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SOMMAIRE

La capacité des neurones a modifier leur structure et quelques fois leurs fonctions en
réponse aux modifications de I'environnement se nomme la plasticité neuronale. Celle-ci
représenterait I'étape commune de l'apparition des phénomeénes physiologiques
d'apprentissage et de mémorisation ainsi que le développement de diverses conditions
neuropathologiques, telle I'épilepsie. L'étude des mécanismes cellulaires et moléculaires de
cette plasticité pathologique qu'est 1'épilepsie fait I'objet de recherches intensives depuis
maintes décennies. L'état épileptique est caractéris€ par l'apparition de "pétarades"
neuronales correspondant a des décharges paroxystiques et synchronisées de plusieurs
cellules nerveuses démontrant la présence d'irrégularités morphologiques et
électrophysiologiques. Les décharges épileptiques qui proviennent de ces structures
neuronales peuvent se répandre sur l'ensemble des structures corticales provoquant
I'apparition de crises épileptiques généralisées. Il est admis aujourd'hui que I'hippocampe
possede un pouvoir intrinseéque a réduire la propagation des décharges €pileptiques. De ce
fait, en étudiant les altérations électrophysiologiques et biochimiques de I'hippocampe chez
les modeles animaux susceptibles au développement de I'épilepsie, nous espérons découvrir
a l'échelle moléculaire les causes de ce processus pathologique chez 'humain. Le
phénomene de la potentialisation a long terme (PLT) de la transmission synaptique de
I'hippocampe constitue un modele électrophysiologique d'augmentation de la fonction
excitatrice des neurones glutamatergiques. Les mécanismes cellulaires d'induction de la PLT
furent proposés comme €tant similaire a ceux sous-jacents au développement des processus
épileptiques. Or, l'apparition et le maintien de diverses conditions physiologiques et

pathologiques de plasticité neuronale, telles la PLT et I'épilepsie, sont attribuables a
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I'activation des récepteurs glutamatergiques. On distingue deux grands groupes de
récepteurs glutamatergiques: les récepteurs NMDA et non-NMDA selon leur sensibilité a
l'action de l'agoniste N-méthyl-D-aspartate. Il est admis que l'induction de la PLT
hippocampique repose principalement sur I'activation du récepteur NMDA alors qu'une
altération permanente (possiblement via l'action de phospholipases endogenes) des
récepteurs non-NMDA sensibles a I'acide a-amino-3-hydroxy-méthyl-4-isoxalone
propionate ( récepteurs AMPA) semble constituer I'étape critique responsable du maintien de
cette plasticité hippocampique. Nous étudirons les processus €lectrophysiologiques
d'induction et de maintien de la PLT chez des souris sensibles au développement de
I'épilepsie de type audiogene. Nous nous limiterons ici a I'étude de la PLT hippocampique
induite suite a une stimulation tétanique de la voie glutamatergique excitatrice des afférences
Schaeffer-commissurales et a I'étude des propriétés de régulation des récepteurs AMPA par
une phospholipase A2 exogene (PLA2) dans diverses régions télencéphaliques. Une étude
électrophysiologique nous permet de démontrer qu'une hausse marquée de la capacité des
neurones glutamatergiques a exprimer la PLT survient dans la région CA1 de I'hippocampe
chez les souris DBA. Une analyse détaillée des caractéristiques fonctionnelles des neurones
au glutamate révele que l'augmentation de I'efficacité des synapses n'est pas attribuable a
une modification de la reldiche du neurotransmetteur ni a une hausse de la réponse
glutamatergique assurée par les récepteurs NMDA, mais résulte plutdt d'une perturbation des
processus biochimiques responsables du maintien de cette plasticité synaptique. A cet égard,
nous rapportons une augmentation de la capacité d'une PLA2 a moduler I'affinité des
récepteurs AMPA chez les souris DBA. Cette modulation accrue des récepteurs AMPA par la
PLA2 semble spécifique aux régions CA3 et CAl de I'hippocampe. Les modifications des

caractéristiques €lectrophysiologiques et biochimiques de la fonction glutamatergique sont
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mises en relation avec le développement des phénomeénes physiologiques et pathologiques de
plasticité synaptique. Des mécanismes moléculaires sont ici proposés et discutés pour rendre
compte des changements a long terme de la fonction des neurones glutamatergiques chez les

animaux sensibles a 1'épilepsie de type audiogéne.
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I. INTRODUCTION

Dans la haute Antiquité, les connaissances anatomiques sont presque inexistantes
et d'éminents penseurs Grecs accordent alors au coeur le siege des sentiments et de
I'intelligence de 'homme. C'est Alcméon qui sera le premier a déclarer le cerveau comme

€tant le siege de la raison humaine. Ce qui fit évidemment éclater de rire ses compatriotes!

Depuis cette époque, 'anatomie du cerveau s'est raffinée, déterminant davantage
les structures cérébrales que nous connaissons aujourd'hui: le cortex, le thalamus,

I'hippocampe et le cervelet formant en partie le systeme nerveux central.

Par la technique de coloration de Golgi, Cajal proposa le neurone a la base de la
transmission €lectrique de l'information du systeme nerveux. Le neurone possede une
partie afférente, réceptrice, formée par I'arbre dendritique alors que 1'axone constitue la
partie efférente du neurone. Ces deux parties du neurone sont s€parées 1'une de l'autre
par le soma de la cellule. C'est au niveau du contact entre I'axone d'un neurone aftérent et
la dendrite d'un second neurone que la transmission de I'information électrique s'effectue.
Cette région de contact, entre 'axone et la dendrite, s'appelle une synapse. La partie
terminale de I'axone qui forme un renflement au niveau de la synapse est I'élément
présynaptique, I'élément post-synaptique, quant a lui, est formé par la dendrite du second
neurone. L'influx, sous forme d'un potentiel d'action, se propage via I'axone a la
structure présynaptique, y induisant la relache des vésicules de neurotransmetteur se
trouvant a l'intérieur de la structure présynaptique. Une fois le neurotransmetteur libéré a

l'intérieur de la fente synaptique, il peut se lier aux récepteurs post-synaptiques, et



déclencher l'ouverture de canaux a ions associ€s a ces mémes récepteurs. Cette entrée
d'ions a l'intérieur de la cellule dépolarise la structure post-synaptique et permet la
reconstitution du potentiel d'action par la dendrite. Le potentiel d'action formé cheminera

a l'intérieur du second neurone, transmettant ainsi I'information d'une cellule a I'autre.

Des lésions cérébrales de méme que plusieurs pathologies ont incité les chercheurs
a analyser les causes et les répercussions de ces dommages du systeme nerveux central sur
la transmission synaptique. Ainsi, de nombreuses €tudes neurobiologiques sont
présentement en cours afin de découvrir les mécanismes cellulaires responsables du

développement de différentes pathologies humaines.

Parmi celles touchant le systéme nerveux central, se retrouve I'épilepsie. Etant trés
spectaculaire par la démonstration de ses symptdmes, I'épilepsie fait le sujet de
nombreuses études. L'épilepsie se caractérise par une apparition de crises €pileptiques
provenant d'une anomalie neurologique responsable de décharges paroxystiques et
synchronisées de plusieurs cellules nerveuses. En effet, cette hyperexcitabilité de certains
neurones du systeme nerveux central au cours de crises épileptiques nous interroge quant
a son origine, sa répartition et ses conséquences. L'épilepsie consiste en une hausse du
niveau de l'excitabilité du systeme nerveux central, et il fut démontré que certaines
structures cérébrales participent directement a la détermination du niveau d'excitabilité du
cerveau dans I'épilepsie. Une activité €lectrique anormale de grande amplitude traversant
I'hippocampe est normalement filtrée, empéchant la répartition de cette activité électrique
sur I'ensemble du cerveau. 1l a été proposé que toute modification fonctionnelle de

I'hippocampe puisse jouer un rdle important dans la détermination du niveau d'excitabilité



du systeme nerveux et de la propagation d'activité épileptique. Par exemple, des 1ésions
de I'hippocampe augmentent le niveau de susceptibilité et diminuent le temps de latence au
déclenchement de crises audiogenes chez les rats ( Kim, C. et Kim, C.U.; 1992). Ce rdle
de modulation du déclenchement des crises épileptiques par I'hippocampe fut aussi
observé chez les souris sensibles a '€pilepsie de type audiogene (Reid, H.M. et coll,;
1983). De nombreux travaux in vitro ont démontré une résistance particuliere a
l'expression de l'activité épileptique par les cellules du gyrus dentatus, une région
spécifique de la formation hippocampique (Heinemann, U. et coll.; 1988). De plus, sous
des conditions appropriées, ces mémes cellules permettent et facilitent une décharge
épileptique (Jensen, M.S. et Yaari, Y.; 1988). Le niveau d'activité des cellules du gyrus
dentatus de méme que leur situation au milieu d'un réseau de fibres d'une grande
importance pour le déclenchement des crises généralis€es, permettent au gyrus dentatus
d'agir comme régulateur des crises épileptiques (Heinemann, U. et coll.; 1988). L'étude
du niveau fonctionnel de la structure hippocampique pourrait permettre d'élucider les
mécanismes de base du développement des crises épileptiques et du fait méme de

I'épileptogenese.

Le phénoméne de la potentialisation a long terme (PLT) de la transmission
synaptique dans la structure hippocampique a été étudi€ comme modele synaptique
assurant les modifications fonctionnelles des neurones dans I'apprentissage et la mémoire.
La PLT consiste en une hausse de l'efficacité de la transmission synaptique de divers
réseaux d'afférences glutamatergiques (Bliss, T.V.P. et Collingridge, G.L.; 1993).
Plusieurs études ont proposé que les étapes cellulaires et moléculaires sous-jacentes au
développement de la PLT partagent des mécanismes communs susceptibles de permettre

I'apparition d'une activité synaptique intense comme I'épilepsie (Baudry, M.; 1986). Une



hausse du niveau d'activité de l'hippocampe par des mécanismes semblables au
développement de la PLT pourrait étre a la base du phénomeéne épileptogene. Dans la
présente €tude, nous nous sommes intéressés a préciser le role spécifique d'une enzyme
cellulaire dépendante du calcium, la phospholipase A2 (PLA2), dans le développement de
la PLT hippocampique et la régulation de la fonction glutamatergique chez des souris
prédisposées a I'épilepsie. Toutefois, une breve revue des caractéristiques

neuropathologiques des phénomenes épileptiques s'impose.

Partie 1: L'épilepsie: rappels cliniques et neurobiologiques

Selon les statistiques de P. Loiseau, 54 % des épilepsies sont des épilepsies
généralisées, 36 %, des épilepsies partielles et les 4 % restants ne peuvent €tre classés
dans l'une ou l'autre des deux catégories (Beauchesne, H.; 1991). Le guide de I'épilepsie
de Hervé Beauchesne procure une bonne revue des différentes caractéristiques de
I'épilepsie. Les deux parties suivantes sont donc un résumé du guide. Les manifestations
cliniques de I'épilepsie se retrouvent sous forme de crises épileptiques. Elles se
subdivisent en deux grandes catégories, dépendant des structures cérébrales impliquées
lors de la décharge épileptique, ainsi que des symptOmes cliniques observés. Les crises
impliquant I'apparition d'une décharge €lectrique provenant de 'ensemble du cortex
cérébral sont qualifiées crises épileptiques généralisées. Alors que celles provenant de
I'activation d'une zone cérébrale spécifique se classifient comme étant des crises

épileptiques partielles.



A. Classification des crises épileptiques

1. Les crises généralisées

Les crises généralis€es impliquent l'activité de la totalité du cortex cérébral. La
décharge épileptique dans ce type de crise se répand donc de fagon a embraser totalement
la structure corticale des deux hémispheres cérébraux. De la répartition de cette activité
électrique anormale, surgissent des manifestations motrices bilatérales et grossierement
symétriques d'une grande ampleur (tonico-cloniques). Cette répartition peut aussi
entrainer une simple altération de la conscience accompagnée ou non de démonstrations

motrices (absences).

En terme de conscience, nous entendrons ici la qualité de réponse du sujet aux
stimuli de l'environnement ou encore la capacité du sujet a garder le souvenir des

événements intérieurs et extérieurs survenus durant la crise.

1.1 Les crises tonico-cloniques

Les crises généralis€es donnant les manifestations cliniques les plus spectaculaires
et les plus connues sont les crises tonico-cloniques, communément appelées le Grand-
Mal. Le début de la crise est brutal et s'accompagne souvent d'un cri intense. Le sujet
perd connaissance et tombe au sol. Le déroulement de la crise s'effectue par la suite en

trois phases distinctes, soient:



Phase tonique: Le sujet se raidit en une contraction tonique soutenue impliquant

I'ensemble de la musculature. Les yeux sont révulsés, en mydriase, le visage est cyanosé
di a un arrét respiratoire. De la tachycardie, une augmentation de la pression artérielle et
une hypersécrétion bronchique sont également observées. C'est a cette phase qu'une
morsure de la langue est possible. Cette contraction a une durée variant de 10 a 20

secondes.

Phase clonique: Tout le corps du sujet entre en un relachement intermittent de la

contraction musculaire, provoquant des secousses bilatérales brusques et violentes, durant
une période d'environ 30 secondes. La respiration demeure abolie, gardant le visage
cyanosé. On assiste par la suite a2 une diminution progressive de l'amplitude des

contractions musculaires jusqu'a leur arrét complet.

Phase post-critique: Cette derniere phase peut s'étendre de quelques minutes a quelques

heures, laissant le sujet dans un état hypotonique, immobile, impliquant un reldachement
musculaire complet. De plus, un relichement des sphincters peut provoquer une perte
d'urine. Il y aura retour de la respiration en un halétement bruyant. Le sujet reprend

conscience, souffrant de céphalées et de courbatures.



1.2. Les absences

Les absences, aussi appelées Petit-Mal, passent souvent inapergues car elles
montrent, dans la majorité des cas, peu de manifestations physiques. Ces crises sont
cependant toujours accompagnées d'altérations au niveau de la conscience. Le sujet,
souvent un enfant, s'immobilise, arrétant ainsi son activité en cours pendant une période
de temps ( de 5 secondes 2 2 minutes). A la fin de I'épisode, le sujet reprendra son
activité en ayant aucun souvenir de la crise, gardant I'impression d'un trou dans sa

mémoire.

Ces crises peuvent aussi s'accompagner de secousses musculaires rythmiques
atteignant surtout les membres supérieurs, les muscles du cou et du visage. Une autre
forme d'absence peut se manifester par une diminution du tonus postural, des
changements brusques et transitoires de la respiration ainsi que des révulsions oculaires et
des déviations du regard. Certains facteurs contribuent au déclenchement des absences
telles une diminution de la vigilance et une montée subite des émotions. De cette fagon, le
sujet peut prévenir l'apparition de crises en contrOlant son niveau de vigilance et de

fatigue.

En plus des absences et des crises tonico-cloniques, il existe différentes formes de
crises généralisées: les crises myocloniques (secousses musculaires sans altération de la
conscience), les crises cloniques (secousses bilatérales touchant surtout le jeune enfant),
les crises toniques (contractions musculaires soutenues avec altération de la conscience et

troubles végétatifs) et les crises atoniques ( diminution ou abolition du tonus postural, se



manifestant par un affaiblissement du corps). Les crises épileptiques généralisées
consistent donc en un envahissement de l'ensemble de la structure cérébrale par une
décharge €lectrique. Cependant, la répartition de la décharge sur le cortex cérébral peut
s'effectuer de fagon incomplete, déclenchant ainsi des crises épileptiques partielles qui
peuvent avoir lieu avec ou sans altération de la conscience, permettant de les s€parer en
deux groupes distincts: les crises partielles simples et les crises partielles complexes. La
situation morphologique du foyer de déclenchement des crises épileptiques partielles crée
diverses formes de crises; il y aura donc autant de types de crises que de régions

corticales.

Finalement, certaines crises €pileptiques restent toutefois inclassables parmi les
catégories ci-dessus mentionnées, soit par un manque de renseignements cliniques

suffisants ou par une sémiologie déroutante.

B. Les caractéristiques neurochimiques et électrophysiologiques des fovers épileptiques

1. Altérations morphologiques et neurochimiques du fover épileptique

Que l'on soit en présence de crises généralisées ou partielles, leur point d'origine
provient d'une région épileptogene précise. Cette région comporte des différences
pathologiques autant au niveau anatomique que biochimique. Elles sont I'essence méme

de la fréquence, de l'amplitude et de la répartition de la décharge €pileptique.



Le site d'origine de la décharge épileptique est caractérisé par des irrégularités
morphologiques (Engel, J.; 1983). On y observe une prolifération des cellules gliales,
cellules situées aux environs des neurones et une circulation cérébrale détériorée. Un
dommage aux capillaires cérébraux permet une entrée de substances étrangeres dans le
tissu nerveux, augmentant ainsi le niveau de neurotoxicité cellulaire. La détérioration de la
circulation sanguine est donc d'une importance capitale dans le développement du
caractere €pileptogene. Le foyer épileptique comporte aussi une perte importante de
cellules nerveuses, diminuant en ce point le nombre de neurones et la taille des neurones
restants. En plus de la perte cellulaire, des anomalies de la structure dendritique sont
présentes. Les arbres dendritiques sont déformés et dénudés d'€pines. Le nombre de
branches dendritiques est diminué. De plus, les dendrites individuelles présentent un
renflement irrégulier, élargissant ou amincissant les branches. La surface dendritique
restante est lisse et presque totalement privée d'épines (Engel, J.; 1983). Ces irrégularités
au niveau de la structure anatomique du neurone impliquent une circulation €lectrique
irréguliere étant a la base du caractere épileptogene de ce point (Engel, J.; 1983). Présente
seulement au foyer épileptique, ces différences morphologiques diminuent graduellement

en importance a distance du foyer.

En plus des altérations anatomiques, des €tudes démontrent l'existence de
différences biochimiques présentes au foyer épileptogéne. Une diminution de la synthése
des protéines du métabolisme oxydatif, de la synthese d'acide ribonucléique (ARN), de la
concentration d'ions potassium, de lipides et de phospholipides (incluant le cholestérol)
est observée (Wasterlain, C.G.; 1986). A l'opposé, une augmentation des ions sodium,
magnésium et chlore et de I'eau a été démontrée (Wheal, H.V.; 1990). Aux sites de

lésions et aux régions adjacentes, I'augmentation observée de la concentration de



glutamate et d'aspartate, ainsi que la diminution de GABA (acide y-amino butyrique) et de

glycine pourrait contribuer a la génération de la décharge épileptique des neurones du

foyer (Griffith, N.C. et coli.; 1991).

Ces modifications biochimiques sont assurées par le métabolisme des cellules
gliales et sont probablement la conséquence directe de leur prolifération. Alors que les
changements de concentration d'acide aminé découlent de l'altération de la fonction
synaptique des cellules neuronales au foyer épileptique. Finalement, la perte neuronale
ayant lieu au foyer explique la baisse de Ia concentration des lipides, phospholipides et du

cholestérol (Engel, J.; 1983).

L'ensemble de ces résultats indiquerait une altération au niveau de la membrane
des cellules des neurones situés au foyer épileptogene (Meldrum, B.S.; 1986). Le
systeéme déficitaire des canaux sodium et potassium et du mécanisme de I'adénosine
triphosphatase (ATPase), pourrait provoquer une entrée des ions calcium dans la cellule.
Cette hausse de calcium intracellulaire dépolariserait la cellule et pourrait générer ainsi une

décharge épileptique.

2. Mécanismes électrophysiologiques sous-jacents au déclenchement des

processus épileptiques

Ward (1969) décrit les événements correspondant au déclenchement d'une crise
comme ceci: le foyer €pileptique serait composé de cellules autonomes €pileptogénes

( groupe 1) et de neurones dont l'activité varie de normale & une activité de bouffées a
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haute fréquence ( groupe 2). Le groupe 1 constitue 25% des cellules du foyer et a un
role de "pacemaker” des crises. Les cellules du groupe 2 ne peuvent a elles seules générer
une décharge épileptique mais ont la possibilité de s'activer en réponse a l'activation des
cellules du groupe 1. Cependant, dans la plupart des cas, les cellules du groupe 2 et les
cellules normales environnantes ne répondent pas a la stimulation des cellules du groupe
1. La décharge est alors bréve et reste localisée a quelques cellules. Toutefois, lors de
conditions inappropriées, comme un faible taux de sucre sanguin, un débalancement
endocrinien, un changement nutritif, une fluctuation de température et de I'équilibre HO-
NaCl, il y a interruption des mécanismes de contrdle par les cellules du groupe 2. La
décharge épileptique s'étend donc a une région du cortex (crise partielle) ou aux deux

hémispheres ( crise généralisée).

Afin d'élucider le phénomene électrique de la décharge, il est indispensable
d'utiliser les modeles animaux d'épilepsie. Lors de l'expérimentation, I'enregistrement de
I'électroencéphalogramme, apres déclenchement provoqué de la crise, donne un patron
d'onde tres défini. Premierement, une dépolarisation des cellules par une ouverture des
canaux sodium est observée. Suite a la dépolarisation vient une hyperpolarisation médiée
par les canaux potassium a rectification retardée, donnant lieu a une période silencieuse ou
les cellules sont inactivables. Survient alors une seconde décharge via I'ouverture des
canaux calciques, de laquelle provient la phase tonique et/ou clonique de la crise. Le tout
est suivi d'une dépression post-ictale par une deuxieéme ouverture des canaux potassium

(Wheal, H.V.; 1990).

En acceptant ce modele chez les patients ayant des crises spontanées, comment

peut-on expliquer la génération de la dépolarisation cellulaire initiale? On accepte
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globalement I'hypothése voulant que la dépolarisation cellulaire soit en fait la sommation
de plusieurs potentiels post-synaptiques excitateurs ( PPSEs) provenant de l'activation des
neurones situés au foyer. Ces PPSEs pourraient provenir d'un agrégat de neurones
normaux ayant une altération au niveau de la synchronisation et de l'intensité de l'input
synaptique due a une augmentation de l'excitation ou & une diminution de l'inhibition de
l'activité synaptique. L'origine de ces PPSEs pourrait aussi provenir d'une anomalies de
la membrane cellulaire des neurones du foyer ayant une modification des courants passifs
ou de ceux a voltage dépendant. La dépolarisation cellulaire initiale pourrait donc provenir
de neurones normaux possédant une activité électrique augmentée ou de l'activation de

neurones anormaux (€pileptogénes) (Schwartzkroin, P.A.; 1983).

I1 est toutefois certain que la membrane cellulaire contribue a l'activité épileptique,
qu'une accumulation des neurones au foyer est nécessaire et que les cellules qui y sont

présentes doivent présenter des anomalies fondamentales.

Lorsqu'une quantité suffisante de neurones d'un foyer initial décharge a haute
fréquence, le PPSE total recrute les cellules normales environnantes par un processus
regénératif. Ce processus se répartira a partir des cellules du foyer jusqu'a englober une
partie du systeme nerveux central (Schwartzkroin, P.A.; 1983). Le circuit de répartition
de la décharge dépend de I'emplacement du foyer épileptogeéne ainsi que des réseaux de
fibres situés au méme endroit. Ainsi un foyer situé prés d'une commissure majeure
pourra générer des crises englobant une partie plus importante du cerveau a I'opposé d'un

foyer situé a distance d'un réseau de fibres.
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Partie 2: Récepteurs au glutamate et excitabilité neuronale

L'épilepsie se démontre alors par le déclenchement d'une activité cérébrale
électrique anormale, celle-ci pouvant impliquer la participation d'une partie ou encore de la
totalité du cortex cérébral. Suite a ce déclenchement électrique surviennent les crises
épileptiques pouvant varier au niveau de leurs manifestations cliniques. Quels sont les
mécanismes cellulaires étant a la base du développement du phénomene €pileptique? 11 a
ét€ démontré que 1'hippocampe joue un role important dans la détermination du niveau de
I'excitabilité électrique du cerveau en permettant une filtration de I'activité électrique étant
possiblement a la base de I'apparition d'une crise épileptique. Ainsi donc, une altération
du niveau d'excitabilité de I'hippocampe pourrait réduire sa capacité a filtrer I'activité
électrique intense et permettre, par conséquent, la propagation des potentiels anormaux
(Reid, H.M. et coll.; 1983). Ce phénomene a été observé chez deux modeéles animaux
d'épilepsie: les souris "Tottering" et "El". Ces deux souches de souris sont prédisposées
génétiquement au déclenchement de crises €pileptiques et comportent des anomalies au

niveau de la structure et de la fonction de I'hippocampe (Fisher, R.S.; 1989).

Le glutamate, un acide aminé, constitue le principal neurotransmetteur excitateur
du cerveau. Les récepteurs pour le neuromédiateur glutamate sont distribués dans la
grande majorité des structures télencéphaliques, avec une distribution maximale dans
I'hippocampe (Watkins, J.C. et Evans, R.H.; 1981). De nombreuses études ont
démontré que l'activation et/ou l'altération des différents sous-type de récepteurs au
glutamate participent au développement des modifications électrophysiologiques
accompagnant les phénomenes physiologiques d'apprentissage et de mémoire, ainsi que

I'apparition de divers processus pathologiques, dont I'épilepsie (Monaghan, D.T. et coll.;
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1989). Nous porterons ici notre attention sur les caractéristiques pharmacologiques et
biochimiques des récepteurs au glutamate et leurs roles physiologiques et pathologiques

respectifs.

A. Propriétés physiologiques et pharmacologiques des récepteurs au glutamate

Le glutamate, un acide aminé excitateur important du syst¢éme nerveux central, est
impliqué au niveau de différents phénoménes d'excitabilité neuronale, tels la plasticité et
le développement de différentes pathologies comme I'€pilepsie. De plus, les récepteurs au
glutamate jouent un réle au niveau de la modification de la fonction des neurones et des

phénomenes d'excitabilité (Monaghan, D.T. et coll.; 1989).

On retrouve trois formes distinctes de récepteurs au glutamate, selon leur degré de
liaison a divers agonistes glutamatergiques. Ces récepteurs se divisent en deux grandes
classes, soient les récepteurs liant de fagon préférentielle un agoniste au glutamate, le N-
méthyl-D-aspartate dits récepteurs NMDA, et ceux ne liant pas cet agoniste dits récepteurs
non-NMDA. Cette demiére classe se subdivise en trois types de récepteurs différents,
soient le récepteur AMPA (liant 'c~amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxalone propionate),
le récepteur kainate et le récepteur quisqualate métabotrope (Farooqui, A.A. et Horrocks;

1991).
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1. Le récepteur NMDA pour le neuromédiateur glutamate

1.1. Propriétés électrophysiologiques des récepteurs NMDA

Le récepteur NMDA est un récepteur ionotrope composé de quatre sous-unités
transmembranaires placées autour d'un canal central a ions (Figure 1). On y retrouve
plusieurs sites de liaison, dont un activateur pour le NMDA ( Cotman, C.W. et coll.;
1989) et le glutamate, un autre potentialisateur pour la glycine (Johnson, J.W. et Ascher,
P.; 1987), un troisitme promoteur pour les polyamines (Williams, K. et coll.; 1989) et un
dernier inhibiteur au zinc (Mayer, M.L. et Westbrook, G.L.; 1987). L'intérieur du canal
possede deux sites de liaison, un pour le MK-801 (5-méthyl-10,11-dihydro-5h-
dibenzocyclohepten-5,10-imine maléate) et un second pour le PCP (phencyclidine)

(Wong, E.H.F. et coll.; 1986). Na* Ca?

NMDA

Polyamine

o {=b W
1 Rl ol 11

Figure 1. Structure schématique du récepteur NMDA constitué de quatre sous-unités

transmembranaires placées autour d'un canal central 2 ions perméable aux ions Ca+2 et Na +2. Ce
récepteur comporte des sites de liaisons pour le NMDA et la glycine ainsi que de nombreux sites a

l'intérieur du canal pour le Zn+2, le Mg+2, le PCP et le MK-801.



1.1.1. Bloc voltage-dépendant des récepteurs NMDA

Des études sur culture de neurones, en utilisant les techniques de voltage-clamp et
de patch-clamp, démontrent une perméabilité aux cations Nat, Cat2 et K*, indifférente
du type de cation impliqué (potentiel d'inversion de 0 mV). Une inhibition non-
compétitive et voltage-dépendante du magnésium sur le canal du récepteur NMDA a aussi
ét€ observée (Nowak, L. et coll.; 1986). Les ions Mg+2 étant normalement présents dans
le milieu extracellulaire a une concentration de 1 mmol/l, ils exercent un bloc du canal dans
sa structure ouverte, empéchant le passage des ions Nat, Cat2, et Kt. Ce bloc demeure
cependant sensible au voltage, c'est-a-dire que tout potentiel négatif de la structure post-
synaptique ne suffit pas a débloquer le canal, ce qu'un potentiel positif réussit a faire.
Ainsi, au potentiel membranaire de repos, - 58 mV, le canal du récepteur NMDA demeure
fermé, la négativité de la membrane attirant la charge positive du Mg*2. Seule une
stimulation de haute fréquence permettant une dépolarisation suffisante de la membrane
synaptique pourrait lever le bloc par I'ion Mg*2 ( Johnson, J.W. et Ascher, P.; 1988).

Comment expliquer le bloc du magnésium et non celui du calcium puisque les
deux ions possedent chacun deux charges positives? La déshydratation de l'ion calcium
s'effectue plus rapidement que celle du magnésium. Tenant compte du fait que le canal
laisse passer seulement les ions sous leur forme déshydratée, les ions magnésium restent
donc coincés a l'intérieur du canal, car ils se déshydratent moins rapidement (Ascher, P. et

Nowak, L.; 1988).
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1.1.2. Potentialisation de la réponse NMDA

La glycine est un neurotransmetteur présent exclusivement dans le systeme
nerveux central des vertébrés. Cet acide aminé qui a le réle de neurotransmetteur
inhibiteur au niveau de certaines synapses, potentialise 1a réponse du récepteur NMDA par
une augmentation de la fréquence d'ouverture du récepteur et par une diminution de la
désensibilisation du récepteur (Johnson, J.W. et Ascher, P.; 1987). Le résultat consiste
en une augmentation du flux des ions Na* a I'intérieur du canal, dépolarisant davantage la
membrane. Cet effet est observé dans le cortex, le cervelet et I'hippocampe du rat

(Johnson, J.W. et Ascher, P.; 1988).

1.1.3. Inhibition de la réponse NMDA pour le zinc

Au niveau des neurones de I'hippocampe, le zinc possede la proprié€té d'inhiber de
fagon non-compétitive la réponse glutamatergique médi€e par le récepteur NMDA. Cette
inhibition n'étant pas voltage-dépendante, un site de liaison pour le zinc distinct du site de
liaison pour le magnésium est suggéré (Mayer, M.L. et Westbrook, G.L.; 1987). Le zinc
est retrouvé dans les terminaisons des fibres moussues de 'hippocampe et pourrait étre
relaché en méme temps que le glutamate par la dépolarisation de la structure
présynaptique. Il reste cependant a définir le rdle de modulateur du zinc sur le récepteur

NMDA.

Le récepteur NMDA comporte donc un bloc magnésium voltage-dépendant, un site

potentialisateur pour la glycine, un autre inhibiteur pour le zinc, un site promotionnel pour
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les polyamines ainsi qu'un dernier pour le PCP et pour le MK-801. La propriété
€lectrophysiologique principale de ce récepteur demeure son activation par le glutamate. 1l
est toutefois important de noter que différentes sous-unités formant le récepteur NMDA
ont été clonées. Ainsi le récepteur NMDA peut €tre reconstitué a partir de deux types de
sous-unités, soient les NR1 et les quatre différentes sous-unités NR2 (NR2A-NR2D)
(Boulter, J. et coll.; 1990). Ces deux types de sous-unités montrent seulement 18 % de
similitude au niveau de leur séquence d'acides aminés. La signification fonctionnelle de
chacune de ces sous-unités ainsi que les différentes propriétés pharmacologiques obtenues

par l'agencement de celles-ci restent a élucider (Sato, K. et coll.; 1993).

1.2. Roles physiologiques des récepteurs NMDA

1.2.1. Transmission synaptique assurée par les récepteurs NMDA

Lors de la transmission synaptique, une dépolarisation présynaptique provoque
une relache de neurotransmetteur a l'intérieur de la fente synaptique. Le neurotransmetteur
se liant par la suite & son récepteur post-synaptique provoque l'ouverture du canal 1i€ au
récepteur et dépolarise la structure post-synaptique a son tour. L'ensemble de la
dépolarisation post-synaptique constitue un potentiel post-synaptique excitateur (PPSE) .
Dans une synapse glutamatergique, le PPSE généré comporte deux composantes, une
précoce et une autre tardive. La composante précoce correspond a un pic initial de courant
entrant formé par l'ouverture du canal du récepteur non-NMDA (Forsythe, [.D. et
Westbrook, G.L.; 1988). Cette dépolarisation est rapide mais de courte durée, environ

4,2 msec. La dépolarisation membranaire suffit pour que le Mg+2 bloquant le canal du
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récepteur NMDA soit délogé et permette alors l'entrée de cations dans la structure post-
synaptique. La composante tardive du PPSE correspond par conséquent a l'activité du

récepteur NMDA, celle-ci étant d'une durée approximative de 81,8 msec.

A "AMP,
MM / Na+ AN Na+
Ca+2 ‘ NMDA
NMDA
Mg+2
Stimulation de haute {réquence Stimulation normale

Figure 2. Transmission synaptique par les récepteurs NMDA

Le fonctionnement d'une synapse glutamatergique procéde de fagon coordonnée
avec les récepteurs NMDA et non-NMDA. Lors d'une stimulation de haute fréquence, le
récepteur non-NMDA procure une dépolarisation rapide, facilitant a son tour la réponse
voltage-dépendante du récepteur NMDA. Cependant, lors d'une stimulation normale,
seuls les récepteurs non-NMDA s'activent et l'entrée d'ions ne dépolarise pas

suffisamment la membrane pour que le récepteur NMDA soit activé (voir Figure 2).

1.2.2. Role des récepteurs NMDA dans la plasticité neuronale

La plasticité neuronale constitue toute modification permanente de ['efficacité de la
transmission synaptique. Cotman et collaborateurs (1989) présentent une bonne revision
du réle du récepteur NMDA au niveau du développement de la plasticité. Au cours du
développement du systeme nerveux, les fibres nerveuses subissent une remarquable

modification de la plasticité neuronale. Le récepteur NMDA est un des récepteurs



contribuant au développement du systéme nerveux central en guidant les fibres nerveuses
immatures a leur cible, permettant I'établissement des connexions synaptiques et
I'élimination sélective des neurones superflus. Des €tudes sur le développement du
systeme visuel montrent le rdle crucial jou€ par le récepteur NMDA, pour la détermination
de la position relative des connexions synaptiques et la ségrégation de celles-ci. De plus,
le récepteur NMDA joue un rOle trophique sur les neurones en développement, en
augmentant leur croissance et la survie cellulaire; l'injection d'APS5, cet antagoniste au
récepteur NMDA, inhibe la croissance neuronale (Davis, S. et coll. ; 1992). Le role du
récepteur NMDA au niveau de l'induction de la potentialisation 2 long terme constitue
toutefois le modele de plasticité synaptique le mieux établi. L'activité du récepteur NMDA
dans la PLT, ainsi que les différentes hypotheses régissant la formation et 1'établissement

de la PLT seront discutées en B.

1.2.3. Récepteurs NMDA et conditions neuropathologiques

En plus de leurs roles physiologiques, les récepteurs au glutamate semblent
participer au développement de diverses conditions neuropathologiques. Les acides
aminés excitateurs peuvent étre impliqués dans les processus fondamentaux de mort
neuronale associés a une grande vari€été de conditions pathologiques. L'activation
prolongée du récepteur NMDA induit une dépolarisation suivie d'un flux passif d'ions
Cl-. Cette entrée d'ions produit une entrée d'eau, provoquant, par conséquent, une lyse
osmotique de la cellule. Les ions qui pénétrent, le plus important est le calcium,
pourraient activer divers processus cellulaires comme les lipases et les protéases

contribuant aussi a la dégénérescence cellulaire. L'hypoxie, I'ischémie, I'hypoglycémie,
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I'épilepsie, la maladie d'Alzheimer et la chorée de Huntington ont démontré une
implication plus ou moins importante de l'activation du récepteur NMDA (Cotman, C.W.
et coll.; 1989). L'ischémie, entrainant un manque d'oxygénation au niveau cérébral,
montre une accumulation de glutamate. Des doses intraventriculaires modérées de NMDA
injectées chez le rat induisent des convulsions, une excitation, de la panique et méme
quelquefois une réaction de fuite, suggérant de ce fait un role du récepteur NMDA dans
I'épilepsie. Une diminution de la liaison du 3H-glutamate au récepteur NMDA est
observée dans le cortex et I'hippocampe des patients atteints de la maladie d'Alzheimer
(Coyle, J.T. et coll.; 1983). Une diminution de la recapture du glutamate montre que le
récepteur au glutamate pourrait étre a la base de la mort cellulaire retrouvée dans la chorée
de Huntington. Certaines de ces pathologies neurodégénératives peuvent €tre réduites par
des antagonistes des récepteurs NMDA. L'action protectrice de ces antagonistes a €té

observée dans les modeles de mort cellulaire induite par hypoglycémie.

L'activation du récepteur NMDA est aussi impliquée dans des modifications a long
terme de la plasticité neuronale se retrouvant dans le "kindling", un modele animal
d'épilepsie. Le "kindling" s'obtient par chocs €lectriques répétés sur différentes parties du
cerveau (Goddard, G.V. et coll.; 1969). L'excitabilité €lectrique de cette méme région
cérébrale s'en trouve alors augmentée. Lorsque les stimulations électriques sont
prolongées durant plusieurs semaines, I'animal déclenche des crises épileptiques
spontanées. Différentes hypotheses ont €t€ avancées afin d'expliquer le mécanisme du
développement du phénomene de kindling. Une des plus valables propose une diminution
de la fonction synaptique inhibitrice et/ou une augmentation de la fonction synaptique
excitatrice (McNamara, J.O. et coll.; 1985). On a aussi proposé€ une émergence des acides

aminés excitateurs comme étant la (ou I'une des ) classes de neurotransmetteurs excitateurs
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jouant un role dans la pathogenese du kindling (Holmes, K.H. et Goddard, G.V.; 1986).
Les manifestations électrophysiologiques et comportementales du développement du
kindling furent inhibées avec I'utilisation d'antagonistes des récepteurs au glutamate
(Bowyer, J.F.; 1982). En effet, Holmes et Goddard (1986), en utilisant I'AP5, un
antagoniste compétitif des récepteurs NMDA, inhiberent aussi le développement du
kindling. Une activation du récepteur NMDA joue, par conséquent, un rdle primordial
dans la plasticité a long terme que constitue le kindling (Mody, 1. et Heinemann, U.:
1987). Ces études suggerent donc une augmentation de la fonction du récepteur NMDA
pour le glutamate, en réponse aux stimulations €lectriques.

En somme, l'activation des récepteurs NMDA pourrait représenter un mécanisme
commun d'induction des phénoménes physiologiques et pathologiques de plasticité

neuronale.

2. Les récepteurs non-NMDA

2.1. Les récepteurs AMPA pour le neuromédiateur glutamate

2.1.1. Propriétés électrophysiologiqgues des récepteurs AMPA

Le récepteur AMPA posséde une structure similaire au récepteur NMDA: celle
d'un récepteur ionotrope composé de quatre sous-unités transmembranaires placées autour
d'un canal central a ions (Seeburg, P.H.; 1993). Jusqu'a présent, un seul site de liaison
principal lui est attribué: celui du glutamate ou de ses agonistes et antagonistes. Trouvé a
I'aide d'études en "patch-clamp”, le potentiel d'inversion du canal se situe aux environs de

OmV, signifiant une perméabilité aux cations monovalents, comme le Nat, le Kt et le
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Cst. Le canal s'est révélé imperméable aux ions CI- et aux cations bivalents, en

particulier le Ca+2

Des études génétiques démontrent l'existence de 4 ARN codant pour différentes
sous-unités de la famille de récepteurs AMPA. Par épissage alternatif, ces sous-unités
peuvent se retrouver sous deux versions, flip ou flop (Sommer, B. et coll.; 1990). Ces
deux versions démontrent des profils d'expression différents dans un cerveau mature et
dans un cerveau en développement. Le cerveau embryonnaire exprime majoritairement la
version flip alors que la version flop apparait apres la naissance (Monyer, H. et coll.;
1991). Les récepteurs contenant exclusivement la version flip des sous-unités ont une
désensibilisation plus lente de 'activation du récepteur que les récepteurs formés d'une
combinaison des versions flip et flop. Des propriétés électrophysiologiques différentes
sont alors obtenues par l'assemblage des sous-unités formant le récepteur (Sato, K. et

coll.; 1993).

2.1.2. Roles physiologiques et pathologiques des récepteurs AMPA

N'étant pas voltage-dépendant, la liaison du glutamate au récepteur AMPA
provoque l'activation de celui-ci. Un passage des ions, par le canal du récepteur AMPA
ouvert, dépolarise la structure post-synaptique. Le récepteur AMPA se trouve responsable

de la transmission synaptique de base du neurone glutamatergique.

Lors d'une stimulation de haute fréquence, la dépolarisation par le récepteur

AMPA suffit a lever le bloc magnésium voltage-dépendant du récepteur NMDA,
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provoquant du méme fait l'activation du récepteur NMDA (Monaghan, D.T. et coll.;
1989). Ce phénomene est la base de la formation de la PLT. Toutefois, selon I'hypothese
post-synaptique de la PLT, le maintien de la potentialisation proviendrait d'une régulation
a la hausse de la sensibilité du récepteur AMPA par l'activation des lipases endogenes ou
autres processus enzymatiques (Massicotte, G. et coll.; 1991). Ce role du récepteur
AMPA dans le maintien de la PLT reste encore contesté. De plus, une régulation a la
hausse de la sensibilit€ du récepteur AMPA est aussi soupgonnée dans le développement
du "kindling", cette hausse pathologique du niveau d'excitabilité du systeme nerveux

(Baudry, M.; 1986).

2.2. Les récepteurs kainate

I1 est plus difficile de différencier les récepteurs kainate des récepteurs AMPA,
puisque aucun antagoniste spécifique du récepteur kainate n'a ét€ développé jusqu'a
présent. Certains récepteurs possédent cependant une haute affinit€ pour I'3H-kainate et

se retrouve en forte concentration dans les fibres moussues de I'hippocampe.

Il a ét€ montré qu'une fois activé, le récepteur kainate favoriserait une relache de
glutamate, d'ou son r0le possible dans I'épilepsie. De plus, il a ét€ observé que l'injection
d'acide kainate posséde I'habilité de produire des l€sions cellulaires au cerveau, avec un
effet proéminent sur l'hippocampe, augmentant ainsi la susceptibilité aux crises
épileptiques et procurant un bon modele animal de crises épileptiques complexes (Ben-Auri,

Y. et Gho, M.;1988).
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2.3. Les récepteurs quisqualate métabotropes

Le récepteur quisqualate métabotrope est li€é a une protéine G, impliquant
I'intervention d'un second messager pour permettre I'ouverture des canaux ioniques. La
liaison du glutamate au récepteur entraine l'activation de la protéine G. Activée, elle libere
I'une de ses sous-unités ayant lié le guanosine triphosphate (GTP), la sous-unité a. La
liaison de la sous-unité a a une enzyme active celle-ci de fagon a produire un second
messager. Il provoque I'ouverture des canaux ioniques directement ou par l'activation
d'une protéine kinase. Une reldche de l'acide arachidonique médiée par la phospholipase
D et des variations au niveau de la concentration d AMPc peuvent aussi résulter de

I'activation du récepteur métabotrope pour le glutamate.

Le récepteur quisqualate métabotrope pourrait jouer un rble au niveau de la
plasticité du développement, de la formation de la potentialisation et de la dépression a
long terme de la transmission synaptique (DLT) et contribuer au systeme de protection
dans les situations neurodégénératives, suite a une activation glutamatergique excessive

(Aronica, E. et coll.; 1991).
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B. Plasticité synaptique de I'hippocampe: Potentialisation a long terme (PLT)

L'hippocampe est une structure située a la bordure des ventricules latéraux et fait
partie du systteme limbique. En plus de son implication dans le développement de
I'épilepsie, une attention particuliere est portée sur cette structure pour son role au niveau
de la mémorisation a long terme. La formation hippocampique contient I'hippocampe, le
gyrus dentatus et le complexe subiculaire. Il est possible de distinguer quatre zones
formant I'hippocampe: la région de la corne d'Ammon (CA) 1,2,3 et 4. La région CA2
forme une zone de transition et la région CA4, le hile du gyrus dentatus. Chaque zone se
subdivise par la suite en cing: l'alvéus, les¢ stratum oriens, pyramidal, radiatum et le
stratum lacunosum/moléculaire. Le stratum radiatum contient 'arbre dendritique apical
des cellules pyramidales, les afférences Schaffer et commissurales, formant de
nombreuses synapses en passant avec les dendrites des cellules pyramidales, le tout selon

une organisation lamellaire (Figure 3) .

Figure 3. Schéma représentatif des différentes régions de I'hippocampe selon un plan
transversal. La structure hippocampique contient I'bippocampe, le gyrus dentatus (D) et la Corne
d'’Ammon (CA) se divisant en quatre zones de 1 3 4. Chaque zone se subdivisent en cing: I'alvéus, le

stratum oriens, pyramidal radiatum et stratum lacunosum/moléculaire.
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La PLT, un renforcement de l'efficacité synaptique suivant une courte période de
stimulation a haute fréquence, a donc été proposée comme mécanisme de base du
développement des processus d'apprentissage et de mémorisation (Bliss, T.V.P. et
Lynch, M.A,; 1988). Cette forme de plasticité synaptique, la PLT, s'exprime seulement
a partir de la deuxiéme semaine de vie du rat (Baudry, M.; 1981). S'observant de fagon
importante au niveau de 'hippocampe, la PLT peut aussi étre observée dans d'autres
régions corticales (Bliss, T.V.P. et Collingridge, G.L.; 1993). Les mécanismes de
l'induction de la PLT dans la région de I'hippocampe sont plut6t définis alors que les
mécanismes responsables du maintien de celle-ci laissent place a de nombreuses
interrogations. Nous porterons ici une attention particuliére sur les mécanismes
responsables de cette forme de plasticité neuronale compte tenu du rdle possible de ces

mémes processus cellulaires dans le développement de 'épilepsie.

1. Mécanismes d'induction de la PLT hippocampique

Le cerveau d'un animal en exploration et en apprentissage posseéde un rythme de 5
a 7 Hz, observé de facon proéminente dans I'hippocampe. Ce rythme, a haute fréquence,
est appel€ stimulation théta et est a la base de l'induction de la PLT (Stewart, M. et Fox,

S.E.; 1990). Comment se génere alors cette stimulation de haute fréquence?

Les afférences cholinergiques du septum, situées au niveau du neurone
glutamatergique, sont responsables de la génération de la stimulation théta. En effet, les
neurones cholinergiques "pacemaker” du septum amenent les interneurones gabaergiques

(au niveau des cellules granulaires du gyrus dentatus et des cellules pyramidales de CA1) a
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un rythme théta. Il s'ensuit une activation du récepteur GABAR présynaptique, diminuant
ainsi la relache du neurotransmetteur GABA (Mott, D.D. et Lewis, D.V.; 1991). Cette
levée de l'inhibition gabaergique sur la structure présynaptique du neurone
glutamatergique favorise la construction d'une dépolarisation post-synaptique des cellules
granulaires et pyramidales via les récepteurs non-NMDA. La dépolarisation ainsi produite
suffit pour soulever le bloc magnésium voltage-dépendant du récepteur NMDA, laissant la
voie libre au ions Na*, K+ et Ca*2 pour pénétrer dans la cellule. L'augmentation de

calcium intracellulaire ainsi obtenue est a la base du développement de la PLT.

L'hypothése du phénomene d'induction de la PLT est acceptée de fagon générale
car un antagoniste des récepteurs GABAR, de méme que I'APS, préviennent I'induction
de la PLT (Morris, R.G.M. et coll.; 1986). C'est au niveau de I'expression et du maintien

de la PLT qu'émergent les controverses.

Par J'activation du récepteur NMDA, la concentration de calcium intracellulaire
post-synaptique est augmentée. Alors comment expliquer une augmentation de l'activité
synaptique a partir de cette hausse de calcium intracellulaire? Une premiere hypothese
explique cette hausse de l'activité synaptique par une augmentation de la quantité de
glutamate relaché par la structure présynaptique, pour une méme stimulation. Ainsi, le
calcium active un messager rétrograde et agit sur la structure présynaptique, augmentant la
relache de glutamate (Bliss, T.V.P.; 1988). Une seconde hypothese, post-synaptique,
explique la hausse de l'activité des synapses par une augmentation de la sensibilité du
récepteur AMPA. Ici, le calcium intracellulaire active les enzymes nécessaires a la

régulation du récepteur AMPA (Staubli, V. et coll.; 1990). Les hypotheses présynaptique
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et post-synaptique tentent, par conséquent, d'expliquer le phénomene, chacune a partir de

mécanismes cellulaires différents.

2. Hypothese post-synaptique dans le maintien de la PLT hippocampique

L'hypothése post-synaptique repose sur une modification durable de la réponse au
glutamate par un changement des propriétés du récepteur AMPA. Staubli ( 1989) proposa
qu'une augmentation de la transmission synaptique via le récepteur AMPA, suivant
I'induction de la PLT, pourrait étre associ€e a une augmentation de la conductibilité du

canal du récepteur AMPA (Figure 4).

Les mécanismes induits par une concentration intracellulaire de calcium élevée,
pourraient €tre potentialisés a l'aide du récepteur métabotrope pour le glutamate. La
hausse de calcium intracellulaire activerait le récepteur métabotrope et par conséquent,
I'hydrolyse des phosphatidylinositols qui forme de I'inositol triphosphate (IP3) induisant

la relache de Cat2 des réserves intracellulaires.

Un deuxiéme effet de la hausse de Cat?2 serait I'activation d'enzymes calcium-
dépendantes. D'ailleurs, Massicotte et Baudry (1991) soutiennent que le calcium
intracellulaire provenant de I'ouverture du canal NMDA activerait différentes enzymes
calcium-dépendantes, ceux-ci modifiant I'environnement lipidique et/ou la structure du
récepteur AMPA. Parmi les enzymes calcium-dépendantes figurent entre autres les

phospholipases, les kinases, les lipases et les protéases. Il est cependant important de
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noter qu'aucun mécanisme de chacune des hypotheses n'est exclusif et que I'on doit
songer a une combinaison possible des processus ou encore a une différence régionale de

l'expression de la PLT.

La phospholipase A2, une fois activée par le calcium, hydrolyse la membrane
phospholipidique induisant la formation et la reldche d'acide arachidonique et de
différents métabolites comme le facteur d'activation plaquettaire (FAP). L'hydrolyse des
phospholipidiques membranaires jouerait un role au niveau de la réorganisation de la
composition et/ou de la distribution des lipides adjacents au récepteur AMPA, modifiant
ainsi a la hausse la sensibilité du récepteur (Marcheselli, V.L. et coll.; 1990). Le FAP,

lui, se lierait a ses nombreux récepteurs situés sur la membrane synaptique. Leur

activation provoque la stimulation de la PLA2 et la relache de calcium. Lynch et ses
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Figure 4. Représentation schématique de I'hypothése post-synaptique expliquant le
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maintien de PLT hippocampique. Une fois le bloc voltage-dépendant du magnésium levé, le

glutamate reliché se lie au récepteur NMDA permettant l'entrée du Ca+2. Le calcium intracellulaire

actives des enzymes calcium-dépendantes et modifient a la hausse la sensibilité du récepteur AMPA



collaborateurs appuyerent ce concept en reportant que les antagonistes du FAP, empéchant
la stimulation de la PLA2 et la relache de calcium, préviennent l'induction de la PLT au
niveau de la région hippocampique CAl. Les kinases Ca*2/camoduline dépendantes et la
protéine kinase C peuvent aussi jouer un role dans la PLT (Bliss, T.V.P. et Collingridge,
G.L.; 1993). La protéine kinase Il Ca*2/calmoduline dépendante, une protéine majeure
de la structure post-synaptique, subit une autophosphorylation qui peut modifier a long
terme la fonction du récepteur AMPA. La calpaine a €té vérifiée comme prévenant la
formation de la PLT et la détérioration de I'apprentissage de I'animal. L'ensemble des
enzymes calcium-dépendantes mentionnées plus haut contribue a la modification de

J'environnement lipidique du récepteur AMPA.

Le rdle exact joué par les enzymes calcium-dépendantes n'est pas défini.
Cependant , le lien direct entre l'activation du récepteur NMDA et la modification du
récepteur AMPA semble véritable. Une augmentation de la réponse AMPA apres
induction de la PLT est observée, et ce phénomene est bloqué par l'application d'APS.
Dans le méme ordre d'idée, Tocco et collaborateurs (1992) démontra une augmentation
du taux de liaison de I'3H-AMPA spécifique a la région CAl et non CA3, apres une

induction de PLT in vivo, cette hausse n'étant pas observée dans la région CA3.

Nous avons mentionné plus tot que le développement de certains modeles
d'épilepsie chez I'animal résultait d'une activité des récepteurs NMDA, lesquels pouvant
entrainer, via l'augmentation de la concentration de calcium dans la structure post-
synaptique, une activation des processus cellulaires menant aux modifications des

récepteurs AMPA dans I'€pilepsie.
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Pour plusieurs chercheurs, l'activation des récepteurs NMDA pour le glutamate
représente un mécanisme commun pour l'induction des phénomenes de plasticité
neuronale sous-jacente a la mémoire et, ironiquement, a I'induction de divers processus
pathologiques comme 1'€pilepsie (Baudry; 1986, Mody; 1987). A savoir si, tout comme
dans la PLT, des modifications des propriétés de liaison et/ou de régulation des récepteurs
AMPA participeraient au développement et au maintien de phénomeénes pathologiques

comme |'épilepsie, n'ont pas encore €té€ €tudiés.
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2. HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Le fonctionnement physiologique et pathologique du systeme nerveux central
implique donc une participation des fonctions de I'hippocampe tant au niveau du maintien
de la mémoire que de son pouvoir intrinseque de réduction de la propagation des
décharges épileptiques. Une hausse de la fonction excitatrice des neurones
glutamatergiques de I'hippocampe par la PLT semble similaire aux mécanismes cellulaires
sous-jacents au développement des processus €pileptiques (Baudry, M. ;1986). Les
récepteurs au glutamate, retrouvés en grand nombre dans I'hippocampe, sont impliqués
dans l'induction et le maintien de ces phénomenes. Ainsi, le récepteur NMDA pour le
glutamate contribue a l'induction des mécanismes impliqués dans le développement de ces
phénomenes par une augmentation de la concentration de calcium a l'intérieur de la
structure post-synaptique. Cette hausse de calcium intracellulaire contribue par la suite a
une modification fonctionnelle et/ou biochimique du récepteur AMPA (Massicotte, G. et

Baudry, M.; 1990).

Dans notre laboratoire, nous avons proposé que l'activation d'un systeme
enzymatique telles les phospholipases modifierait a la hausse l'affinité du récepteur
AMPA, afin de permettre le maintien de la PLT hippocampique. De nombreuses
évidences supportent cette hypothese. Dans un premier temps, il a ét€ rapporté que le
traitement de membranes synaptiques par une PLA2 exogéne augmente l'affinité du
récepteur AMPA pour ses agonistes (Massicotte, G. et Baudry, M.; 1990). De plus, il fut
démontré que la PLA) exogene pert sa capacité a modifier l'affinit€ du récepteur AMPA,

dans deux situations ou l'on observe une perte de la capacité de I'hippocampe a exprimer
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le phénomeéne de la PLT en l'occurrence, durant la période post-natale chez le raton et chez

les rats adultes ayant expérimenté une période intense de convulsions.

Considérant que le maintien de la PLT partage possiblement des mécanismes
communs avec le développement de I'épilepsie, nous avons voulu vérifier si des
altérations électrophysiologiques (PLT) et biochimiques des propriétés des récepteurs
AMPA pour le glutamate soustenaient le développement de 1'épilepsie de type audiogene
chez les souris DBA (Dilute Brown Agouti).  Par les techniques d'autoradiographie
quantitative et la technique conventionnelle d'électrophysiologie sur tranches
d'hippocampes, nous avons évalué, d'une part, le niveau de régulation du récepteur
AMPA par la PLA) exogene et, d'autre part, le degré de potentialisation neuronale chez
des souris prédisposées et résistantes a 'épilepsie de type audiogene. Le choix de ce
modele repose principalement sur le fait qu'il a ét€ démontré que la structure
hippocampique détermine le niveau d'activité €pileptique chez cette souche de souris (Reid
et coll.,; 1983). L'ensemble de notre étude montre que les modifications des récepteurs
AMPA pour le glutamate par les phospholipases endogénes pourraient constituer un
mécanisme commun a l'expression des phénomenes physiologiques et pathologiques de
plasticité neuronale. Plus particulierement, nous montrons que la susceptibilité a
I'épilepsie des souris prédisposées a I'épilepsie de type audiogene est reliée a une
augmentation du niveau de la PLT et que ce modele de plasticité synaptique nécessite un

rdle crucial de la PLA2 endogene pour son maintien.
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3. MATERIEL ET METHODES

3.1. Electrophvsiologie: Préparation des coupes d'hippocampe

Des coupes d'hippocampe sont préparées selon la technique préalablement €établie
par Massicotte et coll. a partir des souris C57BL/6J et DBA/2J. Des coupes transversales
d'environ 450 um d'épaisseur sont placées rapidement dans une chambre a interface et
perfus€es a 1,0 ml/min. avec du liquide cérébrospinal artificiel. Ce liquide est composé de
NaCl a 124mM, du KCI a 3mM, du KH2PO4 a 1,25 mM, du MgSO4 a 2,5 mM, du

CaCl2 a 3,4 mM, du NaHCO3 a 26mM, du glucose a 10mM et du L-ascorbate a 2 mM.

RE

Al/ E

Figure 5. Schéma représentatif du modele expérimental. Une électrode d'enregistrement (RE)
est positionnée dans le stratum radiatum de la région CA1 de I'hippocampe et enregistre I'ensemble des

PPSEs évoqués par I'électrode bipolaire (EB) activant les fibres afférentes Schaffer commissurales.



Les coupes sont maintenues a 35°C et oxygénées avec 95 % d'02/5% de CO2.
Apres une période d'équilibration de 1 heure, une électrode d'enregistrement (RE) en
verre (1-5 MQ emplie de 2 M de NaCl) est positionnée dans le stratum radiatum de la
région CA1 de I'hippocampe (voir Figure 5). Cette électrode enregistre 'ensemble de la
population de potentiels post-synaptiques excitateurs évoqués par l'électrode bipolaire
(EB) (nichrome 60 um enroul€) activant les fibres afférentes Schaffer commissurales. Les
PPSEs évoqués par une stimulation simple, ou sous forme de bouffées théta (BT) [ 10
trains de 4 pulsations a 100 Hz, donnés a une fréquence de SHz (Larson et Lynch; 1988)]
sont enregistrés par I'ordinateur pour en faire une analyse subséquente. La valeur de la

pente descendante du PPSE est calculée et enregistrée.

3.2. Autoradiographie quantitative

3.2.1 La préparation des tissus

Les souris prédisposées génétiquement a I'épilepsie de type audiogene (DBA/2J)
ont des crises motrices apparaissant en réponse a un son entre 90 et 120 décibels, émit a
une fréquence de 10 a 20 kHz. On assiste alors & une période de latence suivie d'une

course sauvage de l'animal, le tout se terminant en crises toniques et/ou cloniques.

Les souris C57BL/6J et DBA/2J sont tenues dans un cycle de 12 heures diurnes,
avec nourriture et eau ad libitum. Les souris non-traitées et n'ayant subi aucune crise

épileptique, ont €té sacrifiées et leur cerveau rapidement extrait et congelé dans
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I'isopentane (méthyl butane) a -209C. Jusqu'au moment de la coupe, les cerveaux sont
gardés a -709C. Des coupes horizontales de cerveau sont effectuées dans un cryostat
Cryocut 1800 de Leica (a -159C) et montées par fonte de la coupe sur une lame
préalablement gélatinée au chrome-alum. Des sections adjacentes de cerveau furent pré-
incubées, a 350C, dans le tampon Tris-acétate (100 mM, pH 7,4) contenant 100 uM
d'EGTA et 4 mM de calcium acétate, avec ou sans PLA2 (0,5 pg/ml). Apres un lavage

rapide dans le tampon Tris-acétate froid, les coupes furent incubées avec du 3H-AMPA.

3.2.2 Incubation en présence de 3SH-AMPA

Les sections furent incubées durant une période de 45 minutes, a 09C, dans du
tampon Tris-acétate (SOmM, pH 7,4) contenant 100 uM d'EGTA, 50 mM de potassium
thiocyanate et du 3H-AMPA 4 75 nM( 46 Ci/mol, NEN-Dupont). La liaison non-
spécifique fut déterminée comme étant celle du 3H-AMPA en présence de 1mM de
quisqualate (Tocco et al.; 1992). Les coupes furent ensuite rincées deux fois dans le
tampon Tris-acétate, dix secondes, et une autre fois durant cinq secondes dans le tampon a
demi dilué. Les lavages sont suivis de trois "trempettes" dans I'eau distillée. Les coupes

furent ensuite séchées rapidement sous un jet d'air chaud.
J

Les coupes seches ainsi que le standard au tritium (Amersham, microscales) furent
exposés a un film sensible au tritium (Amersham Hyperfilm) durant 10 a 15 jours. Les
films furent alors trait€s avec du développeur et du fixateur Kodak GBX. L'analyse

densitométrique a été effectuée par un systeme d'analyse d'image (Imaging Research,
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MCID). Les images digitalisées ont ét€ visualisées en noir et blanc, ainsi qu'en pseudo-

couleur sur un écran couleur a haute résolution.

Différentes régions du cerveau furent analysées. L'hippocampe fut divisé en ses
régions CAl et CA3, chacune sous-divisé€es en stratum radiatum et stratum oriens. La
couche moléculaire du gyrus dentatus fut aussi analysée. Les autres régions d'intérét
incluent les couches externes (I-11I) et les couches internes (I1I-1V) du cortex pariéto-
temporal, le néostriatum, les couches granulaire et moléculaire du cervelet et le thalamus.
La courbe étalon provenant des standards au tritium fut utilisée afin de convertir la lecture
de différents niveaux de gris (se lisant en pmol/mg de protéines). La densité optométrique
significative a ét€ mesurée a partir de 6 a 8 sections par région, par souris. Pour chaque
traitement, la liaison non-spécifique fut déterminée. Par soustraction de la liaison non-
spécifique a la liaison totale, la liaison spécifique fut obtenue. L'analyse des données se
fit en utilisant un logiciel d'analyse statistique (CSS de Statsoft). Une analyse de variance
pour groupes multiples ( Anova) fut aussi utilisé, suivi d'une analyse post-hoc Scheffé

avec, comme critere significatif, une valeur de p< 0,05.
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4. RESULTATS

4.1. La potentialisation a long terme chez les souris C57BL/6J et les DBA/2J

Les coupes d'hippocampe des deux souches de souris ont €té perfusées durant une
période de 2 & 3 heures, a I'aide d'une solution artificielle de liquide cérébrospinal. Par la
suite, les coupes furent stimulées a haute fréquence sur les fibres Schaffer commissurales
de la région CA1. La stimulation de bouffées théta (SBT) a été utilis€e afin de provoquer
l'induction de la PLT. Au cours de l'expérimentation, les réponses cellulaires furent
testées a 30 secondes d'intervalle, au moins 10 minutes avant la SBT. Suite a cette
stimulation, les réponses ont ét€ enregistrées pendant une période de 25 minutes et la pente
initiale calculée pour chacune des enveloppes de PPSE. La stimulation de bouffées théta
appliquée sur les coupes d'hippocampe a produit, chez les deux souches de souris, une
augmentation initiale de la pente initiale des PPSEs, suivie d'une diminution progressive
de cette pente sur une période de 15 minutes. Suivant cette potentialisation a court terme,
'amplitude de la réponse demeure stable et durable tout au long de I'expérience. Une
moyenne de quatre réponses cellulaires, a 2,0 et 25 minutes apres la SBT, a €té effectuée
afin de comparer respectivement la potentialisation initiale et celle a long terme. Comme il
est démontré a la figure 6, on remarque une hausse au niveau de I'augmentation de la
pente des PPSEs, pour les réponses post-synaptiques associé€es a la courte potentialisation
chez les souris DBA/2J. Ainsi, des valeurs de courte potentialisation de 158 20 % pour
les souris DBA/2J et de 101 =12 % pour les souris C57BL/6J sont obtenues ( n=7,

p<0,05).
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Tableau 1
Caractéristiques électrophysiologiques de la région CA1 de I'hippocampe chez les souris

sensibles (DBA) et résistantes (C57BL) a I'épilepsie audiogene.

Caractéristiques Souches de souris
électrophysiologiques C57BL DBA
Facilitation par stimulation 50+5 % 477 %
double
Potentialisation immédiate 60+5 % 65+5 %
(5 sec)
Potentialisation a court 101+12% 158+20 % *

terme (2,5 min)
Potentialisation a long terme 4546 % 87+12 % *

(25 min)

* signifie une différence statistique significative des données par rapport aux résultats des

souris C57BL (p < 0,05).
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Figure 6. PLT chez les souris sensibles (DBA/2J) et chez les souris résistantes
(CS7BL/6J) a I'épilepsie de type audiogene
Les données sont exprimées en pourcentage de la valeur de base. La fleche indique a quel

moment la SBT a ét¢ appliquée.



Une hausse significative, au niveau de la PLT, a été également observée chez les souris
sensibles a I'épilepsie audiogene DBA/2J (87«12 %, n=7) comparée aux souris résistantes

a I'épilepsie audiogene CS7BL/6J (45+6 %, n=7).

La facilitation par stimulation double, dont I'effet est clairement di & une
augmentation de la relache du neurotransmetteur, a été étudiée sur différentes synapses,
incluant celle de I'hippocampe. 11 a ét€ démontré que les facteurs influengant la relache de
neurotransmetteur, tels que la potentialisation post-tétanique ainsi que des changements de
concentration de calcium et de magnésium, affectent cette forme de facilitation synaptique
(Staubli et coll.; 1990; Zaluski et Nicoll; 1990). En utilisant cette approche, nous avons
donc évalué ce parametre de la fonction présynaptique chez les souris C57BL/6J et les
DBA/2J. Le degré de facilitation par stimulation double a été déterminé pour un intervalle
entre deux pulsations de 50 ms. Aucune modification du pourcentage d'augmentation de
la facilitation par stimulation double n'a ét€ obtenue pour cet intervalle (50 +5 % pour les
C57BL/6] par rapport a 45 =7 % pour les DBA/2J, n=7). Il est donc peu probable qu'une
modification de la fonction présynaptique soit présente chez les souris DBA/2J et qu'elle

soit a l'origine de la hausse du niveau de la PLT chez ces souris.

Des études précédentes ont démontré que toutes les formes de potentialisation
durant plus de 5 secondes apres la SBT sont dues a l'activation des récepteurs NMDA
(Larson et Lynch; 1988). Nous avons mesuré la pente des PPSEs 20 secondes apres la
SBT et n'avons trouvé aucune différence significative entre les deux souches de souris
(60=5 % pour les C57BL/6J et 65+5 % pour les DBA/2J, n=7). Ces résultats suggérent

donc une activation similaire des récepteurs NMDA durant la SBT chez les deux souches
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de souris. L'ensemble des données électrophysiologiques sont résumés au tableau 1.
Nos résultats démontrent que l'augmentation de I'amplitude de la PLT chez les souris
DBA/2]J provient de la modification d'une étape cellulaire subséquente a I'activation des
canaux ioniques NMDA, I'étape critique nécessaire pour l'induction de ce phénomene de
plasticit€é neuronale. Par conséquent, nous proposons qu'une altération des processus

biochimiques responsables du maintien de la PLT survient chez les souris DBA.

4.2. Modulation de la liaison au 3H-AMPA apres traitement a la phospholipase A2

De nombreuses évidences expérimentales ont €té recueillies concernant le role
probable des phospholipases dans la régulation des récepteurs AMPA pour le maintien de
la PLT hippocampique ( Massicotte et coll.; 1990-91-92). Par exemple, le traitement a la
phospholipase A) exogene des membranes synaptiques du télencéphale et des coupes de
cerveau produit une preuve de l'affinité€ du récepteur AMPA pour ses agonistes triti€s. De
plus, cette perte de modulation du récepteur AMPA par la PLA) est normalement
accompagnée par une incapacité de la structure hippocampique a exprimer la PLT. Nous
avons voulu vérifier ici si cette capacité accrue de la région CAl de I'hippocampe a
exprimer la PLT chez les souris DBA est associ€e a une altération des mécanismes

biochimiques modulant les récepteurs AMPA pour le glutamate.

Des sections horizontales de cerveau adjacentes des deux souches de souris ont été
préincubées avec 4 mM de calcium-acétate, en présence ou en absence de 0,5 pg/ml de
PLA? (provenant du pancréas de porc). Les coupes adjacentes ont alors €t€ incubées avec
de I'3H-AMPA et soumises 2 une analyse d'autoradiographie quantitative. La figure 7

représente un autoradiogramme des hippocampes obtenu avec (A-B) et sans (C-D)
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Figure 7. Modulation du récepteur AMPA par une PLA2 exogene sur coupes minces de

cerveau de souris DBA/2J. Préincubation avec (A et B) et sans (C et D)
0,5 ng/ml de PLA2 pour une durée de 45 minutes. Une augmentation du taux de liaison du

récepteur AMPA est observée chez les coupes préincubées & la PLA2. Les sousris DBA montrent une

augmentation du taux de liaison plus élevé que les souris C57BI.
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préincubation a la PLLA2 chez les deux souches de souris C57BL/6J et DBA/2J. Les
résultats indiquent clairement une hausse de la liaison du 3H-AMPA au récepteur AMPA,
apres un prétraitement a la PLA2. L'analyse quantitative démontre une hausse de la
liaison du 3H-AMPA due au traitement 2 la PLA2 exogene dans I'ensemble des régions de
I'hippocampe (Figure 8). A la figure 9, les différentes parties cérébrales étudiées telles le
striatum, le thalamus, la couche granulaire du cervelet, présentent une hausse de la liaison
du 3H-AMPA au récepteur AMPA. Cependant, une élévation de la liaison est observée de
facon plus déterminante pour les couches externes du cortex pariéto-temporal. La hausse
de la liaison au 3H-AMPA provoquée par le traitement a la PLA2 exogene est observée de
fagon plus significative dans les régions CA1 et CA3 de I'hippocampe et dans la couche
moléculaire du cervelet, chez la souche de souris DBA/2J par rapport a la souche

C57BL/2J.

Chez ces deux souches de souris, Ja liaison de base (2 00C) du 3H-AMPA (Figure
10), pour les mémes régions de I'hippocampe, ne présente aucune différence significative
du taux de liaison (Figure 11). Au niveau des régions du cerveau étudiées, aucune
différence significative du taux de liaison n'est observée (Figure 12). Ceci suggere que la
hausse de la liaison observée ne peut €tre due a une modification préalable du récepteur
AMPA et de ses propri€tés de liaison chez les souris prédisposées génétiquement a

I'épilepsie de type audiogéne.
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Figure 10. Autoradiogramme montrant la liaison de base du 3H-AMPA 2 son récepteur

membranaire. (A: CS7BL, B: DBA) Aucune différence significative du taux de liaison du récepteur

AMPA n'est observé i 0°C.
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5. DISCUSSION

A l'aide de ces résultats, il nous est possible d'appuyer les hypothéses
préalablement postulées, soient la PLT comme modele de plasticité synaptique et le rle
crucial de la phospholipase A pour le maintien de cette plasticité synaptique. L'étude
présente indique donc une amplification importante de la valeur de la PLT induite dans la
région CA1 des coupes d'hippocampe chez les souris DBA/2J sensibles a I'épilepsie
audiogene. La hausse de I'ampleur de la PLT, chez les souris DBA/2J, ne semble pas
résulter de modifications des propriétés physiologiques des coupes d'hippocampe. Cette
hypothése repose sur deux observations. Premiérement, la facilitation par stimulation
double observée chez les deux souches de souris est identique. La similitude des réponses
a la facilitation par stimulation double améne 1'évidence qu'aucune modification de la
relache du neurotransmetteur pour les souris DBA/2J n'a eu lieu. Deuxiemement,
'ampleur de la potentialisation post-tétanique immédiate, 20 secondes suivant la SBT,
s'avere identique chez les deux souches de souris. L'ampleur de cette potentialisation
post-tétanique reflete directement le niveau d'activation du récepteur NMDA. Ces données
spécifiques concernant la potentialisation immédiate viennent confirmer que les différences
observées au niveau de I'ampleur de la PLT chez les souris DBA/2J ne reposent pas sur
une hausse de la relache de neurotransmetteur ou sur une augmentation de l'activation du
récepteur NMDA. L'ensemble des résultats obtenus suggere fortement une modification
des processus cellulaires suivant I'activation des canaux ioniques associés aux récepteurs

NMDA.

51



Dans la région CA1 de I'hippocampe, I'activation du récepteur NMDA ainsi que la
hausse de la concentration de calcium a l'intérieur de la structure post-synaptique sont
deux étapes essentielles a l'induction et a l'expression de la PLT. De plus, une
modification de l'affinité des récepteurs AMPA pour le glutamate fut proposée comme
mécanisme responsable de I'expression de la PLT (Baudry, M. et Massicotte, G.; 1992).
Appuyant cette hypothése, sont les études rapportant une hausse de la liaison du 3H-
AMPA 2 son récepteur. Conformément aux résultats de Tocco et coll. (1992), nous avons
démontré que le traitement a la PLA2 des coupes de cerveau est associé, tout comme pour
la PLT, 2 une hausse de la liaison du SH-AMPA dans diverses structures cérébrales.
Cette hausse de liaison du SH-AMPA par l'action de la PLA2 est plus marquée dans les
régions CA1 et CA3 de I'hippocampe des souris prédisposées génétiquement a I'épilepsie
audiogéne comparée a celles des souris témoins a ce type d'épilepsie. L'action plus
marquée de la PLA) sur les récepteurs AMPA des souris DBA/2J semble relativement
sélective a I'hippocampe. L'élévation de la liaison du 3H-AMPA au récepteur AMPA
dans les autres régions analysées tels le cortex, le striatum et le thalamus est similaire chez
les deux souches de souris. 1l nous est donc possible de relier cette hausse de la liaison au
récepteur AMPA via l'action de 1a PLA7 a la différence d'ampleur de la PLT observée
chez les souris DBA/2J. Ces données sont aussi compatibles avec des €tudes effectuées
précédemment dans notre laboratoire. Par exemple, la PLT est aussi absente chez les
rats ayant subi des crises épileptiques sévéres suite a I'injection d'acide kainate, de méme
que chez les rats en développement. Lors de ces deux situations, un traitement des

membranes a [a PLA2 n'augmente plus le taux de liaison du 3H-AMPA au récepteur

AMPA (Baudry, M. et coll., 1991; Massicotte, G. et coll.; 1992). Ces résultats sont donc

en faveur de I'hypotheése concernant le réle de la PLA2 au niveau d'une modulation du

récepteur AMPA comme €tape nécessaire pour la formation et le maintien de la PLT.
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Appuyant cette hypothese, les résultats démontrent la prévention de la formation de la PLT
suivant la stimulation de bouffées théta des afférences Schaeffer commissurales de la
région CA1l, par un traitement des coupes d'hippocampe aux inhibiteurs de la PLAD
(Massicotte, G. et coll.; 1990b). Par conséquent, il est raisonnable de proposer qu'une
modification des propriétés des récepteurs AMPA par l'action de la PLA2 puisse
constituer une composante importante de l'expression et du maintien de la potentialisation
a long terme au niveau de I'hippocampe. Mieux comprendre les bases de ces
changements pourra nous permettre d'établir plus spécifiquement les différents

mécanismens impliqués dans cette expression de la PLT.

Les souris DBA/2J ont €té particulierement étudi€es pour leur susceptibilité au
déclenchement des crises épileptiques de type audiogene. Chez ces souris, la modification
de la sensibilité des récepteurs AMPA par l'action de la PLA2 pourrait avoir un impact
fonctionnel sur la capacité de I'hippocampe a induire les crises audiogenes. Des I€sions
effectuées sur I'hippocampe de rongeurs ont démontré une hausse de la susceptibilité et
une diminution du temps de latence aux crises €pileptiques audiogenes, supposant une
fonction inhibitrice naturelle du déclenchement des crises accompli par le systeme limbique
(Reid, H.M. et coll.; 1983). De plus, des études effectuées in vitro ont démontré une
résistance de la part du gyrus dentatus a exprimer l'activité €pileptogene, alors que les
cellules de la région CA1 et CA3 de 'hippocampe ont tendance a générer des crises

épileptiques (Heinemann, U. et coll.; Lothman, E.W. et coll.; 1988).

Nous pouvons raisonnablement proposer qu'une hausse de l'excitabilité de

'hippocampe puisse jouer un rdle important au niveau de l'induction des crises
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audiogenes. La hausse de I'affinité des récepteurs AMPA pour ses agonistes, via l'action
de la PLA2, dans les régions CA1 et CA3 de I'hippocampe pourrait résulter en une
augmentation de l'excitabilité synaptique chez les souris prédisposées génétiquement a
I'épilepsie de type audiogene. Nos résultats suggérent donc fortement qu'une
modification des récepteurs AMPA par la PLA2 pourrait représenter I'un des mécanismes
de base de la plasticité synaptique, incluant I'épilepsie (Figure 13). A cet égard, des
études précédentes ont démontré l'existence d'une bonne corrélation entre des
changements de la fonction et des modifications de I'affinité des récepteurs AMPA (Shahi,
K. et Baudry, M.; 1992). De plus, nous savons qu'un déséquilibre entre les acides
aminés excitateurs et inhibiteurs, de méme que plusieurs altérations neurochimiques,
incluant des modifications des récepteurs GABA, ont été proposés comme participant a

I'épileptogenese .

Par l'action de la PLA2 , nous avons aussi observé une augmentation de la liaison
du 3H-AMPA au récepteur AMPA au niveau de la partie moléculaire du cervelet des souris
sensibles a l'épilepsie audiogéne par rapport aux souris résistantes a ce méme type
d'épilepsie. Puisque le cervelet est associé a la formation des tremblements, la
modification de la liaison au récepteur AMPA par ['action de la PLA2 chez les souris
DBA/2J pourrait reposer sur la hausse de la susceptibilité de ces souris & déclencher des

crises €pileptiques audiogenes.

Le ou les mécanismes moléculaires responsables de la hausse du taux de liaison
du 3H-AMPA au récepteur AMPA, par le traitement a la PLA2 exogene chez les souris
DBA reste inconnu. Récemment, une grande famille de récepteurs AMPA a €t€ clonée par

plusieurs groupes de recherche. Quatre sous-unités pouvant former le récepteur AMPA
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furent identifi€ées et nommées GLURA a GLURD. Les récepteurs AMPA étant codés a
partir de plusieurs genes, le canal du récepteur AMPA peut €tre reconstitué in vitro en
exprimant une, ou en coexprimant 2 ou 4 sous-unités. Celles-ci, longues d'environ 900
acides aminé€s, se retrouvent sous deux formes, chacune d'elles s'obtenant par épissage
alternatif de la séquence de 38 acides aminés. L'épissage alternatif procure deux versions
différentes de la protéine constituant une sous-unité du récepteur AMPA. Les deux
versions, appelées flip et flop, démontrent un profil d'expression différent au niveau d'un
cerveau mature et en développement. (Monyer, H. et coll.; 1991; Sommer, B. et coll.;
1990). L'expression de ces formes persiste tout au cours de la vie. Ainsi, les formes
flip exprimées dans différentes régions du cerveau possederont le méme patron
d'expression. Un cerveau embryonnaire exprime de fagcon proéminente la version flip des
unités GLURA a GLURD. Inexistante dans le cerveau embryonnaire, la forme flop
apparait plus tard dans le développement, les versions flop ne sont exprimées qu'apres la
naissance et augmentent en nombre au cours du développement. La forme flop est co-

exprimée de concert avec la forme flip dans plusieurs cellules.

Ce changement développemental de la structure du récepteur AMPA comporte des
conséquences fonctionnelles importantes. En effet, les récepteurs constitués de la version
primaire flip semblent caractérisés par une désensibilisation plus lente de I'activation du
canal que les récepteurs AMPA chez les animaux adultes dont les récepteurs contiennent
les versions flip et flop (Sommer, B. et coll,, 1992). Une modification de la
stoechiométrie du récepteur AMPA, comme une modification du rapport flip/flop, pourrait
étre a l'origine d'une hausse de la fonction et de l'affinité du récepteur. Dans cette
situation, la hausse de la liaison au récepteur AMPA observée dans les régions CA1l et

CA3 de I'hippocampe des souris DBA/2J par l'action de la phospholipase A2 exogene
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pourrait refléter une modification de l'expression des sous-unités du récepteur. 1l sera
particulierement important d'évaluer l'expression de ses sous-unités chez les souris

prédisposées a I'épilepsie de type audiogene.
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6. CONCLUSION

L'épilepsie, cette hausse du niveau d'excitabilité de certains neurones du systeme
nerveux central, constitue une pathologie importante du systéme nerveux central. Le
développement de crises épileptiques et I'ensemble des symptdmes cliniques observés lors
du déclenchement de la crise dépendent directement des structures cérébrales impliquées
dans la décharge épileptique. Ainsi, une décharge impliquant l'ensemble de la structure
corticale des deux hémisphéres provoque le déclenchement de crises €pileptiques
généralisées. Elles se manifestent par des contractions motrices appelées le Grand-Mal,
ou encore par une simple altération de la conscience pouvant étre accompagnée ou non de
démonstrations motrices, les absences. En plus du Grand-Mal et des absences, il existe
différentes formes de crises généralisées impliquant toute I'activation de I'ensemble du
cortex cérébral. Cependant, les crises épileptiques dont la décharge implique seulement
l'activation d'une partie de la structure corticale, forment les crises €pileptiques partielles.
La décharge de ces crises provient seulement d'une partie spécifique de la structure
corticale, appelée foyer et y reste localisée. La situation morphologique du foyer de
déclenchement des crises épileptiques partielles crée diverses formes de crises; il y aura
donc autant de types de crises que de régions corticales. Les crises partielles peuvent
avoir lieu avec ou sans altération de la conscience, permettant de les séparer en deux

catégories: les crises partielles simples et les crises partielles complexes.

Le site d'origine des crises épileptiques comporte des irrégularités morphologiques
et biochimiques étant I'essence méme de la fréquence, de I'amplitude et de la répartition de
la décharge épileptique. Ainsi, une altération de la structure méme de la cellule neuronale

par une modification de l'arbre dendritique, une prolifération des cellules gliales en plus
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d'une détérioration de la circulation capillaire sanguine figurent parmi les changements

anatomiques observés au foyer.

EXCITABILITE DES RECEPTEURS EXCITABILITE DES RECEPTEURS

AMPA ++ AMPA +++++

A~ ANAAAN =

Figure 13. Schéma résumé: lien possible entre la PLT et le développement de I'épilepsie
généralisée. Une activité épileptique intense traversant un hippocampe normal chez des souris non
prédisposées a I'épilepsie est filtrée, empéchant la dispersion de l'activité électrique épileptique sur
l'ensemble du SNC. Alors que cette activité électrique intense traversant I'hippocampe des souris
prédisposées a I'épilepsie audiogene impliquerait une hausse de la sensibilité du récepteur AMPA détruisant
la capacité de filtration de I'hippocampe. L'activité électrique intense pourrait donc se répendre sur

I'ensemble du SNC déclanchant des crises généralisées.



L'épilepsie résultant d'une hausse du niveau d'excitabilité du systeme nerveux central,
toute altération de la fonction de la structure de I'hippocampe lui empéchant de filtrer
adéquatement une activité €lectrique intense pourrait contribuer au développement de
I'épilepsie (voir Figure 13). La potentialisation a long terme de I'hippocampe est un
modele électrophysiologique de renforcement de l'efficacité des synapses qui pourrait
accroitre la fonction des neurones glutamatergiques pour ainsi réduire cette capacité de

filtration de l'activité électrique intense par I'hippocampe.

L'étude comparative entre la formation de la PLT chez des animaux prédisposés
génétiquement a l'épilepsie de type audiogene et chez des animaux non-prédisposés
s'aveére donc importante afin d'appuyer I'hypothése voulant que les mécanismes cellulaires
et moléculaires de la PLT soit aussi a la base du développement de I'épilepsie. Les
résultats obtenus lors de cette €tude confirment I'hypothese d'une altération du niveau de
potentialisation neuronale chez des animaux prédisposés a 1'épilepsie de type audiogene.
En particulier, nous rapportons une augmentation de la capacité des neurones
glutamatergiques a produire la PLT dans la région CA1 de I'hippocampe. Le taux de
régulation du récepteur AMPA pour le glutamate par une enzyme calcium-dépendante, la
phospholipase Ap, s'est aussi avéré supérieur au niveau des régions de I'hippocampe

alors que les autres régions €tudi€es ne montraient pas cette hausse du taux de liaison.

Nous avons donc présenté I'évidence que la modification du taux de liaison au
récepteur AMPA et la formation de la PLT sont augmentées chez un modele de souris
prédisposées génétiquement a 1'épilepsie audiogene. 1l est toutefois important de rappeler
que la PLT constitue aussi un modele électrophysiologique de la mémoire, la hausse du

niveau de la PLT chez ces souris pouvant expliquer le développement de ['épilepsie, mais
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pourrait-il €tre aussi a la base d'une augmentation de la capacité de mémorisation et
d'apprentissage? Ces résultats sont donc en correspondance avec les hypotheses €énoncées
plus haut soient que I'épilepsie et la potentialisation a long terme peuvent partager des

mécanismes cellulaires communs.
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