VGLUTS3.

Ainsi, la réalisation du switch entre I’activité des neurones de peur et d’extinction
pourrait étre observée conduisant a I’observation du phénotype comportementale d’extinction

facilitée.
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Etude Il : Caractérisation Comportementale

de VGLUT3 dans I'amygdale basolatérale

CHAPITRE Il ;
LE ROLE DES DIFFERENTS SOUS-SYSTEMES VGLUT3 POSITIFS DANS LES MEMOIRES
AVERSIVES
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I/ Introduction

La premiére partie de notre étude nous a permis de mettre en évidence le rdle de
VGLUT3 dans les mémoires aversives a travers les souris VGLUT3™. En effet, il apparait que
ces souris présentent une généralisation de la mémoire contextuelle, une mémoire contextuelle
plus stable, et une facilitation de I’extinction. Toutefois, cette approche globale touche
I’ensemble des systemes du SNC et ne nous permet donc pas de définir I’implication de chacun
des sous-systemes dans les phénotypes décrits.

Pour répondre a cette interrogation, nous avons choisi une approche génétique d’inactivation
par croisement entre des souris VGLUT3M°x et SERT-CRE, VIAAT-CRE, ou bien ChAT-CRE
afin de générer des animaux invalidés spécifiquement pour VGLUT3 dans le sous-systeme

sérotoninergique, GABAergique ou cholinergique respectivement.

Le systéme sérotoninergique est impliqué dans la régulation des émotions aversives tel
que I’anxiété et la peur (Deakin and Graeff, 1991; Lowry et al., 2005).

En effet, le traitement pharmacologique le plus couramment prescrit contre la
dépression et I’anxiété se caractérise par 1’administration d’inhibiteurs spécifiques de la
recapture de sérotonine, les SSRIs (Preskorn et al., 2004). Il apparait que ce blocage de
recapture du 5-HT module I’activation de I’amygdale face a des stimuli émotionnel (Bigos et
al., 2008; Godlewska et al., 2012; Murphy et al., 2009). D’autre part, comme mentionnée
précédemment dans le chapitre portant sur les souris VGLUT3", ces derniéres présentent un
phénotype de type anxieux (Amilhon et al., 2010). L’existence de ce phénotype serait alors
conséquente a la perturbation du systéme sérotoninergique par I’absence de VGLUT3. Ainsi,
on s’attendrait a observer un comportement de type anxieux chez les souris invalidées pour
VGLUT3 dans les neurones sérotoninergiques par rapport aux souris controles.

Par ailleurs, de divers et nombreux récepteurs sont exprimés a la surface des neurones
de ’amygdale qui recoivent des projections s€rotoninergiques majoritairement du raphé dorsal
et de facon plus éparse du noyau médian (Abrams et al., 2004; Jacobs et al., 1978; Vertes,
2004). Il apparait que ces neurones 5-HT de projection jouent un role dans les processus
d’apprentissage de peur. Il a été montré que la présentation d’un SC précédemment associé a
un choc électrique entraine une augmentation de I’expression de c-Fos dans ces neurones
(Spannuth et al., 2011). D’autres études ont mis en évidence que les présentations du SC et du

Sl entrainent une augmentation de libération de 5-HT dans la BLA suggérant une modulation
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des circuits de la BLA pendant le conditionnement de peur (Amat et al., 1998; Kawahara et al.,
1993; Zanoveli et al., 2009). Dans le méme sens, d’autres auteurs ont montré que
I’augmentation transitoire des niveaux de 5-HT extracellulaire par des moyens
pharmacologiques facilite I’acquisition et I’expression du conditionnement de peur (Browning
et al., 2007; Burghardt et al., 2004, 2007; Grillon et al., 2007). D’autre part, des 1ésions des
fibres 5-HT projetant vers la BLA entrainent une diminution du niveau de freezing suite a la
présentation du SC (pendant 1’acquisition et le rappel) et du contexte du conditionnement (lors
du rappel) (Izumi et al., 2012; Johnson et al., 2015). Cela laisse supposer que la diminution de
5-HT au niveau des contacts synaptiques perturbent ’apprentissage du conditionnement de
peur. Or, I’'absence de VGLUT3 chez les souris VGLUT3 7", a travers son réle dans la synergie
vesiculaire entraine une diminution de la libération de 5-HT dans la fente synaptique (Amilhon
et al., 2010). On s’attendrait alors & observer des altérations des mémoires aversives chez les
souris invalidées pour VGLUT3 dans les neurones serotoninergiques. Néanmois, d’aprés mon
étude anatomique, seulement 23% des terminaisons VGLUT3 positives sont 5-HT et 86% des
terminaisons 5-HT n’expriment pas VGLUT3 dans la BLA. On peut alors se demander si la
diminution de 5-HT induite par I’absence de VGLUT3 est suffisante pour perturber

I’apprentissage de peur conditionnée.

Pour ce qui est de la locomotion, ce sont les souris invalidées pour VGLUT3 dans les
neurones cholinergiques qui pourraient présenter un phénotype locomoteur différent puisque
ce dernier fait intervenir principalement le striatum. En effet, une étude menée précédemment
au laboratoire a mis en évidence la présence d’un phénotype hyperlocomoteur chez les souris
VGLUT3" expliquant sa présence par la perte de VGLUT3 dans les interneurones
cholinergiques VGLUT3 positifs du striatum (Gras et al., 2008).

D’aprés ma caractérisation anatomique, la majorité des terminaison VGLUT3 positives
du noyau basolatéral de 1’amygdale sont cholinergiques et proviendrait du BF (Nickerson
Poulin et al., 2006) et seulement 20% des terminaisons cholinergiques de la BLA expriment
VGLUT3. De nombreuses études ont montré 1’implictaion du systéme cholinergique dans la
peur conditionnée. En effet, il a été montré que des Iésions des fibres cholinergiques du BF
projetant dans le cortex préfrontal et I’hippocampe entrainent une généralisation contextuelle
et une résistance a ’extinction (Knox and Keller, 2016). Des activations optogénétiques des
terminaisons cholinergiques provenant du BF dans la BLA conduisent a une réesistance de
I’extinction, alors que I’inactivation de ces projections ménent a une diminution de

I’apprentissage de la peur conditionnée, et une diminution de la mémoire élémentaire (Jiang et
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al., 2016). De plus, I'utilisation d’antagonistes des récepteurs mAChR et nAChR entrainent une
diminution de freezing au cours du rappel élémentaire et de I’extinction (Jiang et al., 2016).

De ce fait, I’invalidation de VGLUT3 dans la population cholinergique globale et notamment
dans les neurones de projection de la BLA constituant la principale source de VGLUTS3,

pourraient générer des modifications des comportements de peur chez les souris VGLUT3flox-
ChATCRE

Enfin, I’inactivation spécifique de VGLUT3 dans les interneurones GABA pourraient
altérer I’apprentissage émotionnelle. En effet, les circuits d’inhibition locaux de la BLA jouent
un role majeur dans 1’acquisition et I’expression du conditionnement de peur (Ehrlich et al.,
2009; Lee et al., 2013; Wolff et al., 2014). Ils permettent de moduler I’activité des neurones
pyramidaux de la BLA, et notamment les neurones de peur et d’extinction qui sont impliqués
respectivement dans les voies des états de haut niveau de peur et d’extinction, permettant ainsi
le switch entre ces deux voies au cours des différents processus traitant des mémoires aversives
(Herry et al., 2008, 2010; Lee et al., 2013; Senn et al., 2014). Toutefois, seulement 30% des
terminaisons GABAergiques de la BLA sont VGLUTS3 positives. On peut alors s’interroger sur

les conséquences de I’absence de VGLUT3 de ces neurones dans les comportements de peur.

VGLUT3 est présent dans différentes sous-populations neuronales, représentant un trés
faible pourcentage des populations neuronales concernées (GABA, 5-HT ou ACh). La question
de son implication dans les différents sous-systemes se pose dans le cadre des processus

d’apprentissage aversif.

Il/ Matériel et Méthodes

1.1/ Animaux

Le nombre d’animaux utilisés pour chacune des lignées murines et tests

comportementaux figure dans le Tableau 6.
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Tests Lignées génétiques (n)
comportementaux | \/GLUT3Mox-SERTCRE VGLUT3ox-VIAATCRE VGL UT3fox-ChATCRE
8 VG LUT3ﬂ0X'ﬂ°X 13 VG LUT3rox-rox 19 VG LUT3f|0X.f|0X
Actimetrie
12 VG LUTBHOX'SERTCRE 14 VGLUT3fI0x—VIAATCRE 20 VGLUT3fI0x—ChATCRE
9VG LUTBﬂox—rox 13 VG LUT3rox—ﬂox 10 VG LUT3f|0X_f|0X
Open Field / EPM
17 VG LUTstox—SERTCRE 14 VGL UT3fI0x—VIAATCRE 10 VGL UT3fI0x—ChATCRE
15 VGLUT3floxflox 13 VGLUT3floxflox 12 VGLUT3flox-flox
EFEC 16 VG LUT3rox—SERTCRE 14 VGLUT3ﬂox—VIAATCRE 12 VGLUT3ﬂox—ChATCRE
9VG LUT3ﬂox—flox 4\VG LUTsflox—ﬂox 12 VG LUT3f|0x_f|0x
Extinction
10 VG LUT3rox-SERTCRE 8 VG LUTSrox-VIAATCRE 12 VG LUT3rox-ChATCRE

Tableau 6 : Nombre de souris utilisés par lignées dans les différents tests

comportementaux.

1.2/ Tests comportementaux

L’activité locomotrice est analysée par le test d’actimétrie, alors que I’anxiété est étudi¢e

a partir des tests de champs ouvert (Open Field) et de labyrinthe en croix surélevé (EPM).

Pour les tests de conditionnement de peur et d’extinction, un stimulus sonore d’une durée de

30 sec est choisi comme SC afin d’étudier les mémoires aversives.

Les protocoles utilisés sont ceux décrits dans le Matériel et Méthodes générales (cf pages 123-

126).

I1l/ Résultats

1.1/ Validation anatomique des différentes lignées génétiques

Dans un premier temps, une vérification anatomique par immunoautoradiographie
dirigée contre VGLUT3 a été réalisée pour chacune de ces lignées afin d’observer I’invalidation
de I’expression de VGLUT3 dans les régions d’intérét. Les résultats sont présentés sur les

Figures 54 et le Tableau 7.
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Pour les souris VGLUT3floX-SERTCRE o observe une diminution de 1’expression de
VGLUT3 autour de 30% dans le raphé et de 12% dans ’amygdale. Trois types de populations
sérotoninergiques sont identifiées dans le raphé : des neurones purement sérotoninergiques,
d’autres exclusivement VGLUTS3 positifs et des neurones sérotoninergiques VGLUT3 positifs
(Gras et al., 2002; Nakamura et al., 2004). Les neurones 5-HT sont des neurones de projection
dont 30% d’entre eux expriment I’ARNm de VGLUT3 (Gras et al., 2002; Hioki et al., 2010;
Schéfer et al., 2002). La protéine VGLUT3 est présente a la fois dans les corps cellulaires et les
terminaisons. Cette diminution de VGLUT3 dans le raphé correspond donc bien a la population

de neurones sérotoninergiques VGLUTS3 positifs.

VG LUT3ﬂox-SERTCRE
Amygdale Raphé
f \ [ ]
+/+ CRE/+ +/+ CRE/+
é\/) & » | k
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S . ¢ '
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f \ f \
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: by 4 ‘ v ' % ’“‘x @ -
- > s
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Striatum
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_ pr > ’ \ s ~.'f;j*\
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Figure 54 : Distribution de la protéine VGLUT3 dans les différentes lignées génétiques.

Pour les souris VGLUT3foxVIAATCRE " 13 diminution observée de I’expression de
VGLUTS3 est de 57% dans le striatum dorsal et d’environ 20% dans le noyau accumbens, et de
35% dans ’amygdale. Or dans le striatum, aucun neurone GABAergique VGLUT3 positifs n’a

été mis en éevidence. En effet, il s’avére que VGLUT3 est exprimé dans les interneurones
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cholinergiques représentant 1 a 2% de la population striatale totale (EI Mestikawy et al., 2011).
Dans le striatum, des études ont montré que les interneurones GABAergiques et cholinergiques
dérivent d’une méme population embryonnaire, celle de 1’éminence ganglionique médial
(medial ganglionic eminence — MGE) (Anderson et al., 1997; Deacon et al., 1994; Olsson et
al., 1995; Zhao et al., 2003). On pourrait alors supposer que cette diminution est due a la
présence de marqueurs GABAergiques apparus précocement et transitoirement au cours du

développement dans des interneurones cholinergiques.

Enfin, la validation anatomique des souris VGLUT3f0x-ChATCRE 3 été réalisée dans notre
équipe a Montréal, au Canada. L’expression de VGLUT3 diminue de 90% dans le striatum
dorsal et d’environ 47% dans le noyau accumbens. Les données concernant I’amygdale restent
a étre déterminées. Les interneurones cholinergiques VGLUT3 positifs représentent 1-2 % de
la population striatale et sont la seule source d’acétylcholine du striatum (Calabresi et al., 2000;
Pisani et al., 1997).

L’ensemble de ces résultats obtenus jusqu’a présent pour I’amygdale sont cohérents
avec ceux de la quantification des terminaisons VGLUT3 positives de 1‘amygdale réalisés au

cours de ma caractérisation anatomique (Tableau 7).

. Terminaisons Diminution de I’expression de
Sous-systemes -
VGLUTS3 positives VGLUT3 par IAR
Sérotoninergique 23% 14%
GABAergique 30% 35%
Cholinergique 63% -

Tableau 7: Comparaison de la quantification des terminaisons VGLUTS3 positives et de la
diminution de P’expression de VGLUT3 dans les différentes lignées génétiques dans
I’amygdale.

Ainsi, les croisements ont pu étre validés ce qui nous a permis d’entreprendre I’étude de
la caractérisation comportementale de ces différentes lignées afin de connaitre leur implication
dans les phénotypes déterminés chez les souris invalidées constitutivement pour VGLUTS3, les
souris VGLUT3™-,
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111.2/Les souris VGLUT3flox-SERTCRE

[11.2.a) Activité locomotrice

L’activité locomotrice des souris VGLUT3Io¢-SERTCRE 3 été observée sur 24h avec une
période de nuit de 19h30 a 7h30. Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence
significative entre les souris contrdles et expérimentales pour I’activité locomotrice spontanée
horizontale (Figure 55 A ; F(1,18)=0,03757, p=0,8485, ANOVA a mesures répétées) mais
également pour le comportement de redressement (Figure 55 B ; F(1,18)=0,1453, p=0,7075,

ANOVA a mesures répétées).
L’activité locomotrice ne semble pas étre affectée par I’invalidation de VGLUT3 dans

le systeme sérotoninergique.

A. Activité locomotrice horizontale B. Activité locomotrice verticale
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Figure 55 : Activité locomotrice spontanée chez les souris de la lignée VGLUT3fox
SERTCRE

L’activité locomotrice horizontale entre les souris VGLUT3 fXx-SERTCRE ot \/GLUT3Moxflox ne semble pas
différente, tout comme I’activité locomotrice verticale.

I11.2.b) Anxiété

L’anxiété a été analysée a partir des tests de champ ouvert (Open Fied) et de labyrinthe
en croix surélevé (EPM).

Pour le test de I’Open Field, les résultats du temps passé dans la zone centrale qui est la
zone anxiogene, indiquent qu’il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes
testés (Figure 56 A ; p=0,6554, unpaired t test avec correction de Welch). Les distances
parcourues dans les zones centrale et périphérique ne montrent également aucune différence
entre les souris VGLUT3M0SERTCRE gt \/GUT3fox-flox (Figure 56 A ; p=0,6725, et p=0,5736

respectivement, unpaired t test avec correction de Welch).
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Lors du test de 'EPM, le pourcentage du nombre d’entrées dans les bras ouverts ainsi
que celui de temps passé dans les bras ouverts ont été analysés par rapport aux données
correspondant aux bras fermés. Il apparait que le groupe control et le groupe expérimental
présentent les mémes performances (Figure 56 B ; p=0,8542, p=0,9001 respectivement,
unpaired t test avec correction de Welch).

En revanche, le nombre total d’entrées dans les bras ouverts et les bras fermés est
significativement plus important chez les souris VGLUT3foxSERTCRE que les souris
VGLUT3floxflox (Figure 56 B ; p<0,0001, unpaired t test avec correction de Welch) ce qui
signifient que les souris VGLUT3MoxSERTCRE réalisent plus d’entrées dans les bras fermés et

seraient par conséquent légérement plus actives que les souris VGLUT3flox-flox
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Figure 56 : Etude du phénotype anxieux chez les souris de la lignée VGLUT 3flox-SERTCRE,
A) Au cours du test de I’Open Field, le temps passé dans la zone centrale et les distances parcourues dans les zones
centrale et périphérique sont les mémes chez les souris VGLUT3M0X-SERTCRE ot \yGLUT3Moxflox B) Lors du test
d’EPM, le pourcentage du nombre d’entrées et de temps passé dans les bras ouverts sont similaires entre les deux
groupes. En revanche, le nombre total d’entrées est plus important chez les souris VGLUT3Mox-SERTCRE e |es
souris controles.

Ces résultats nous indiquent que I’invalidation constitutive de VGLUT3 dans les
neurones sérotoninergiques n’affecte pas les phénotypes de type anxieux chez ces souris, mais

semble affecter leur activité locomotrice en situation anxiogene.
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I1.2.c) Test du conditionnement de peur - FC

L’ensemble des données évaluant les mémoires de peur conditionnées sont présentées
sur la Figure 57. Les souris VGLUT3fox-SERTCRE montrent un apprentissage similaire aux
animaux contr6les lors du conditionnement (Figure 57 A ; F(1,29)=1,677, p=0,2056, ANOVA

a mesures répétées).

A. Conditionnement
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Figure 57 : Conditionnement de peur chez les souris de la lignée VGLUT 3flox-SERTCRE,

A) La courbe d’apprentissage de conditionnement de peur est similaire entre les deux groupes de souris. B-C) Les
mémoires contextuelle et élémentaire sont similaires entre les souris VGLUT3MOXSERTCRE gt \/GLUT3floxflox
D’autre part, ’association son-choc a bien eu lieu pour les deux groupes avec une augmentation significative du
niveau de freezing entre la phase d’exploration et celle de présentation du son.
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De plus, aucune différence n’est observée entre ces deux groupes pour la mémoire
contextuelle (Figure 57 B ; cinétique de gauche : F(1,29)=0,3621, p=0,5520, ANOVA a
mesures répétées ; moyenne : p=0,5460, unpaired t test avec correction de Welch ; histogramme
de droite : de 0-180 sec : t(58)=1,187, de 180-360 sec : t(58)=0,06051, test de comparaison
multiple de Sidak) et la mémoire élémentaire (Figure 57 C; cinétique de gauche :
F(1,29)=0,1481, p=0,7032, ANOVA a mesures répétées; histogramme de droite
F(1,29)=0,1480, p=0,7032, ANOVA a mesures répétees). L association son-choc a bien eu lieu
pour les deux groupes avec une augmentation significative du niveau de freezing entre la phase
d’exploration et celle de présentation du son (Figure 57 C; histogramme de droite :
VGLUT3floxflox 1(29)=9 791, VGLUT3flox-SERTCRE - 1(29)=11 55, test de comparaison multiple
de Sidak). On note I’absence de généralisation dans le contexte modifié¢ (Figure 57 C,

histogramme de droite, phase d’exploration).

Ainsi, I’invalidation de VGLUT3 dans les neurones sérotoninergiques VGLUT3
positifs, ne perturbent pas la mise en place et le rappel des meémoires de peur contextuelle et

élémentaire.

I1.2.d) Test d’Extinction de conditionnement de peur

Les deux groupes d’animaux semblent présenter une extinction comparable. Au jour 8,
on observe un retour au niveau basal du taux de freezing pour les deux groupes (Figure 58 A ;
F(1,17)=2,453e-006, p=0,9988, ANOVA a mesures repétées).

Cependant, lorsque I’on regarde I’indice de progression de I’extinction, on remarque que les
souris VGLUT30x-SERCRE gont plus basses que les souris contréles (Figure 58 B ; graphique
de gauche: F(1,17)=5,290, p=0,0344, ANOVA a mesures répétées) et montrent une
performance plus faible dans I’apprentissage d’extinction (Figure 58 B ; histogramme de
droite : p=0,0254, unpaired t test avec correction de Welch). Toutefois, cette différence de
performance est diie au comportement des animaux lors du jour 8 (Figure 58 B ; graphique de
gauche : a J8 : t(119)=2,763, test de comparaison multiple de Sidak). De plus, sachant qu’au
jour 8 les souris retournent a un niveau basal de freezing, il semble alors difficile de conclure a
une reelle altération de 1’extinction de peur chez ces animaux. Le processus d’apprentissage
d’extinction ne parait donc pas modifié bien qu’il existe ponctuellement une variation de

freezing a la fin du test.
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Figure 58 : Extinction de peur chez les souris VGLUT3flox-SERTCRE,

A) L’apprentissage d’extinction est comparable entre les deux groupes. B) L’indice de progression est en moyenne
plus faible chez les souris VGLUT3foxSERTCRE C) | e rappel de la mémoire de peur dans le contexte original du
conditionnement est le méme chez les deux groupes. D) Le niveau de freezing lors des deux premieres minutes
d’exploration du jour 2-8 et lors du jour 15 est plus bas chez les souris VGLUT3M-SERTCRE que chez les souris
controles (F(1,17)=5,052, p=0,0382, ANOVA a mesures répétées).

Lorsque I’on remet les souris dans I’environnement du conditionnement, la présentation
du stimulus sonore réactive la mémoire aversive comme le montre le taux de freezing important

(80%) constaté de facon similaire chez nos deux groupes de souris. Ce taux de freezing diminue

171



au cours des présentations sonores de facon similaire entre notre groupe contrble et
expérimental (Figure 58 C ; cinétique de gauche : F(1,17)=0,2005, p=0,6600, ANOVA a
mesures répétées, histogramme de droite : F(1,17)=0,2005, p=0,6600, ANOVA a mesures
répétées).

D’autre part, on remarque que la seule présentation du contexte de conditionnement lors
des deux premiéres minutes d’exploration au jour 15 (Figure 58 D) réactive la mémoire
contextuelle liée a ’association du choc au contexte avec un niveau de freezing autour de 60%
pour les souris VGLUT3floxflox (1(119)=6,110, test de comparaison multiple de Sidak) et les
souris VGLUT3flox-SERCRE (1(119)=5,868, test de comparaison multiple de Sidak).

L’inactivation de VGLUT3 dans les neurones sérotoninergiques VGLUT3 positifs ne

semble pas altérer 1’apprentissage d’extinction et les mémoires associees aux SC.

111.3/ Les souris VGLUT3flox-VIAATCRE
[11.3.a) Activité locomotrice

L’activité locomotrice des souris VGLUT3M0xVIAATCRE g été observée sur 24h avec une
période de nuit de 19h30 a 7h30. Les résultats montrent qu’il n’y a pas de différence
significative entre les souris contrdles et les souris expérimentales pour 1’activité locomotrice
spontanée horizontale (Figure 59 A ; F(1,23)=0,2074, p=0,6531, ANOVA a mesures répétées)
mais également pour le comportement de redressement (Figure 59 B ; F(1,23)=0,5629,
p=0,4607, ANOVA a mesures répétées).
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Figure 59 : Activité locomotrice spontanée chez les souris de la lignée VGLUT3flox
VIAATCRE

L’activité locomotrice horizontale entre les souris VGLUT3 fIox-VIAATCRE gt \/ G LU T3Mox-flox nest pas différente, tout
comme I’activité locomotrice verticale.
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[11.3.b) Anxiété

Le phénotype anxieux a été étudié a partir des tests de champ ouvert (Open Field) et de
labyrinthe en croix surélevé (EPM).

Pour le test de ’Open Field, les résultats indiquent qu’il n’y a aucune différence
significative pour le temps passé dans la zone centrale, la distance parcourue dans la zone
centrale et la zone périphérique (Figure 60, A ; p=0,2791, p=0,2343, p=0,3986 respectivement,
unpaired t test avec correction de Welch).

Il en est de méme pour les analyses de I’anxiété avec le test de ’EPM. Le pourcentage
du nombre d’entrées et de temps passé dans les bras ouverts, mais aussi le nombre d’entrées
total ne s’avérent pas significativement différent entre le groupe control et le groupe
expérimental (Figure 60, B ; p=0,1982, p=0,1465, p=0,7133 respectivement, unpaired t test

avec correction de Welch).
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Figure 60 : Etude du phénotype anxieux chez les souris de la lignée VGLUT3flox
VIAATCRE

A) Au cours du test de ’Open Field, le temps passé dans la zone centrale et les distances parcourues dans les zones
centrale et périphérique sont les mémes chez les souris VGLUT3floxVIAATCRE gt \/GLUT3flox-flox B) | ors du test
d’EPM, le pourcentage du nombre d’entrées et de temps passé dans les bras ouverts sont similaires entre les deux
groupes. Il en est de méme pour le nombre total d’entrées.
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L’invalidation constitutive de VGLUT3 dans les neurones GABAergiques n’affecte pas

les phénotypes de type anxieux chez les souris VGLUT3Mox-VIAATCRE

I11.3.c) Test du conditionnement de peur - FC

Comme nous pouvons le constater sur la Figure 61, au cours des tests de peur
conditionnée, aucune différence n’est observée pour les paramétres évalués : apprentissage
(Figure 61 A ; F(1,23)=0,2089, p=0,6519, ANOVA a mesures répétées), et les mémoires
contextuelle (Figure 61 B ; cinétique de gauche : F(1,23)=0,07741, p=0,7833, ANOVA a
mesures répétées ; moyenne : p=0,5506, unpaired t test avec correction de Welch ; histogramme
de droite : F(1,23)=0,07741, p=0,7833, ANOVA a mesures répétées) et élémentaire (Figure 61
C; cinétique de gauche: F(1,23)=0,01992, p=0,8890, ANOVA a mesures répétées ;
histogramme de droite : F(1,23)=0,01982, p=0,8893, ANOVA a mesures répétées). De plus,
’association entre le stimulus conditionné et le stimulus aversif a bien lieu pour les souris
VGLUT3MoXVIAATCRE ot \/GLUT3Mox-flox (Figure 61 C, graphique de droite : VGLUT3flox-flox;
1(23)=8,283, VGLUT3MoxVIAATCRE - 1(23)=7 374, test de comparaison multiple de Sidak).

L’inactivation de VGLUT3 dans les neurones GABAergiques VGLUT3 positifs

n’affecte pas les mémoires aversives contextuelle et élémentaire.
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Figure 61 : Conditionnement de peur chez les souris de la lignée VGLUT3flox-VIAATCRE,
A) La courbe d’apprentissage de conditionnement de peur est similaire entre les deux groupes de souris. B-C)
Les mémoires contextuelle et élémentaire sont similaires entre les souris VGLUT3 MO VIAATCRE gt \/GLU T 3floxflox,

L association son-choc a bien eu lieu pour les deux groupes.

I11.3.d) Test d’Extinction de conditionnement de peur

Pour le test d’extinction, on observe que la cinétique d’extinction est comparable entre
le groupe contrble et le groupe expérimental (Figure 62 A ; F(1,10)=0,9286, p=0,9286,
ANOVA amesures répétées). L’analyse de I’indice de progression valide les observations faites
a partir de la cinétique d’extinction (Figure 62 B ; p=0,8642, unpaired t test avec correction de
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Welch). De méme, la mémoire originale au jour 15 n’est pas différente entre les deux groupes
d’animaux (Figure 62 C ; F(1,10)=0,0001963, p=0,9891, ANOVA a mesures répétées).
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Figure 62 : Extinction de peur chez les souris VGLUT3flox-VIAATCRE,

A-B) La cinétique d’extinction est similaire chez les souris VGLUT3fO-VIAATCRE gt \yGLUT3floxflox C) e rappel
de la mémoire de peur dans le contexte original du conditionnement est le méme chez les deux groupes. D) Le
niveau de freezing lors des deux premiéres minutes d’exploration du jour 2-8 et lors du jour 15 n’est pas différent

entre les souris controles et mutantes.
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Lorsque 1’on ré-expose les souris au contexte du conditionnement initial, la memoire
contextuelle liée a I’association SC-SI est réactivée chez les souris VGLUT3Moxflox et les souris
VGLUTS3fVIAATCRE (Figure 62 D ; VGLUTS3foxflox: {(70)=5,002, VGLUT3M0xVIAATCRE .
t(70)=6,534, test de comparaison multiple de Sidak).

L’inactivation de VGLUT3 dans les neurones GABAergiques ne perturbe pas les
processus d’extinction et de rappel de la mémoire de peur, ni la mémoire contextuelle liée a

’association SC-SI.

111.4/ Les souris VGLUT3flox-ChATCRE
[1.4.2) Activité locomotrice

L’activité locomotrice des souris VGLUT3M0xChATCRE 3 été analysée par notre équipe a
Montréal, au Canada. L’étude a été réalisée sur 12h sur une période de nuit de 20h a 7h. Les
résultats montrent qu’il y a une légére augmentation de 1’activité horizontale chez les souris
VGLUT3Mox-ChATCRE nar rapport a leurs contréles (Figure 63 ; p=0,0474, unpaired t test avec

correction de Welch).
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Figure 63 : Activité locomotrice spontanée chez les souris de la lignée VGLUT3floxChATCRE,
L’activité locomotrice horizontale entre les souris VGLUT3flox-ChATCRE et Jégérement plus importante que celle
des souris VGLUT3loxflox,

III.4.b) Anxiété

D’aprés les études menées par I’équipe a Montréal au Canada, il semble que
I’invalidation de VGLUT3 dans les neurones cholinergiques ne perturbe pas les phénotypes de

type anxieux des animaux en Open Field (Figure 64 ; temps passé dans la zone centrale :
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p=0,7640, nombre d’entrées dans la zone centrale : p=0,1649, unpaired t test avec correction

de Welch) et en EPM (données non illustrées).
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Figure 64 : Etude du phénotype anxieux chez les souris de la lignée VGLUT3flox-ChATCRE
par le test de ’Open Field.

Le temps passé dans la zone centrale en seconde (gauche), et le nombre d’entrées dans la zone centrale (droite)
ne semblent pas significativement différent entre les souris VGLUT3M0xChATCRE et eyrs controles.

I1l.4.c) Test du conditionnement de peur - FC

Les résultats présentés dans la Figure 65 A n’indiquent pas de différence concernant
I’apprentissage (F(1,22)=1,708, p=0,2048, ANOVA a mesures répétées), et le rappel des
mémoires de peur contextuelle (Figure 65 B ; cinétique de gauche : F(1,22)=0,3744, p=0,5569,
ANOVA a mesures répétées ; moyenne : p=0,5468, unpaired t test avec correction de Welch ;
histogramme de droite : F(1,22)=0,3744, p=0,5469, ANOVA a mesures répetées) et
élémentaire (Figure 65 C ; cinétique de gauche : F(1,21)=0,02354, p=0,8795, ANOVA a
mesures répétées ; histogramme de droite : : F(1,21)=0,02354, p=0,8794, ANOVA a mesures
répétées) entre les souris controles et les souris VGLUT3MXChATCRE Cependant, 1’association
SC-SI a bien lieu pour les deux groupes d’animaux (: t(21)=9,494, VGLUT3flox-ChATCRE -
t(21)=9,666, test de comparaison multiple de Sidak).

Ainsi, les mémoires contextuelle et élémentaire ne sont pas altérées par 1’invalidation
p p

de VGLUT3 dans les neurones cholinergiques.

178



A. Conditionnement

60+
VGLUT3MNax-t0x
- V/GLUT3MNx-ChATCRE
g 40+ |
'g £ VGLUT3fex-flox
e m VGLUT3ﬂou(0ATUE
2 204
0 T T T T m T m T
30 60 90 120 150 180 210 240 sec
B. Test au Contexte
00+ ~Moyenne 80~
%
goq | 604 o 2
g | §
§ 0] g 40
w w £ =
R £ ;
204 204 | e
| |
c A \J \J L\ L J Ll Ll ¥ v M T c L) L
30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 sec 0-180 sec 180-360 sec
C. Test au Contexte Modifié oy
60+
g 2 40 :
£ 5
g g
ES R 204
Exploration Son

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 sec

Figure 65 : Conditionnement de peur chez les souris de la lignée VGLUT3flox-ChATCRE,
A) La courbe d’apprentissage de conditionnement de peur est similaire entre les deux groupes de souris. B-C) Les
mémoires contextuelle et élémentaire sont comparables entre les souris VGLUT3MChATCRE gt \/G LU T3flox-flox,

L’association SC-SI a lieu pour les deux groupes.

Ill.4.d) Test d’Extinction de conditionnement de peur

Pour le test d’extinction, 1a aussi, les souris mutantes présentent le méme profil
comportemental que les souris contréles (Figure 66 A ; : F(1,20)=0,06663, p=0,7989, ANOVA
a mesures répétées). Toutefois, I’analyse de I’indice de progression montre que les souris

VGLUT3Mox-ChATCRE sont moins performantes que les souris VGLUT3Moxflox ay cours de

I’extinction (Figure 66 B ; p=0,0135, unpaired t test avec correction de Welch). Pour le

179



processus de rappel, aucune différence n’est observée (Figure 66 C; F(1,22)=0,6478,
p=0,4295, ANOVA a mesures répétées).
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Figure 66 : Extinction de peur chez les souris VGLUT3flox-ChATCRE,

A) L’apprentissage d’extinction est comparable chez les souris VGLUT3M0¢-ChATCRE et Jes controles. B) L analyse
de I’indice de progression de 1’extinction indique une chute de I’efficacité de I’apprentissage chez les VGLUT3flox
ChATCRE C) Le rappel de la mémoire de peur dans le contexte original du conditionnement est identique entre les
deux groupes. D) Le niveau de freezing lors des deux premiéres minutes d’exploration du jour 2-8 et lors du jour
15 n’est pas différent entre les souris contrdles et mutantes. La mémoire contextuelle est bien réactivée au jour 15.
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Lors de I’exploration libre des deux premieres minutes, on remarque que la mémoire
contextuelle liée a ’association SC-SI est réactivée chez les souris contrdles et chez les souris
mutantes (Figure 66 D ; VGLUT3Mloxflox - 4(154)=4,280, VGLUT3fIx-ChATCRE - t(154)=5 671,

test de comparaison multiple de Sidak).

L’inactivation de VGLUT3 dans les neurones cholinergiques VGLUT3 positifs semble
modifier la cinétique d’extinction, comme le montre 1’analyse de I’indice de progression en
entrainant une résistance relative au processus d’apprentissage d’extinction. Toutefois, elle ne

modifie pas les autres mémoires aversives testées.

IV/ Discussion

De fagon surprenante, I’inactivation constitutive de VGLUT3 dans les neurones
sérotoninergiques, GABAergiques ou cholinergiques VGLUTS3 positifs n’affecte globalement
ni les comportements locomoteurs et de type-anxieux, ni les mémoires aversives. Aucun des
phénotypes observés chez les souris VGLUT3” ne sont retrouvés lorsque 1’on invalide
spécifiquement chaque sous systeme. La question de I’importance du réle de VGLUT3 dans

ces différents phénotypes est par conséquent soulevée.

Concernant le systéme sérotoninergique, le phénotype de type anxieux observé chez les
souris VGLUT3” n’est pas retrouvé chez les souris VGLUT3flox-SERTCRE,

L’hypothése originale stipulait que chez les souris VGLUT3", le phénotype de type
anxieux serait d0 a une diminution de la transmission sérotoninergique conséquente a la perte
du role de VGLUTS3 dans la synergie vésiculaire (Amilhon et al., 2010).

En effet, étant donné que les SSRI (agents pharmacologiques utilisés comme anxiolytiques)
modulent les niveaux de 5-HT dans le cerveau entier, une diminution globale des niveaux de
5-HT pourraient expliquer ce phénotype (Bocchio et al., 2016).

Toutefois, des études ont montré qu’une diminution de la transmission 5-HT par la
surexpression de transporteurs de la recapture de la 5-HT (5-HTT) par modéle génétique peut
entrainer une diminution du comportement de type anxieux (Barkus et al., 2014; Bocchio et al.,

2015; Jennings et al., 2006; Line etal., 2014; McHugh et al., 2015). Cela suggére que le systeme
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sérotoninergique seul n’est pas suffisant pour déclencher ce type de comportement chez les
souris VGLUT3™-.

Il se pourrait notamment que le systeme GABAergique soit également touché. En effet, d’une
part car, il existe de nombreux interneurones GABAergiques VGLUTS3 positifs dans le cortex,
I’hippocampe et I’amygdale, structures impliquées dans les comportements de type anxieux et
de peur (El Mestikawy et al., 2011). D’autre part, il s’agit d’une cible pour les traitements
thérapeutiques contre I’anxiété avec notamment 1’utilisation de benzodiazépines (Sternbach et
al., 1974; Wieronska et al., 2011). Ainsi, si I’on considére uniquement son rdle dans la synergie
vésiculaire, I’absence de VGLUT3 chez les souris VGLUT3 entrainerait une diminution de
la transmission GABAergique ce qui iraient dans le méme sens que 1’utilisation thérapeutique
des benzodiazépines dont le role est de pallier a cette diminution (Wieronska et al., 2011).
Cependant, selon I’hypothéese présentée, la perte de VGLUT3 n’induirait pas une diminution,
mais une augmentation de la libération de 5-HT et de GABA chez les souris VGLUT3™". Le
phénotype de type anxieux observé pourrait alors étre conséquent a I’emballement de ces deux
systémes de neurotransmission.

Chez les souris VGLUT3MIOXSERTCRE ' ]"ayomentation de 5-HT induite par la perte de
VGLUT3 dans les neurones sérotoninergiques ne semble pas induire d’état de type anxieux
particulier. Cette observation pourrait étre un nouvel argument démontrant que le systeme 5-
HT n’est pas le seul impliqué. En effet, il se pourrait que la transmission glutamatergique
globale ne soit pas modifiée par I’intervention des circuits inhibiteurs locaux régulant I’activité

des neurones pyramidaux dans les structures associées a I’anxiété.

Lors de I’étude des mémoires aversives, le phénotype cognitif des souris VGLUT3", a
savoir la genéralisation au contexte, la mémoire contextuelle plus stable et la facilitation de
I’extinction n’a pas été retrouvé chez les souris VGLUT3flox-SERTCRE,

Des études antérieures ont montré que des lésions des fibres 5-HT de la BLA entrainent
une diminution du niveau de freezing lors de 1’acquisition de la peur conditionnée et du rappel
suite a la présentation du SC et du contexte du conditionnement (Izumi et al., 2012; Johnson et
al., 2015). D’autre part, d’autres travaux ont démontré que I’augmentation transitoire de 5-HT
extracellulaire améliore ’acquisition et I’expression de peur dans les processus d’apprentissage
de peur conditionnée (Browning et al., 2007; Burghardt et al., 2004, 2007; Grillon et al., 2007).
Par ailleurs, la surexpression de transporteurs de la recapture de la5-HT (5-HTT) par utilisation
de modele génétique entraine une diminution du niveau de freezing (Barkus et al., 2014;
Bocchio et al., 2015; Jennings et al., 2006; Line et al., 2014; McHugh et al., 2015). Ainsi, il
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semble que les neurones de projections 5-HT provenant du raphé dorsal modulent I’activité de
la BLA au cours du conditionnement de peur par I’augmentation de libération de la 5-HT
(Bocchio et al., 2016).

Par conséquent avec notre approche génétique - les souris VGLUT3fIOX-SERTCRE . ‘noys

aurions pu nous attendre a une diminution des niveaux de freezing au cours des tests
comportementaux de peur reflétant la diminution de la neurotransmission 5-HT induite par
I’absence de VGLUT3 a travers son role dans la synergie vésiculaire.
Néanmoins, les neurones sérotoninergiques projetant a la fois sur les neurones pyramidaux et
les interneurones de la BLA expriment faiblement VGLUT3 (Muller et al., 2007b). En effet,
seulement 14% des terminaisons 5-HT sont VGLUT3 positives d’aprés mes résultats obtenus
par I’étude anatomique. Cela signifie que pres de 85% des neurones sérotoninergiques
continuent & innerver les neurones de la BLA. Il se peut alors que la diminution de 5-HT ne soit
pas assez importante pour perturber la transmission 5-HT qui reste fonctionnelle dans les
circuits d’apprentissage de peur chez les souris VGLUT3flox-SERTCRE,

Par ailleurs, d’aprés les résultats anatomiques trouvés, [’absence de VGLUT3
entrainerait plut6t une perte du contrdle de la libération de 5-HT entrainant une augmentation
du NT finalement plus importante. Toutefois, étant donné que de divers et nombreux récepteurs
5-HT ayant des actions opposées sont exprimés a la surface des neurones de I’amygdale, il est
difficile de conclure quant au role de la 5-HT dans ces processus mnésiques (pour revue
Bocchio et al., 2016). Les phénotypes observés chez les souris VGLUT3" doivent alors avoir
une autre origine impliquant un autre sous-systéme, ou bien étre induite par 1’association de

plusieurs systemes défaillants.

Chez les souris VGLUT3flox-VIAATCRE 1 expression de VGLUTS3 est invalidée dans une
sous-population d’interneurones GABAergiques du cortex, de 1’hippocampe, du cervelet, de
I’olive supérieure et de ’amygdale. Lors de la caractérisation anatomique de cette lignée, j’ai
pu mettre en évidence une forte diminution de VGLUT3 dans le striatum, ou aucune co-
localisation VGLUT3-VIAAT n’a été observée. Cette diminution pourrait étre expliquée par
’origine embryonnaire des interneurones cholinergiques du striatum.

En effet, des études ont montré que les interneurones GABAergiques et cholinergiques du
striatum dérivent d’une méme population embryonnaire, celle de I’éminence ganglionique
médial (medial ganglionic eminence — MGE) (Anderson et al., 1997; Deacon et al., 1994;

Olsson et al., 1995; Zhao et al., 2003). On pourrait alors supposer que la baisse d’expression de
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VGLUTS3 observée est due a la présence de marqueurs GABAergiques apparus précocement et
transitoirement au cours du développement dans les interneurones cholinergiques.

D’apres la validation anatomique des lignées, la diminution d’expression de VGLUT3 dans le
striatum dorsal est de 57% et celle du NAc de 20% chez les souris VGLUT3M0xVIAATCRE g|ors
que celle observée chez les souris VGLUT3M0-ChATCRE gst de 90% dans le striatum dorsal et de
47% dans le NAc. Le pourcentage de baisse de VGLUT3 étant plus faible chez les souris
VGLUTS3MoXVIAATCRE | ceq résultats iraient dans le sens de notre hypothése de I’existence d’une
sous-population cholinergique exprimant transitoirement le GABA.

Comme précédemment, les phénotypes décrits chez les souris VGLUT3” ne sont pas
observés ici. Tout d’abord, le phénotype hyperlocomoteur des souris VGLUT3" ne semble pas
apparaitre (Gras et al., 2008). Dans cette étude menée au sein du laboratoire, les auteurs
attribuent ’apparition de ce phénotype a I’absence de VGLUT3 dans les interneurones
cholinergiques VGLUTS3 positifs du striatum. I1 s’agit de la seule population VGLUT3 positive
présente dans le striatum. D’aprés notre hypothése, il se pourrait alors que I’invalidation de
VGLUT3 dans la sous-population cholinergique exprimant transitoirement le GABA au cours
du developpement ne soit pas suffisante pour déclencher une altération de la locomotion chez
nos animaux. En revanche, 1’hyperlocomotion en phase nocturne chez les souris VGLUT3”- est
retrouvée chez les souris invalidées pour VGLUTS3 dans le systéme cholinergique suggérant
que ce phénotype apparaitrait lorsque 1’ensemble de la population cholinergique VGLUT3

positive du striatum est atteinte.

D’aprés les connaissances actuelles et mes résultats portant sur 1’étude des processus
mnésiques, il semble que les autres systtmes VGLUT3 positifs non touchés chez les souris
VGLUT3foxVIAATCRE 3 savoir le systéme cholinergique par les projections du BF et le systeme
5-HT via les neurones de projection du raphé dorsal, régulent les circuits de peur et d’extinction
empéchant I’altération des phénotypes comportementaux. En effet, d’aprés mes interprétations,
la perte de VGLUTS3 dans les neurones GABAergiques entrainerait une augmentation de la
transmission inhibitrice dans la BLA.

Les neurones cholinergiques de projections VGLUT3 positifs du BF entraineraient une
augmentation de I’excitation des neurones de peur de la BLA dans le cas d’une perte de
VGLUT3 dans ses terminaisons (cf hypothése émise pour les souris VGLUT3” dans le
phénotype de facilitation d’extinction). Pour le systéeme 5-HT, la libération de 5-HT peut avoir

des effets excitateurs ou inhibiteurs selon les récepteurs sur lesquels elle se fixe (pour revue
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Bocchio et al., 2016). Les effets de son augmentation de libération dans la BLA semblent alors
difficiles a predire.

I1 est ainsi non aisé de voir de quelle fagon I’excitation globale générée par les systémes ACh
et 5-HT peuvent contrebalancer I’augmentation de la transmission GABAergique dans la BLA.
La mise en jeu de compensations développementales permettant de rééquilibrer les systemes
suite a la perte de VGLUTS3 pourrait étre une autre explication plausible a I’absence d’altération

des phénotypes comportementaux.

Chez les souris VGLUT3floxChATCRE 'eg neyrones cholinergiques perdant I’expression
de VGLUT3 appartiennent a une sous-population de neurones cholinergiques du BF qui
projettent dans la BLA et a une sous-population d’interneurones cholinergiques du striatum (EI
Mestikawy et al., 2011). Les autres structures impliquées dans les mémoires aversives telles
que le cortex préfrontal et I’hippocampe ne seraient pas perturbées dans ce modele génétique.

Le striatum recevant des projections glutamatergiques du cortex, de I’hippocampe et de
I’amygdale basolatérale, n’émet aucune projection cholinergique, et les interneurones
cholinergiques qui le constituent sont sa seule source d’ACh.

D’aprés certaines études, la région ventrale du striatum serait importante dans les mémoires
aversives et en particulier dans I’extinction (Holtzman-Assif et al., 2010; Rodriguez-
Romaguera et al., 2012; Whittle et al., 2013). Une récente étude a mis en évidence 1’existence
d’un circuit BLA-NAC participant a la régulation des processus de memoires aversives. La
stimulation optogénétique des terminaisons glutamatergiques présynaptiques de la BLA dans
le NAc, aussi bien que I’administration de récompenses au cours de ’apprentissage d’extinction
entrainent une diminution du niveau de freezing au cours du rappel par la présentation du SC,
et une diminution du niveau de corticostérone plasmatique suggérant la réduction des états de
stress (Correia et al., 2016). Par ailleurs, la stimulation optogénétique de ce circuit augmente
’activité de I’IL, tandis que son couplage a une infusion de muscimol (un agoniste du GABA)
dans le NAc réduit ’activité de I’IL. Cela suggere que le circuit BLA-NAc projette vers I'IL
via les neurones de projection du NAc (Correia et al., 2016). D’apres notre hypothése, le
muscimol aurait ici ’effet inverse de celui observé par I’absence de VGLUT3 dans les
interneurones cholinergiques du NAc, a savoir une augmentation de 1’excitation des MSNs.
Cette augmentation de la stimulation des MSNs pourrait entrainer I’augmentation de 1’activité
des neurones principaux de I’IL par un systeme de déshinibition via leurs projections sur les
interneurones de I'IL. Ainsi, ’absence de VGLUT3 dans le striatum conduirait a une

augmentation de I’activation de la voie facilitant I’extinction. On pourrait alors supposer que
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les neurones glutamatergiques projettant dans le striatum pourrait étre des neurones d’extinction
favorisant la voie faisant intervenir I’'IL. En revanche, il ne semble pas y avoir de connexions
réciprogues du NAc vers la BLA (Correia et al., 2016).

Cette hypothese semble étre en désaccord avec les résultats observés chez les
VGLUT3MoChATCRE a3 présentent une diminution de leur performance dans I’apprentissage
d’extinction (via I’indice de progression).

Cependant, les interneurones cholinergiques VGLUT3 positifs ne sont pas les seuls

neurones ciblés par cette approche. L’autre population neuronale touchée chez ces animaux
pouvant potentiellement jouer un rdle dans I’établissement des mémoires aversives est la
population de neurones de projections cholinergiques VGLUT3 positifs du BF vers la BLA.
Des études ont montré que des Iésions des neurones de projections cholinergiques du BF vers
la BLA entrainent des perturbations du conditionnement de peur contextuelle (Power and
McGaugh, 2002). D’autre part, d’autres résultats ont mis en évidence que I’inactivation
optogénétique de ces projections entraine une diminution de 1’acquisition de la peur
conditionnée et de la mémoire élémentaire. En revanche, leur activation génere une resistance
a ’extinction (Jiang, 2016).
D’aprés I’hypothése émise pour les souris VGLUT3” dans le phénotype de facilitation
d’extinction, la perte de VGLUTS3 dans les neurones de projections VGLUTS3 positifs du BF
conduirait a une augmentation de la libération d’ACh dans la BLA. On s’attend alors a observer
une diminution de I’apprentissage d’extinction. En effet, le seul phénotype observé chez les
souris VGLUT3MoxChATCRE ast ne altération de la cinétique d’apprentissage d’extinction
visible via I’analyse de I’indice de progression, suggérant que le processus d’extinction est
Iégérement moins efficace.

Ainsi, il est possible que les deux voies impliquées dans les processus de mémoires
aversives interviennent : 1) la voie facilitant I’extinction par I’augmentation de la désinhibition
des neurones principaux de I’'IL via les projections GABergiques du NAc, et 2) celle des états
de haut niveau de peur a travers I’activation des neurones de peur par les projections du BF.
L’activation de ces deux voies régulant des processus mnésiques aversifs opposés pourrait
expliquer I’absence de phénotype observée pour les mémoires contextuelle et élémentaire et le
faible phénotype observé pour la mémoire d’extinction chez les souris VGLUT3flox-ChATCRE,

Il apparait que le NAc projette également mais de fagon plus modérée sur le PL (Correia et al.,
2016). Ces connexions pourraient favoriser la voie des états de haut niveau de peur et expliquer
la balance préférentielle mais faible vers une diminution de la mémoire d’extinction chez les

souris VGLUT3flox-ChATCRE
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L’absence de phénotype au sein de certaines lignées pourrait également s’expliquer par
la nécessité du recrutement de plusieurs sous-systémes. En effet, il se pourrait que I’invalidation
de VGLUT3 dans un sous-systeme ne soit pas suffisante pour perturber 1’efficacité des
processus comportementaux. Ainsi, pour voir I’effet de VGLUT3, 1’addition de 1’invalidation

de VGLUTS3 dans au moins deux sous-systémes pourrait s’avérer nécessaire.

D’autre part, on peut ¢également penser qu’il existerait des compensations
développementales de VGLUT3. En effet, le role présumé de VGLUT3 est un réle de
modulateur de la transmission neuronale. 1l est possible que de nouveaux mécanismes de
régulation et notamment des rétro-controles negatifs, se mettent en place ou bien que ceux deja
existants soient renforcés.

Etant donné que les VGLUTSs partagent un grand nombre de propriétés similaires, la question
de la présence d’un transporteur vésiculaire du glutamate autre que VGLUT3 dans les neurones
invalidés pourrait se poser. Il serait alors intéressant de veérifier la présence de VGLUT1 et
VGLUT2 dans les neurones ou la présence de VGLUT3 a été identifiée au sein de nos

différentes lignées.

Pour vérifier d’un point de vue comportemental si I’invalidation de VGLUT3 dans
chacun des sous-systemes n’affecte pas les phénotypes comportementaux étudiés, et étre plus
spécifique par le ciblage d’une population neuronale VGLUT3 positive précise, j’ai choisi

d’utiliser par la suite une stratégie d’injection virale.
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Etude Il : Caractérisation Comportementale

de VGLUT3 dans I'amygdale basolatérale

CHAPITRE Ill :
INVALIDATION SPECIFIQUE DE VGLUT3 DANS LES TERMINAISONS CHOLINERGIQUES
OU GABAERGIQUES DE L’AMYGDALE BASOLATERALE : IMPLICATION DANS LES
MEMOIRES EMOTIONNELLES

188



I/ Introduction

Afin de déterminer si I’absence de phénotype observée chez les souris invalidées pour
VGLUT3 par construction génétique est due a 1’approche utilisée et pour définir plus
spécifiquement le role de VGLUT3 dans différentes populations neuronales ciblées, j’ai choisi
d’opter pour une approche virale permettant de cibler I’invalidation de VGLUT3 dans un
premier temps dans les terminaisons GABAergiques et dans un deuxiéme temps dans les

terminaisons cholinergiques de I’amygdale basolatérale.

D’aprés ma caractérisation anatomique, la nature des neurones possédant VGLUT3
dans ’amygdale basolatérale est GABAergique. Ainsi, la premicre cible choisie pour les
injections virales a été la population d’interneurones GABAergiques VGLUT3 positives de

I’amygdale basolatérale (Figure 67).

AAV-Syn-2,9-CRE-GFP

Figure 67 : Schéma illustrant

vsig - P’invalidation de VGLUT3 dans les
BLA interneurones GABAergiques
: VGLUTS positifs de la BLA.
Ach Le virus AAV-Syn-2.9-CRE-GFP est injecté
VGt dans la BLA des souris VGLUT3flox/flox afin

d’invalider VGLUT3 dans les interneurones
GABAergiques VGLUT3 positifs.

D’autre part, la majorit¢é des terminaisons VGLUT3 positives de 1’amygdale
basolatérale sont cholinergiques selon mon étude anatomique. De plus, d’aprés 1’étude de
Nickerson Poulin, la majorité des neurones de projection cholinergiques VGLUT3 positif
proviennent du BF (Nickerson Poulin et al., 2006). Je me suis donc intéressée au réle de
VGLUTS3 dans ces neurones de projection cholinergiques en ciblant par injection virale le BF
(Figure 68).
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AAV-CMV-2.5-CRE-GFP

Figure 68 : Schéma

illustrant I’invalidation de vsmtno
VGLUTS3 dans les neurones =

cholinergiques VGLUT3

positifs de la BLA. Wolm

Le virus AAV-CMV-2.5-CRE-GFP

est injecté dans le BF des souris

VGLUT3foxflox afin d’invalider

VGLUT3 dans les neurones VGLUT3+
cholinergiques VGLUTS3 positifs.

Apreés avoir réalisé les mémes taches comportementales que celles précédemment
décrites pour la caractérisation des différentes lignées génétiques, j’ai effectué la vérification
anatomique des injections afin d’observer le pourcentage de diminution d’expression de

VGLUTS3 dans les zones d’intérét et valider mes résultats comportementaux.

1l/ Matériel et Méthodes

1.1/ Animaux

Les souris utilisées pour cette approche sont les souris de la lignée VGLUT3floxflox A
’aide d’un virus possédant la CRE, I’exon 2 de notre géne d’intérét VGLUT3 encadré par des
sites LoxP va étre excisé rendant la protéine VGLUT3 non fonctionnelle (Figure 69).

' \ Figure 69 : Schéma illustrant
Pinvalidation de VGLUT3 par
+ w— le systtme CRE-LOX.

Les souris invalidées pour VGLUT3 sont celles injectées avec le virus CRE-GFP, leurs

contrdles sont injectees avec le virus possédant uniquement la GFP.

190



1.2/ Etudes comportementales

Le nombre de souris utilisées pour chacun des tests comportementaux est de 24
(VGLUT3 flox:flox :AAV29-GFP =12 : \/GLUT3 flox/flox :AAV2.9-CRE-GFP n=12).
Pour le FC et I’extinction, le stimulus discret utilisé est le son.
L’ensemble des informations concernant les protocoles utilisés est détaillé dans le Matériel et
Méthodes Générales (cf pages 123-126).

111/ Résultats

1.1/ Invalidation de VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques de |'amygdale
basolatérale

I1.1.a) Validation des injections

Apres avoir testé différents virus et au regard des résultats publiés dans la littérature, le
virus AAV Syn-2.9 a été choisi pour inactiver VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques
VGLUTS3 positifs de I’amygdale basolatérale (Holehonnur et al., 2014).

Les injections ont été validées par immunoautoradiographie dirigée contre VGLUT3. Les
résultats de la quantification montrent que la diminution de I’expression de VGLUT3 est autour
de 30% dans ’amygdale basolatérale pour chacune des souris incluses dans les résultats des

tests comportementaux (Figure 70 ; données non présentées).

VGLUT3PoxMox:AAV2.9-GFP VGLUT3fow/flax AAV2.9.CRE GFP

Figure 70 : Souris VGLUT3flo¥floxjnjectées avec le virus AAV2.9-CRE-GFP ou AAV2.9-
GFP dans la BLA.
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I11.1.b) Activité locomotrice

L’activité locomotrice horizontale spontanée ainsi que I’activité verticale présentent une
difference significative entre les souris injectees avec le virus CRE-GFP et celles injectées avec
le virus GFP (Figure 71 A; F(1,24)=4,475, p=0,0450, ANOVA a mesures répétées, B ;
F(1,24)=7,485, p=0,0450, p=0,0115, ANOVA a mesures répétées).

A. Activité locomotrice horizontale VGLU T3fofox AAVZ. 8-GFF B. Activité locomotrice verticale

1500+ - VGLUTY ofox AWVZ B-ORE-GFP
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Figure 71 : Activité locomotrice spontanée chez les souris injectées dans la BLA.
Les activités locomotrices horizontale et verticale des souris VGLUT3Mo¥oxAAV29-CRE-GFP semblent plus
importantes que celles des souris VGLUT3flox/floxAAV2.9-GFP.

L’invalidation de VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques VGLUT3 positifs de
la BLA entraine une augmentation de I’activité locomotrice pendant la phase nocturne, avec un

rebond particulierement marqué en fin de nuit (autour de 6h du matin).

[l.1.c) Anxiété

Pour tester I’anxiété, les résultats issus du test de I’Open Field montrent que les souris
VGLUT3flowfloxAAV29-CRE-GFP nassent moins de temps dans la zone centrale, qui est la zone
anxiogene, par rapport a leurs contrdles (Figure 72 A ; p=0,0426, unpaired t test avec
correction de Welch) ce qui impliquerait que les souris VGLUT3flox/floxAAV2.9-CRE-GFP gont plus
anxieuses que les contréles.

Toutefois, les souris invalidées présentent moins d’inactivité que les controles dans la zone
centrale tout en parcourant la méme distance (Figure 72 A ; indice d’inactivité dans la zone
centrale : p=0,0003 , distance parcourue dans la zone centrale : p=0,7399, unpaired t test avec
correction de Welch). Cela suggere que les souris invalidées parcourent plus rapidement la zone
anxiogene que leurs contr6les. Dans la zone périphérique, on remarque que le temps passé et la

distance parcourue sont plus importants chez les souris VGLUT3M0¥/floxAAV2.9-CRE-GFP (Ejgure
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72 A ; temps passé dans la zone périphérique : p=0 ,0454, distance parcourue dans la zone
périphérique : p=0,0464, unpaired t test avec correction de Welch), et que I’indice d’inactivité
n’est pas différent (Figure 72 A ; indice d’inactivité dans la zone périphérique : p=0,0899,
unpaired t test avec correction de Welch), reflétant I’hyperlocomotion identifiée grace a
’actimétrie. L’ensemble de ces résultats en OF suggere que I’invalidation de VGLUT3 entraine
I’appararition d’un phénotype de type anxieux par 1’augmentation de la vitesse d’exploration
dans la zone anxiogéne.

Cependant, lorsque 1’on teste ces souris en EPM, on remarque que les souris invalidées
passent plus de temps dans cette zone anxiogene et entrent plus fréquemment dans les bras
ouverts (Figure 72 B ; %temps passé dans les bras ouverts, p=0,0063 ; %nombre d’entrées dans
les bras ouverts, p=0,0092, unpaired t test avec correction de Welch). La distance parcourue
dans les bras ouverts est également plus importante chez les souris VGLUT3floX/flox:AAV2.9-CRE-
GFP et I’indice d’inactivité n’est pas différent (Figure 72 B : distance parcourue dans les bras
ouverts : p=0,0121, indice d’inactivité dans les bras ouverts p=0,2826, unpaired t test avec
correction de Welch) ce qui signifierait que I’augmentation de temps passé dans les bras ouverts
n’est pas due a un comportement de freezing des souris. On observe également que le
comportement des deux groupes n’est pas différent dans les bras fermés (Figure 72 B ; %temps
passé distance parcourue dans les bras : p=0,1260, distance parcourue dans les bras fermés :
p=0,9649, indice d’inactivité dans les bras fermés, p=0,4382, unpaired t test avec correction de
Welch) montrant I’absence de phénotype hyperlocomoteur.

L’augmentation de la fréquentation et du temps passé dans les bras ouverts irait dans le sens

d’un phénotype de type anxieux diminué chez les animaux invalidés.
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Figure 72 : Etude du phénotype anxieux chez les souris invalidées pour VGLUT3 dans la

BLA.

A) Au cours du test de I’Open Field, la vitesse d’exploration dans la zone anxiogéne est augmentée chez les souris
VGLUTS3flox/flox AAV2.9-CRE-GFP - By T ors du test d’EPM, les souris invalidées montrent une fréquentation plus

importante de la zone anxiogene que leurs contréles.
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I1.1.d) Test du conditionnement de peur - FC

Les résultats de peur conditionnée sont présentés dans la Figure 73. En ce qui concerne
le jour du conditionnement, les souris montrent un apprentissage similaire avec cependant une
expression du comportement de peur plus forte chez les souris VGLUT3floXfloxAAV2.9-CRE-GFP
apres la premiere présentation son-choc (Figure 73 A ; F(1,24)=3,997, p=0,0570, ANOVA a
mesures répétées ; a 180 sec : t1(192)=0,6554, test de comparaison multiple de Sidak) laissant
penser que 1’association entre ces deux stimuli serait plus forte chez ces souris.

Toutefois, lorsque I’on analyse les mémoires aversives, on remarque que les souris
invalidées pour VGLUTS3 présentent un niveau de freezing plus faible que les souris contrdles
pour la mémoire contextuelle (Figure 73 B ; cinétique de gauche : F(1,24)=5,626, p=0,0261,
ANOVA a mesures répétées ; moyenne : p=0,0258, unpaired t test avec correction de Welch ;
histogramme de droite: de 0-180 sec : t(48)=2,566, de 180-360 sec : t(48)=1,410, test de
comparaison multiple de Sidak) et pour la mémoire élémentaire (Figure 73 C ; histogramme
de droite, présentation du son: t(48)=2,716, test de comparaison multiple de Sidak).
L’association son-choc est plus faible chez les souris invalidées que les souris contrdles (Figure
73 C ; histogramme de droite : VGLUT3M0XV0xAAV2.9-GFP - 1(24)=7 364, VGLUT3Mo¥floxAAV2.9-
CRE-GFP - 1(24)=3,091, test de comparaison multiple de Sidak).

D’autre part, lorsque 1’on compare par groupe I’exploration libre des trois premicres minutes
dans le test au contexte par raport a celles du test au contexte modifié, on s’apercoit que les
souris invalidées ne présentent pas de différence de freezing suggérant une défaillance dans
I’association du contexte au SI par rapport aux souris contrdles (Figure 73 D;
VGLUT3foWfloxAAV29-GFP - 1(24)=5,614, VGLUT3Mo¥loxAAV29-CRE-GFP - 4(24)=1 857, test de

comparaison multiple de Sidak).
D’apres ces résultats, I’invalidation de VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques

de la BLA entraine un déficit d’association contextuelle et une diminution de la mémoire

élémentaire.
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Figure 73 : Conditionnement de peur chez les souris invalidées pour VGLUT3 dans la

BLA.
A) La courbe d’apprentissage est similaire entre les deux groupes de souris. B-C) Les mémoires contextuelle et
élémentaire diminuent chez les souris VGLU T3flox/flox AAV2.9-CRE-GFP har rapport aux souris VGLUT3 floflox:AAv2.9-

CGFP | L association son-choc est moins forte pour les souris invalidées.
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Ill.1.e) Test d’Extinction de conditionnement de peur

Apres 8 jours d’extinction, on remarque que les deux groupes de souris présentent un
niveau de freezing identique aux alentours de 28% et proche du niveau basal attendu de 20%
(Figure 74 A-B). En revanche, on observe que les souris VGLUT3floX/flox-AAV2.9-CRE-GFP
n’arrivent pas atteindre le méme taux de freezing que les souris VGLUT3floX/flox-AAV2.9-GFP
méme apres 10 présentations du son-choc lors des premiéres présentations du son le jour 2
(Figure 74 B ; 1(168)=3,4009, test de comparaison multiple de Sidak).
Comme illustré sur la Figure 74 B, les souris controles VGLUT3floXflox-AAV2.9-GFP nrésentent
une courbe d’extinction attendue avec une diminution progressive du niveau de freezing suite
aux présentations successives du son (J2 vs. J8, t(144)=7,371, test de comparaison multiple de
Sidak), alors que les les souris VGLUT3flo/floxx-AAV2.9-CRE-GFP e présentent aucune évolution
significative de leur niveau de freezing (J2 vs. J8, t(144)=2,002, test de comparaison multiple
de Sidak).

Lorsque I’on teste le renouvellement de la peur (fear renewal) dans I’environnement du
conditionnement, on remarque que les souris invalidées pour VGLUT3 présentent un niveau de
freezing plus bas que les contrdles (Figure 74 D ; cinétique de gauche : F(1,24)=7,316,
p=0,0124, ANOVA a mesures repétees ; histogramme de droite : S1-S5 : t(48)=2,021, S6-S10 :
t(48)=2, 930, test de comparaison multiple de Sidak). Etant donné que ces animaux n’ont jamais
atteint le niveau du groupe contrdle, cette difference est trés certainement due a un déficit

associatif plus qu’a un déficit de rappel mnésique.

I1 est intéressant de noter que 1’expression du freezing lors de ’exploration libre de
I’environnement au cours des deux premieres minutes de tests (de J2 a J8, avant I’émission des
sons) n’est pas différent entre les deux groupe (Figure 74 C; F(1,14)=0,8285, p=0,3781,
ANOVA a mesures répétées) mais évolue au cours de 1’extinction (F(7,98)=3,254, p=0,0038,
ANOVA a mesures répétées). Lors du J15, le taux de freezing au contexte d’origine est
relativement haut (de I’ordre de 40% ; VGLUT3floX/flox-AAV29-GFP - (98)=3 557, VG L UT3flox/flox-
AAV2.9-CRE-GFP - 1(98)=2,154, test de comparaison multiple de Sidak) pour les deux groupes et ne
présente pas de différence significative entre les deux groupes de souris (t(112)=1,027, test de

comparaison multiple de Sidak).
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Figure 74 : Extinction de peur chez les souris injectées dans I’amygdale basolatérale.

A-B) L’apprentissage d’extinction ne semble pas avoir lieu chez les souris VGLUT3flofloxAAV2.9-CRE-GFP
contrairement au souris VGLUT3floxfloxAAV2.9-GFP B) | e rappel de la mémoire de peur dans le contexte original
du conditionnement est plus faible chez les souris VGLUT3M0VAoxAAV29-CRE-GFP C) | e niveau de freezing lors des
deux premiéres minutes d’exploration du jour 2-8 et lors du jour 15 n’est pas différent entre les souris controles et

mutantes.

L’invalidation de VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques de la BLA semble

réduire I’association permettant I’apprentissage d’extinction.
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1.2/ Invalidation spécifique de pour VGLUT3 dans les neurones cholinergiques
du basal forebrain

[1.2.a) Validation des injections

L’inactivation de VGLUT3 des neurones cholinergiques du basal forebrain a été réalisé

grace a I’injection du virus AAV-CMV 2.5 dans le basal forebrain (cf page 122).

Les injections ont été validées par immunoautoradiographie dirigée contre VGLUT3 (Figure
75). Les résultats de la quantification montrent que la diminution de I’expression de VGLUT3
est autour de 60% dans le basal forebrain pour chacune des souris incluses dans les résultats
des tests comportementaux (données non présentées), ce qui correspond au niveau
d’expression de VGLUT3 dans les terminaisons cholinergiques amygdaliennes (cf résultats

d’anatomie Etude I, Chapitre I1, page 136).

VGLUT3.‘|mjﬂqg;Mv) 5-GFP VGLUT3.‘Imﬂ\ax:M\I} S5-CRE-GFP
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Figure 75 : Souris VGLUT3Mofloxjnjectées avec le virus AAV2.5-CRE-GFP ou AAV2.5-
GFP dans le BF.

111.2.b) Activité locomotrice

Comme illustré sur la Figure 76, I’activité de locomotion spontanée horizontale (A) et
I’activité verticale (B) analysées ne sont pas significativement différentes entre les souris
VGLUT3Mlox-AAV25-CRE-GFP et |es souris VGLUT3M0x-AAV25-GFP (Eigure 76 A ; F(1,22)=0,1027,
p=0,7517, B : F(1,22)=0,1475, p=0,7046, ANOVA a mesures répétees).

L’invalidation de VGLUT3 dans les neurones cholinergiques de projection VGLUT3

positifs du BF ne perturbe pas I’activité locomotrice des animaux.
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Figure 76 : Activité locomotrice spontanée chez les souris injectées dans le BF testée en

actimétrie.
L’activité locomotrice horizontale entre les souris VGLUT3 flox/flox:AAV2.5-CRE-GFP ot \/G | T3flox/flox:AAV25-GFP oot
pas différente, tout comme 1’activité locomotrice verticale.

[1.2.c) Anxiété

Pour les tests d’anxiété, les résultats ne révelent aucune différence entre les deux
groupes de souris en OF (Figure 77 A ; temps passé dans la zone centrale : p=0,1890, distance
parcourue dans la zone centrale : p=0,0891, distance parcourie dans la zone périphérique :
p=0,2836, unpaired t test avec correction de Welch), et en EPM (Figure 77 B ; %nombre
d’entrées dans les bras ouverts : p=0,6887, %temps passé dans les bras ouverts : p=0,8117,

nombre total d’entrées : p=0,9283, unpaired t test avec correction de Welch).

L’inactivation de VGLUT3 dans les neurones cholinergiques VGLUT3 positifs du BF

n’affecte pas les phénotypes de type anxieux de ces souris.
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Figure 77 : Etude du phenotype anxieux chez les souris invalidées pour VGLUT3 dans le
BF.

L’invalidation de VGLUT3 dans le BF ne semble pas entrainer 1’apparition de phénotype de type anxieux chez
ces animaux en Open Field (A) et EPM (B).

I11.2.d) Test du conditionnement de peur - FC

Lors du paradigme de peur conditionné, les animaux présentent un apprentissage
similaire (Figure 78 A ; F(1,22)=0,0,03026, p=0,8635, ANOVA a mesures répétéees), toutefois,
les résultats des souris invalidées pour VGLUT3 montrent une augmentation significative du
taux de freezing lors du test au contexte (Figure 78 B ; histogramme de droite, p=0,0079,
unpaired t test avec correction de Welch) mais également au cours du test au contexte modifié
(Figure 78 C ; histogramme de droite : F(1,20)=5,673, p=0,0273, ANOVA a mesures répétées)

par rapport aux souris controles.
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Ainsi, cette invalidation de VGLUT3 dans les neurones cholinergiques VGLUT3 positif

du basal forebrain a pour conséquence d’augmenter les mémoires contextuelle et élémentaire

et ainsi potentialiser les processus d’apprentissage aversif.
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Figure 78 : Conditionnement de peur chez les souris invalidées pour VGLUT3 dans le BF.
A) La courbe d’apprentissage de conditionnement de peur est similaire entre les deux groupes de souris. B-C) Les
mémoires contextuelle et élémentaire sont plus fortes chez les souris VGLUT3M0VAxAAV25-CRE-GFP nar rapport a
leurs controles. L’association son-choc a bien eu lieu pour les deux groupes (p<0,0001, ANOVA a mesures

répétées).
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I1.2.e) Test d’Extinction de conditionnement de peur

La Figure 79 présente les résultats du test d’extinction. Nous constatons que les deux
groupes de souris présentent un apprentissage d’extinction avec un retour a un niveau basal de
freezing au jour 8 (Figure 79 A ; F(69,1518)=27,49, p<0,0001, ANOVA a mesures répétées).
Si I’on regarde plus attentivement les premiers jours (Figure 79 A-B), on s’apercoit que le
niveau de freezing des souris VGLUT3floXfloxAAV25-CRE-GFP raste plus haut que celui des souris
controles ce qui signifierait que I’apprentissage d’extinction nécessite plus de temps a
s’opérer chez les souris VGLUT3loXfloxAAV25-CRE-GFP g1 chez leurs contrdles (Figure 79 A ;
F(1,22)=5,991, p=0,0228, ANOVA a mesures répétées). L’analyse des données moyennées
par jour (Figure 79 B) met en évidence 1’évolution du freezing au cours du temps
(F(6,132)=87,43, p<0,0001, ANOVA a mesures répétées) ainsi qu’une différence
significative entre les deux groupes d’animaux (F(1,22)=5,991, p=0,0228, ANOVA a mesures
répétées). Le test post hoc révele un plus fort taux de freezing pour les souris invalidées
uniquement pour le J3 (t(154)=3,203, test de comparaison multiple de Sidak).

La mémoire au conditionnement initial n’est quant a elle pas impactée suite a cette
inactivation virale (F(1,22)=0,1968, p=0,6616, ANOVA a mesures répétées) comme nous
pouvons le conster sur la Figure 79 D. En revanche, il est intéressant de noter que lors du
conditionnement d’extinction (J2 a J8), ’expression du freezing lors de I’exploration de
I’environnement avant la présentation des chocs est significativement plus importante chez les
animaux injectés avec la CRE que chez leurs contréles (Figure 79 C ; F(1,22)=8,678,
p=0,0075, ANOVA a mesures répetées) et que celui-ci évolue au cours de I’extinction
(Figure 79 C ; F(7,154)=10,60, p<0,0001, ANOVA a mesures répétées). A J15, aucune
différence n’est observée entre les deux groupes (Figure 79 C ; t(176)=2,359, test de
comparaison multiple de Sidak) avec une tendance a une moyenne plus importante chez le
groupe CRE comme observée lors du test au contexte. La mémoire contextuelle liée a
’association au SI est réactivée chez les deux groupes de souris (Figure 79 C ; J8-J15:
VGLUT3flovfloxAAV2S-GFP - (154)=4,248, VGLUT3floX/flox AAV25-CRE-GFP - 1(154)=5 676, test de

comparaisons multiples de Sidak).

Ainsi, I’invalidation constitutive de VGLUT3 dans les neurones cholinergiques

VGLUT3 positif du basal forebrain semble ralentir le phénomene d’extinction de peur.
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Figure 79 : Extinction de peur chez les souris injectées dans le BF.
A-B) L’apprentissage d’extinction est plus lent chez les souris VGLUT3M0X/Mlox:AAV2 5-CRE-GFP nar rapport aux souris
VGLUT3flox/floxAAV25-GFP ) e rappel de la mémoire de peur dans le contexte original du conditionnement est le

méme chez les deux groupes. D) Le niveau de freezing lors des deux premiéres minutes d’exploration du jour 2-8
et lors du jour 15 n’est pas différent entre les souris controles et mutantes.
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IV/ Discussion

Avec cette approche virale, j’ai voulu étudier plus spécifiquement le réle joué par les
terminaisons VGLUT3 positives GABAergiques et cholinergiques lors de la mise en place de

mémoires émotionnelles.

Dans un premier temps, j’ai déterminé I’effet de ces invalidations sur la locomotion et
I’anxiété des animaux.
L’invalidation de VGLUT3 dans les interneurones GABA de la BLA entraine une
hyperlocomotion dans la fin de la phase nocturne. D’aprés notre hypothése, ce phénotype
pourrait étre di a P’altération des connexions existants entre la BLA et le striatum par
I’augmentation présumé de la transmission GABAergique via la perte de VGLUT3 dans la
BLA.
Chez les souris VGLUT3M0x-ChATCRE gt chez les souris VGLUT3”, une hyperlocomotion est
observeée pendant la phase nocturne conséquente a I’absence de VGLUT3 dans les
interneurones cholinergiques conduisant & 1’augmentation supposée de ’excitation des MSNS.
Il se pourrait qu’un autre type d’hyperlocomotion en fin de phase nocturne caractérise ces souris
invalidées dans la BLA. Ce phénotype pourrait étre induit par I’augmentation de la stimulation
des MSNs par des neurones principaux de la BLA qui pourraient étre déshinibées par les
interneurones GABA VGLUTS3 positifs.
D’autre part, les souris VGLUT3flox/floxAAV25-CRE-GFP nrésentent une augmentation de la vitesse
d’exploration en zone anxiogene dans le test de I’OF et une plus forte fréquentation des bras
ouverts lors du test de I’EPM suggérant que ce compartiment initiallement considéré comme
anxiogene, serait anxiolytique pour ces souris. Cela laisse penser a une augmentation de la prise
de risque chez ces animaux. Ces résultats obervés en OF et EPM semblent - de prime abord -
contradictoires. Toutefois, une étude a montré que des Iésions bilatérales de I’amygdale chez
les singes adultes entrainent une diminution de peur suite a la présentation de stimuli menacants
tel qu’un serpent. Ces mémes 1ésions realisées chez de jeunes singes déclenchent également
une diminution de peur face a un élément menacant, mais conduisent a une augmentation du
niveau de peur lorsque ces animaux sont placés dans un nouvel environnement social (Amaral,
2003). Selon le contexte anxiogéne, I’amygdale pourrait alors moduler les réponses associées
au stress et permettrait d’évaluer I’environnement et ses potentiels dangers par 1’intervention

du systeme GABAergique.
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Les souris invalidées pour VGLUT3 dans les neurones cholinergiques du BF ne
présentent pas de phénotype locomoteur et de type anxieux particulier. Ces neurones de

projection ne semblent pas intervenir dans ces types de comportements.

Par la suite, ’étude des mémoires émotionnelles a été réalisée et amene a un premier

constat : I‘invalidation de VGLUTS3 dans les interneurones GABAergiques VGLUT3 positifs
de la BLA ou celle dans les neurones cholinergiques VGLUTS3 positifs de projection du BF
perturbe les processus mneésiques aversifs.
En effet, chez les souris injectées dans la BLA, on observe une diminution des mémoires
aversives et une absence d’extinction. En revanche, les souris injectées dans le BF se
caractérisent par une augmentation des mémoires aversives de peur et d’extinction. Ainsi, ces
phénotypes semblent impliquer des processus partiellement opposés dans 1’établissement des
mémoires de peur.

D'autre part, les phenotypes décrits avec ces invalidations ciblées sont différents de ceux

obtenus chez les souris VGLUT3" et les modéles génétiques précédemment présentés.

Les souris invalidées pour VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques de la
BLA présentent une diminution des mémoires ¢lémentaire et contextuelle ainsi qu’une absence
d’extinction. Ces phénotypes ne sont retrouvés chez aucun autre modéle murin utilisé.
Etant donné que les courbes d’apprentissage sont similaires entre les souris injectées et les
souris controles, le faible niveau de freezing observé au cours des tests contextuel et élémentaire
ne semble pas di a un probléme lors de 1’acquisition de peur conditionnée.
Tout d’abord si I’on pousse un peu plus loin les analyses, en regardant uniquement les 3
premieres minutes du test au contexte afin de pouvoir ensuite les comparer aux 3 premieres
minutes du test au contexte modifié, on retrouve la différence significative entre les groupes et
un effet du temps (respectivement t(48)=2,482 et F(1,24)=26,79, p<0,0001 , ANOVA & mesures
répétées avec test de comparaison multiple de Sidak). Si I’on compare maintenant ces données
a celles obtenues lors de I’exploration dans le test au contexte modifié, on note que les souris
contrdles passent significativement plus de temps en freezing dans le contexte de
conditionnement que dans celui modifié (t(24)=5,614, test de comparaison multiple de Sidak)
alors que les souris injectées présentent le méme taux de freezing dans les deux cas
(t(24)=1,857, test de comparaison multiple de Sidak). Cette analyse nous permet de questionner

la validité du conditionnement au contexte effectué par les souris CRE.
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Cette diminution d’expression de peur peut alors s’expliquer par la faible activation des
neurones de peur de la BLA au cours du rappel des mémoires contextuelle et élémentaire.

En effet, le rappel fait intervenir les neurones de peur et leurs connexions avec le PL du CPFm
par la voie des états de haut niveau de peur (Duvarci and Pare, 2014; Senn et al., 2014; Vogel
etal., 2016).

L’augmentation de I’inhibition induite par la perte de VGLUT3 dans les interneurones
GABAergiques CCK-VGLUT3 positifs entrainerait une augmentation de la transmission
GABAergique qui pourrait induire une forte inhibition des neurones de peur.

Etonnement, les conséquences de cette diminution d’activité des neurones de peur ne sont pas
observées comportementalement chez les souris VGLUT3”". En effet, bien que 1’augmentation
inhibitrice s’exerce également sur ces mémes neurones chez les souris VGLUT3" par les
contacts synaptiques réalisés avec les interneurones GABAergiques CCK-VGLUT3 positifs,
de fortes afférences excitatrices provenant du BF et de I’hippocampe pourraient contrebalancer
I’inhibition GABAergique. Le renforcement de ces afférences pourrait étre conséquent a la
perte de VGLUTS3 dans les fibres cholinergiques de projection VGLUT3 positives du BF et
I’augmentation de la désinhibition des neurones principaux de 1’hippocampe (cf Discussion,
Etude 1, Chapitre I, sur les souris VGLUT3", page 155). Cela permettrait de maintenir un
niveau d’activité important des neurones de peur.

En revanche, les neurones de peur des souris injectées dans la BLA ne seraient pas soumis a
cette augmentation de la transmission cholinergique ni aux renforcements des connexions
hippocampiques mais uniquement a 1’augmentation de 1’inhibition.

Par ailleurs, une absence d’extinction est observée chez ces animaux. Une étude a mis
en évidence I’apparition de ce méme type de phénotype suite a I’infusion de muscimol, un
agoniste GABA dans la BLA conduisant a une augmentation de la transmission GABAergique
(Sierra-Mercado et al., 2011). D’apres notre hypothése, chez les souris invalidées dans la BLA,
la perte de VGLUTS3 entrainerait également une augmentation de la tranmission inhibitrice.
Cette variation d’inhibition pourrait alors étre a 1’origine de 1’apparition de ce phénotype. Cela
pourrait suggérer que les neurones d’extinction ne sont pas activés. En effet, il est possible que
le faible niveau d’activation des neurones de peur ne permette pas le switch entre le circuit
impliqué dans les états de haut niveau de peur vers celui de I’extinction. L’existence d’un seuil
d’activation des neurones de peur pourrait permettre la balance et le basculement vers la voie
facilitant I’extinction a travers la modulation des circuits locaux d’inhibition.

Si ’on reconsidére I’absence de phénotype comportemental observé chez les souris

VGLUTZ3Mox-VIAATCRE ot compte tenu de I’importance de I’implication des interneurones
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GABAergiques VGLUT3 positifs de la BLA mis en lumiére par la stratégie virale
d’invalidation de VGLUTS3 dans cette population neuronale, 1’explication de la mise en place

de compensations développementales serait favorisée.

Par ailleurs, lorsque I’on inactive VGLUT3 dans le neurones cholinergiques
VGLUTS3 positif du BF, on obtient presque exactement 1’effet miroir de 1’invalidation de
VGLUT3 dans I’amygdale basolatérale.

En effet, les souris injectées dans le BF afin d’invalider VGLUTS3 dans les projections
cholinergiques se caractérisent par une augmentation de leurs mémoires aversives contextuelle
et ¢lémentaire, ainsi qu’une résistance Inintiale a 1’extinction. Les seuls neurones
cholinergiques exprimant VGLUT3 dans le BF connus a ce jour projettent dans la BLA
(Nickerson Poulin et al., 2006). Ainsi, I’inactivation de VGLUT3 semble spécifique des
terminaisons cholinergiques VGLUT3 positives du BF dans la BLA. Cela suggére que les
phénotypes comportementaux observés sont conséquents a cette invalidation spécifique.

Des études récentes ont montré que 1’activation optogénétique des fibres cholinergiques
du BF projetant dans la BLA au cours du conditionnement entraine une résistance a I’ extinction
(Jiang, 2016). Cette activation suggere une augmentation de libération d’ACh dans la BLA
D’apres le role établi de VGLUT3, en réponse a un stimulus, la libération d’ ACh des neurones
VGLUT3 positifs sera ponctuellement plus importante puis trés rapidement inhibée par la
présence du feedback négatif médié par le glutamate (Fasano et al., 2017; Gras et al., 2008).
L’absence de VGLUTS3 aurait alors comme conséquence une augmentation de la durée de la
transmission cholinergique via la perte de ce feedback négatif, faisant aparaitre VGLUT3
comme un modulateur de la transmission cholinergique afin d’empécher des excitations trop
longues qui pourraient devenir excitotoxiques.

Les souris VGLUT3floXfloxAAV25-CRE-GFP ne possedent plus ce verrou de sécurité ce qui
entraine une transmission excessive d’ACh dans la BLA nous permettant de nous retrouver
dans une situation similaire —mais toutefois bien moindre- a I’activation optogénétique des
fibres cholinergiques du BF.

De plus, I’activation optogénétique de ces mémes projections induit une augmentation de la
transmission glutamatergique et de la LTP au sein de la BLA. D’autre part, 1’inhibition
optogénétique de ces projections entraine une diminution des mémoires élémentaire et
contextuel (Jiang, 2016). Chez les souris VGLUT3MoXoxAAV25-CRE-GFP |3 stimulation

persistante induite par I’ACh pourrait entrainer une augmentation de la transmission
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glutamatergique et de la LTP favorisant la consolidation des mémoires aversives et expliquant
I’augmentation des mémoires contextuelle et élémentaires.
D’autre part, D’apprentissage de peur conditionnée n’est pas perturbé par [’activation
optogénétique des fibres cholinergiques du BF (Jiang et al., 2016) tout comme par 1’inactivation
de VGLUTS3 dans les fibres cholinergiques du BF comme nous pouvons le constater sur la
Figure 78 A. L’augmentation des mémoires aversives suite au rappel serait conséquente a une
meilleure consolidation de la mémoire. Il est alors possible qu’une autre population neuronale
que les neurones de la LA (impliqués dans 1’acquisition de peur conditionnée) soient ciblés. En
effet, étant donné la forte expression de peur observée, il semble que les neurones de peur de la
BLA soient recrutés et établissent préférentiellement des connections avec les neurones
cholinergiques de projection du BF.
Par ailleurs, les projections cholinergiques mises en jeu proviennent du noyau basal de Meynert
(NBM) dans le BF. Les projections de ce noyau n’innervent pas que la BLA, mais également
le PL, structure du CPFm impliqué également dans le circuit d’expression de peur (Knox,
2016). On peut supposer alors qu’il existerait une connexion triangulaire NBM-BLA-PL
régulant les hauts niveaux de peur.
Un autre argument appuyant cette hypothése est 1’absence d’effet sur la mémoire d’extinction
lors de I’inhibition optogétique des fibres cholinergiques du BF projetant dans la BLA (Jiang
et al., 2016). En revanche, le blocage des mAChR et des nAChR dans la BLA entraine une
diminution du niveau de freezing pour les mémoires élémentaire et d’extinction (Jiang et al.,
2016). Cela suggére qu’il existe une autre population cholinergique de projection impliqué plus
particuliérement dans le processus d’extinction qui cible les neurones d’extinction de la BLA.
Ainsi, les projections cholinergiques VGLUT3 positives provenant du BF favoriserait la voie
d’expression de peur a travers ’activation des neurones de peur de la BLA entrainant une
augmentation des mémoires aversives et une résistance a 1’extinction, alors qu’une autre
population seraient préférentiellement en contact avec les neurones d’extinction de la BLA
facilitant I’extinction. Ces interprétations sont en accord avec 1’hypothése émise pour les souris
VGLUT3" concernant le role des projections cholinergiques VGLUTS3 positives du BF dans la
BLA.

VGLUT3 au sein des projections cholinergiques du BF aurait un réle modulateur dans
la transmission ACh afin d’éviter une sur-stimulation des neurones de la BLA impliqués dans

le circuit d’expression de peur faisant intervenir le NBM, la BLA et le PL.
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Points Importants :

Etude Il : Caractérisation Comportementale
de VGLUT3 dans I’amygdale basolatérale

Résultats :

> L’inactivation constitutive de VGLUT3 dans le SNC : les souris VGLUT3"
= Généralisation contextuelle
= Mémoire contextuelle plus stable

= Facilitation de I’extinction.

> L’inactivation constitutive de VGLUT3 dans les neurones sérotoninergiques,

GABAergiques ou cholinergiques : les souris VGLUT30x-SERTCRE, flox-VIAATCRE, ou flox-
ChATCRE

= Mémoires contextuelle et élementaire non perturbées

= Extinction globalement non perturbée, avec cependant un ralentissement de la

cinétique d’extinction chez les souris VGLUT3M0x-ChATCRE

» L’inactivation locale de VGLUTS3 dans les interneurones GABAergiques de la BLA :
les souris VGLUT3floxfloxAAV2.9

= Mémoires contextuelle et élémentaire défaillantes/altérées

= Absence d’extinction.

» L’inactivation locale de VGLUT3 dans les neurones de projection cholinergiques
VGLUTS positifs du BF : les souris VGLUT3/o¥/floxAAV2S
= Mémoires contextuelle et élémentaire augmentées

= Résistance initiale a ’extinction.

Discussion :

» VGLUT3 permettrait de réguler les voies des états de haut niveau de peur et d’extinction

a travers sa présence dans les circuits locaux d’inhibition et les différentes afférences de

la BLA.
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DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALES
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Les travaux menés au cours de ma thése m’ont permis d’obtenir un certain nombre de
résultats permettant d’approfondir le réle de VGLUT3 et d’explorer son implication dans les
processus aversifs et en particulier dans les mémoires de peur conditionnée a travers la
caractérisation anatomique des neurones et des terminaisons exprimant VGLUT3, et I’étude
comportementale des différents phénotypes conséquent a la perte de VGLUT3 dans des régions

définies.

La premiére partie de mon étude portant sur la détermination de la nature des neurones
et terminaisons VGLUT3 positives a permis de mieux définir anatomiquement la place de
VGLUTS.

Il apparait que VGLUT3 est exprimé uniquement dans une sous-population
d’interneurones GABAergiques de la BLA. Cette population représente moins de 10% de la
population GABAergique totale dans la BLA. Ces interneurones sont des interneurones « en
panier » GABA-VGLUTS3 et CCK positifs. Une autre étude confirme ces résultats et montrent
que ces neurones expriment également les récepteurs CB1 (Omiya et al., 2015).

Le role principal de VGLUT3 identifié est celui I’impliquant dans la synergie
vésiculaire. En effet, il a été montré que le glutamate libéré par la présence de VGLUT3 sur les
V'S permet de potentialiser I’accumulation du NT principal du neurone (Amilhon et al., 2010;
Gras et al., 2002).

Toutefois, cette action ne semble pas la seule attribuée a VGLUT3. En effet, des
récepteurs métabotropiques de type I11 au glutamate sont exprimés a la surface de la membrane
présynaptique. La fixation du glutamate a ces récepteurs entraine 1’inhibition du relargage des
NT conférant 8 VGLUT3 une action modulatrice sur la transmission chimique par 1’existence
de ce rétrocontrdle inhibiteur (Fasano et al., 2017).

D’autre part, un autre systeme de régulation a été mis en évidence par la présence de
CCK et des récepteurs CB1 dans les interneurones GABAergiques VGLUT3 positifs. En effet,
la libération de CCK et du glutamate, via leur fixation sur leurs récepteurs respectifs présents
sur 1’élément postsynaptique, CCK2R et mGIluR5 va entrainer 1’augmentation de la synthése
de 2-AG, I’endocannabinoide majeur synthétisé par I’enzyme DGLa. Le 2-AG va alors se fixer
au récepteur CB1 présynaptique conduisant a I’inhibition de la libération des NT (Omiya et al.,
2015).

Ainsi, suite a ’arrivée d’un stimulus, VGLUT3 va permettre I’augmentation de la
libération de NT dans la fente synaptique de fagon transitoire avant 1’action des deux

rétrocontréles inhibiteurs (Figure 80).
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Si I’on consideére alors le cas d’une synapse GABAergique ayant perdu VGLUT3, on
s’attend a la perte de la potentialisation de 1’accumulation des NT entrainant une diminution de
la quantité de NT libéré par vésicule fusionnée a la membrane. Néanmoins, étant donné que les
rétrocontrdles négatifs n’entrent plus en jeu, la libération finale de GABA serait plus importante
sur une fenétre temporelle plus longue (Fasano et al., 2017). Dans le contexte du réseau
amygdalien, VGLUTS3 serait un acteur important des circuits locaux d’inhibition permettant de

réguler et moduler la transmission GABAergique.

/' 2-AG
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® CcK . CCK2R

Figure 80 : Schéma de la synapse GABAergique VGLUT3 positive dans la BLA.

La fléche rouge correspond au rétrocontrole exercé par le glutamate sur la libération des NT de 1I’élément
présynaptique. Les fleches noires représentent la voie impliquée dans le rétrocontrole mené par les
endocannabinoides.

D’autre part, les terminaisons VGLUT3 positives présentes dans la BLA semblent étre
de natures différentes : GABAergiques, sérotoninergiques et cholinergiques. 1l apparait que la
majorité des terminaisons VGLUT3 positives sont cholinergiques et proviendraient du BF
(Nickerson Poulin et al., 2006). Les projections sérotoninergiques de la BLA seraient issues
majoritairement du raphé dorsal et de facon plus éparse du noyau médian (Abrams et al., 2004;
Jacobs et al., 1978; Vertes, 2004). Quant aux terminaisons GABAergiques, les seuls neurones

GABAergiques identifiés aujourd’hui comme projetant dans la BLA sont les interneurones
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localisés dans la capsule externe, les ICML (Marowsky et al., 2005). Ces interneurones étant
exclusivement GABAergiques, cela suggere que les terminaisons GABAergiques VGLUT3
positives correspondent a I’arborisation axonale des 10% d’interneurones « en panier » GABA-
VGLUT3-CCK-CB1 positifs.

Il existe ainsi une source endogeéne (interneurones GABAergiques) et deux sources
exogenes (neurones de projection 5HT et ACh) de VGLUT3 dans la BLA.

D’un point de vue fonctionnel, tout comme les interneurones GABA-VGLUT3-CCK-
CBI1 positifs, I’absence de VGLUT3 pourrait amener a une augmentation de la libération d’ACh
et de 5-HT par la perte du rétrocontréle négatif réalise par les récepteurs présynaptiques du
glutamate dans les terminaisons ACh et 5-HT.

La aussi, VGLUT3 pourrait étre un modulateur de 1’excitation des neurones principaux
de laBLA atravers la régulation de la libération des NT provenant des afférences de I’amygdale
basolatérale.

Cette hypothése pourrait étre vérifiée en effectuant des expériences d’électrophysiologie. On
pourrait, par exemple, par la technique de patch-clamp, mesurer ’amplitude et la fréquence des
mIPSCs dans la BLA suite au blocage des PA par le TTX, ou bien par le blocage des récepteurs
ionotropiques AMPA/Kainate par le DNQX, et celui des récepteurs métabotropiques NMDA

avec I’AP-5. A cela, I’analyse des mIPSCs évoqués peut étre ajoutée.

La deuxieme partie de mon travail a consisté a définir le réle de VGLUT3 dans les
processus mnésiques associés a la peur conditionnée. Pour ce faire, mon premier modele
d’étude porte sur I’inactivation constitutive de VGLUT3 dans tous les neurones VGLUT3
positifs a travers les souris VGLUT3". Trois phénotypes comportementaux majeurs sont
observés : 1/ une généralisation contextuelle, 2/ une mémoire contextuelle plus stable, et 3/ une

facilitation de 1’extinction.

La généralisation au contexte qui correspond a une défaillance de discrimination entre
un environnement neutre et un environnement associé a une valence aversive, fait
principalement intervenir deux structures : le noyau basomédial de la BLA (BMA), et
I’hippocampe dorsal (Ehrlich et al., 2009; Lee et al., 2013).

En effet, le noyau basomédial joue un role essentiel dans la différenciation des
environnements. Il recoit des afférences provenant du CPF médio-ventrale (comprenant la
région IL) qui favorise I’extinction. De plus, son activation entraine une diminution des niveaux

de freezing et d’anxiété (Adhikari et al., 2015). On peut alors supposer que I’augmentation de
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I’inhibition des neurones principaux du BMA est impliquée dans I’altération des circuits
menant a la généralisation contextuelle.

Par ailleurs, I’hippocampe dorsal est un acteur majeur dans la séparation de pattern et la
discrimination de différents contextes spatiaux a travers la formation d’ensembles de neurones
distincts répondant et représentant des contextes spécifiques (Frankland et al., 1998; Guzowski
et al., 2004). 1l a été montré que des Iésions des fibres cholinergiques du BF projetant dans
I’hippocampe dorsal entraine une généralisation contextuelle (Knox and Keller, 2016). Cela
suggere que I’activité des neurones principaux est diminuée par I’inhibition de la transmission
cholinergique dans I’hippocampe dorsal.

Il semble ainsi que I’altération de ’activité des neurones principaux de la BMA et de
I’hippocampe dorsal par la diminution de leur excitation est impliquée dans le processus de
généralisation de la mémoire contextuelle (Figure 81). Cette altération pourrait étre causée par
des contacts synaptiques formés par les interneurones GABAergiques VGLUT3 positifs
présents dans la BMA et I’hippocampe sur les neurones principaux (Fasano et al., 2017). Ainsi,
I’augmentation massive de GABA dans la BMA et I’hippocampe conséquente a la perte de
VGLUT3 entrainerait I’inactivation des neurones pyramidaux. Ces défaillances d’activité
pourraient perturbées les potentielles connexions entre I’hippocampe dorsal et ’amygdale
établies au cours du conditionnement de peur.

Cependant, cette interprétation concernant la présence d’une généralisation contextuelle
peut étre discutée. En effet, lors des trois premicres minutes d’exploration au cours du test au
contexte modifié, on remarque que le niveau de freezing est important chez les souris VGLUT3
- par rapport a celui de leurs contrdles. Ce freezing pourrait refléter :

1) le taux de freezing de base tel observé dans le contexte de conditionnement lors des premiers
jours d’habituation, ce comportement pourrait alors s’apparenter a une forme de néophobie,

2) ou bien une généralisation au contexte.

Avec les données actuelles, il est difficile de conclure. Pour avoir une idée plus claire du
phénomeéne existant, il faudrait habituer également les animaux au contexte modifié. Cela
permettra de voir si les souris VGLUT3” atteignent le méme niveau de frezzing au cours des
deux premiéres minutes d’exploration lors du test au contexte modifié¢ que leurs contréles, ou
bien si elles genéralisent. Un autre point important réside dans I’utilisation du stimulus
lumineux comme SC qui conduit & un conditionnement faible. Les variations de freezing sont
moins importantes, ce qui complexifie les interpretations.

Ainsi, notre hypothése portant sur la généralisation au contexte peut étre développée et

approfondie par l’utilisation d’autres paradigmes comportementaux, dont notamment celui
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utilisé par Kaouane et ses collaborateurs portant sur la composante amnésique du TSPT (cf
Introduction V.2), page 104; Kaouane et al., 2012). En effet, la généralisation contextuelle étant
un phénotype observé dans ce type de trouble anxieux, cela nous permettrait de mieux définir

les comportements mesurés.

Par ailleurs, les souris VGLUT3”- montrent une mémoire contextuelle plus stable. Ce
processus mnésique fait également intervenir I’amygdale et I’hippocampe dorsale (Davis et al.,
2007; Kenney et al., 2012; Rogers and Kesner, 2004). Cette augmentation mnésique pourrait
étre due a une augmentation de 1’activation des neurones de peur de la BLA qui projettent dans
la région PL du CPFm impliquée dans les états de haut niveau de peur (Ehrlich et al., 2009;
Herry et al., 2008; Lee et al., 2013; Senn et al., 2014; Vogel et al., 2016). L’activité plus
importante des neurones de peur pourrait étre induite par le renforcement d’afférences
provenant de structures extérieures, et notamment du BF et de I’hippocampe dorsale.

En effet, I’inactivation de VGLUT3 par I’approche virale dans les neurones de projection
cholinergiques du BF entraine une résistance a I’extinction et une augmentation des mémoires
contextuelle et élémentaire. L’activation optogénétique des fibres cholinergiques du BF
projettant dans la BLA conduit également a une résistance a ’extinction et a une augmentation
de la transmission glutamatergique dans la BLA (Jiang et al., 2016). Ainsi, la perte de VGLUT3
dans les projections cholinergiques du BF des souris VGLUT3” pourrait augmenter ’excitation
des neurones de peur facilitant les réponses de peur. Cette hypothése pourrait étre vérifiée par
I'utilisation de la technique in vivo d’optogénétique. Dans le contexte de peur conditionnée, la
stimulation ou I’inhibition des terminaisons cholinergiques VGLUT3 positives projettant dans
la BLA avec ou sans la présence de VGLUT3 permettraient d’une part, de voir les
comportements de peur résultants, et d’autre part d’enregister I’activité des neurones principaux

de la BLA.

Par ailleurs, les projections cholinergiques du BF mises en jeu proviennent du noyau
basal de Meynert (NBM) qui n’innervent pas que la BLA. En effet, les fibres cholinergiques du
NBM projettent également vers le PL (Knox, 2016). Il pourrait alors exister alors une connexion
triangulaire NBM-BLA-PL régulant les hauts niveaux de peur (Figure 81).

En ce qui concerne I’hippocampe dorsal, les neurones principaux de 1’hippocampe

dorsal pourraient étre plus fortement activées en raison de la plus forte désinhibition générée
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par I’absence de VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques CCK-VGLUT3 positifs
présents dans 1”’hippocampe (El Mestikawy et al., 2011).

Ainsi, I’apparition d’une mémoire contextuelle plus importante et stable serait due a
I’augmentation de I’activation des neurones de peur impliqués dans la voie des états de haut

niveau de peur conséquente a I’augmentation de la transmission GABAergique générée par

I’absence de VGLUT3.

Les souris VGLUT3"- semblent présenter une meilleure mémoire d’extinction.

Des ¢études ont mis en évidence que I’apprentissage d’extinction s’accompagne d’une
augmentation de I’inhibition locale dans la BLA (Ehrlich et al., 2009). Chez nos souris
VGLUT3”, ’augmentation excessive de I’inhibition GABAergique par la perte de VGLUT3
dans les interneurones GABAergiques CCK-VGLUTS3 positifs stimulerait fortement la voie
impliquée dans I’extinction a travers les connexions entre les neurones d’extinction et les
neurones principaux de I’IL entrainant la facilitation de 1’extinction. Elle pourrait alors entrainer
I’augmentation de I’activation des neurones d’extinction, et participer au switch entre 1’activité
des neurones de peur vers celle des neurones d’extinction (Herry et al., 2008).

Cette activation de neurones d’extinction pourrait passer par leur désinhibition. En effet,

des systemes de désinhibition des neurones principaux de la BLA ont déja été identifies faisant
intervenir les interneurones PV et SOM (Wolff et al., 2014). Ainsi, une forte désinhibition des
neurones d’extinction pourrait s’opérer a travers 1’inhibition des interneurones projetant sur ces
neurones d’extinction par les interneurones GABA-CCK-VGLUTS3. Les neurones d’extinction
peuvent alors activer la région IL du CPFm.
De plus, une étude a mis en évidence que la stimulation des afférences du CPFm projetant vers
la BLA, induit une inhibition des cellules principales probablement par [I’activation
d’interneurones GABAergiques (Rosenkranz and Grace, 2002b). On peut alors supposer que
les neurones principaux de I’IL activent en retour les interneurones GABA-CCK-VGLUT3 de
la BLA qui vont fortement inhiber les neurones de peur par ’augmentation de la transmission
GABAergique due a I’absence de VGLUT3 et ainsi favoriser la voie de 1’extinction (Figure
81).

Par ailleurs les résultats obtenus par 1’invalidation de VGLUT3 dans les interneurones
GABAergiques VGLUTS3 positifs dans le BLA vont dans le méme sens. En effet, on observe
une diminution des mémoires contextuelle et elémentaire. Cette diminution pourrait expliquer
I’augmentation de I’inhibition GABAergique induite par la perte de VGLUT3 conduisant a une

forte inhibition des neurones de peur.
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Toutefois, cette diminution d’activité des neurones de peur n’est pas retrouvée chez les
souris VGLUT3” qui compenserait I’augmentation de [Dinhibition GABergique par
I’augmentation de I’excitation neuronale dans la BLA via les afférences extérieures du BF et

de I’hippocampe.

D’autre part, un autre circuit impliqué dans le processus d’extinction a été mis en

évidence a travers les souris invalidées pour VGLUT3 dans le systeme cholinergique. La
stimulation optogénétique des terminaisons glutamatergiques presynaptiques de la BLA
projettant dans le NAc entraine une augmentation de ’activité de I’IL. En revanche, cette méme
stimulation couplée a une infusion de muscimol dans le NAc conduit & une diminution de
I’actvité¢ de I’IL suggérant que les connexions avec I’IL s’établissent par I’intermédiaire des
projections striatales (Correia et al., 2016). 1l se pourrait alors que le circuit BLA-NAc favorise
le phénomeéne d’extinction par la déshinibition des neurones principaux de I’IL via les
projections GABAergiques des MSNs sur les interneurones de I’'IL. On pourrait également
supposer que les projections glutamatergiques de la BLA vers le NAc proviendraient des
neurones d’extinction facilitant la voie impliquant I’'IL (Figure 81).
L’absence de VGLUT3 chez les souris VGLUT3M0xChATCRE entrainerait a 1’inverse du
muscimol une augmentation de la stimulation des MSNs projettant dans I'IL favorisant
I’apprentissage d’extinction. Cette voie serait un argument suplémentaire pour justifier la
facilitation de I’extinction observée chez nos souris VGLUT3™,

Ainsi, a travers ce réseau, la réalisation du switch entre 1’activité des neurones de peur
et d’extinction pourrait é&tre observée conduisant a I’observation des phénotypes

comportementaux chez nos différentes lignées et particuliérement chez les souris VGLUT3™-.

En somme, VGLUT3 semble jouer un réle clé dans la régulation des processus
mnésiques associés aux meémoires de peur au sein du réseau amygdalien.
En effet, au sein de la terminaison synaptique, VGLUT3 régulerait la quantité de NT accumulés
dans les VS par la synergie vésiculaire, mais il permettrait également de moduler le nombre de
vésicules destinées a fusionner avec la membrane plasmique a travers les rétrocontréles négatifs
direct permis par la fixation du glutamate libéré sur leurs récepteurs métabotropiques
présynaptiques, mais aussi indirect par la mise en jeu des récepteurs CB1. Il participerait ainsi
a la régulation de I’excitation des neurones principaux de la BLA en évitant I’apparition

d’excitations excitotoxiques.
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Figure 81 : Modele des mécanismes de la voie de la peur et de la voie d’extinction.
Les fleches et segments rouges illustrent la voie des états de haut niveau de peur. Les connexions en vert
représentent la voie facilitant I’extinction, tandis que celles en noir correspondent aux liens établis entre les
structures impliquées dans la généralisation contextuelle. Le sens des fleches représente la direction des
projections. Les segments sans téte de fleche symbolisent des connexions réciproques entre les régions
cérébrales.

D’autre part, son action est largement étendue a travers son expression dans les
différents sous-systemes, et notamment dans les interneurones GABAergiques de la BLA. En
effet, sa présence au sein de ces interneurones lui confére un réle important dans les circuits
locaux d’inhibition contrélant et régulant I’activité des neurones de peur et d’extinction
impliqués dans les mémoires aversives de la peur conditionnée.

Des altérations de VGLUT3 semblent pouvoir mener a des symptémes caractéristiques
du trouble de stress post-traumatique. Des études plus approfondies sur ces phénotypes
permettrait de mieux comprendre le role de VGLUT3 dans le TSPT et ainsi de développer une

nouvelle voie d’approche dans le traitement thérapeutique de cette pathologie.
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CHABBAH Nida — Thése de doctorat - 2017
Résumé :

Le trouble de stress post-traumatique (TSPT) est un trouble de type anxieux se déclenchant
généralement suite a une expérience traumatisante. Des structures cérébrales telles que le cortex
préfrontal, I"hippocampe ou encore I’amygdale, appartenant au réseau impliqué dans 1’apprentissage et
les mémoires émotionnelles, sont particulierement altérées. Ce réseau étant extrémement bien conservé
au cours de I’évolution, la mise en place et le maintien des mémaoires aversives peut étre étudiés chez le
rongeur par un paradigme pavlovien de peur conditionnée. Notre équipe a identifié une forte expression
du transporteur vésiculaire du glutamate, VGLUT3 dans I’amygdale basolatérale (BLA). VGLUTS3,
comme les autres transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUTS), permet I’internalisation du
glutamate dans les vésicules synaptiques. Il se distingue des autres VGLUTS par sa distribution et ses
fonctions atypiques.

Mes travaux de recherche nous ont permis d’identifier les populations neuronales exprimant
VGLUT3 dans la BLA, et de définir son rdle dans les processus de mémoires aversives.

La caractérisation anatomique a révélé que : 1/ VGLUTS3 est uniquement présent dans une sous-
population d’interneurones GABAergiques de la BLA, et 2/ VGLUTS3 est exprimé dans les terminaisons
cholinergiques et sérotoninergiques de la BLA, permettant d’identifier deux populations de neurones de
projections possédant VGLUT3. L’étude du role fonctionnel de VGLUTS3 a été réalisé par ’utilisation
d’une approche génétique couplée a une approche virale pour invalider VGLUT3 dans les terminaisons
GABAergiques, sérotoninergiques ou bien cholinergiques. Les souris présentant une inactivation
constitutive de VGLUT3 montrent une généralisation au contexte et une extinction rapide.
L’inactivation spécifique de VGLUT3 dans la BLA ou dans le cerveau antérieur basal — site d’origine
des neurones de projections cholinergiques vers la BLA perturbent également les mémaoires aversives,
soulignant le role spécifique de VGLUT3 dans les réponses modulant la peur a travers sa présence dans
I’amygdale basolatérale.

Ces nouvelles données permettront de mieux comprendre le fonctionnement et le role de
VGLUT3 dans les mémoires émotionnelles, et d’explorer son éventuelle implication dans des troubles
de I’anxiété tel le TSPT.

Mots clés : VGLUT3, amygdale, mémoires aversives, peur conditionnée, TSPT.

STUDY OF AN ATYPICAL VESICULAR GLUTAMATE TRANSPORTER TYPE 3 (VGLUT?3)
IN THE AMYGDALAR NETWORK AND PARTICULARLY IN ACQUIRED FEAR.
Abstract :

Post-Traumatic Stress Disorder (PTSD) is an anxiety-like disorder usually triggered by a
traumatic experience. Brain structures such as the prefrontal cortex, the hippocampus or the amygdala
belonging to the learning and emotional memories network, are particularly affected. As this network is
extremely well conserved during evolution, acquisition and consolidation of aversive memories can be
studied by a Pavlovian fear conditioning paradigm in rodents. Our team has identified a strong
expression of the vesicular glutamate transporter, VGLUT3 in the basolateral amygdala (BLA).
VGLUT3 allows, like all vesicular transporters, neurotransmitter internalization, here the glutamate in
synaptic vesicles. VGLUT3 is atypical because of its distribution and its functions.

The aim of my work is to identify the neuronal population expressing VGLUT3 in the amygdala
as well as its role in processing aversive memories.

The anatomical characterisation revealed: 1/ VGLUT3 mRNA in BLA GABAergic
interneurons, 2/ VGLUTS3 protein in cholinergic and serotoninergic terminals in the BLA, identifying
two populations of projecting neurons expressing VGLUT3. To decipher the functional role of
VGLUT3, we used viral and genetic approaches to ablate VGLUT3 either in GABAergic, serotoninergic
or cholinergic terminals. Mice lacking VGLUTS3 constitutively show contextual generalization and rapid
extinction. Specific inactivation of VGLUT3 in BLA impairs aversive memories, shedding light on a
specific role of VGLUTS3 in modulating fear responses through its presence in BLA interneurons.

These new data will be discussed in the context of PTSD and would open a new direction for
the development of therapeutic treatment.

Keywords : VGLUT3, amygdala, aversive memories, fear conditioning, PTSD.



