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RESUME

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systeme nerveux central
(SNC). Plus précisément, le récepteur métabotropique du glutamate 5 (mGLuRs5) est
connu pour étre important dans la plasticité synaptique au niveau de plusieurs régions
cérébrales et sa signalisation est importante dans différentes fonctions cérébrales telles
que la mémoire, la cognition, I'anxiété et la locomotion. L’inhibition pharmacologique du
récepteur mGluRs par des modulateurs allostériques négatifs (NAM) comme le MPEP et
le MTEP a été largement documentée pour avoir des effets anxiolytiques et altérer la
locomotion. Toutetois, I’impact de sa modulation positive sur les comportements anxieux
ainsi que son implication dans I’exécution motrice et [’apprentissage moteur reste a ce
jour inconnu. Ainsi, [’objectif de mon étude est d’investiguer |’ impact de la modulation
positive et négative du récepteur mGluRs sur les comportements anxieux et moteurs chez
des souris. A cette fin, j’ai administré par injection intra-péritonéale le modulateur
allostérique négatif MTEP ou le modulateur allostérique positit CDPPB du récepteur
mGluRs. Ensuite, les souris ont été soumises a de nombreux tests évaluant leurs
comportements anxieux (« Elevated plus maze » & « Light/Dark transition »), les
capacités d’exécution motrice (« Pole test », « Wire test », « Beam test », « Stepping
test » & « Cylinder test ») ainsi que leurs capacités d’apprentissage moteur (Rotarod en
accélération). Mes résultats confirment [’effet anxiolytique du MTEP et dévoilent un effet
anxiogénique du CDPPB. De plus, bien que le CDPPB n’affecte pas les capacités
motrices, celui-ci a causé un ralentissement de [’apprentissage moteur. En plus de
confirmer I’importance du récepteur mGluR;s dans les comportements anxieux, mes
résultats sont les premiers a démontrer que sa modulation aftecte les capacités
d’apprentissage et de mémorisation d’une tdche motrice. Une bonne compréhension de la
maniere dont le cerveau organise, commande et intégre les mouvements volontaires est
d’une grande importance pour la compréhension des bases neurophysiologiques de la
motricité. Bien que ce soit & un niveau fondamental, mes travaux participent a fournir une
piste thérapeutique novatrice dans |'étude des maladies neurologiques causant des
troubles du mouvement.

Mots clés :  Glutamate, mGluRs, MTEP, CDPPB, anxiété, exécution motrice,
apprentissage moteur
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

Le cerveau est sans aucun doute I’une des structures les plus complexes du corps
humain. C’est en fait I’organe qui permet au corps de fonctionner correctement et de
s’adapter a son environnement. Il se compose de cellules neuronales qui assurent une
bonne communication avec I’organisme et de cellules gliales qui assurent la défense et la
nutrition du cerveau. La communication assurée par les neurones se fait grace a une

structure anatomique nommeée synapse, qui s€ compose de quatre acteurs principaux :

expéditeur, nommé neurone présynaptique, qui envoie un message via la fente

synaptique, nommé neurotransmetteur, a un destinataire, nommé récepteur, qui est situé

sur le neurone postsynaptique (figure 1.1). Ce mécanisme de transfert d’informations

survient des milliards et des milliards de fois dans une journée et nous permet de bouger,
de penser, de manger ou encore de lire un texte. Dans le présent ouvrage, je vous
présenterai mes travaux de recherche qui portent sur un neurotransmetteur bien connu :
le glutamate, et sur un de ses récepteurs : le récepteur métabotropique du glutamate 5

(mGIuRs).



Synapse

Neurotransmitters

Figure 1.1  La synapse
(Marieb and Hoehn 2010)

1.1 Généralités du systéme glutamatergique
1.1.1 Structure du glutamate

Le glutamate est une petite molécule de faible poids moléculaire. Il est composé
d’un acide carboxylique (COOH), d’un groupement amine (NH2) et finalement d’une
chaine latérale (CH2CH2COOH) qui lui est propre (Figure 1.2). (Brosnan and Brosnan

2013)

T4

HOOC COOH
L-glutamate

Figure 1.2  Le Glutamate
(Connaughton 1995)



La présence du groupement carboxyle et de I’amine fait du glutamate une
molécule qui fait partie d’une grande famille de molécules : les acides aminés. Les acides
aminés sont les unités de base des protéines. Le glutamate participe donc a la constitution
des protéines cellulaires. Toutefois, en plus d’avoir ce réle important, le glutamate agit
aussi comme messager dans le systéme nerveux central (SNC). Il permet la transmission
d’informations d’un neurone a I’autre en agissant comme neurotransmetteur. En fait, il
est considéré comme ¢€tant le principal neurotransmetteur excitateur du SNC. (Hackett

and Ueda 2015)

1.1.2 Synthése du glutamate

Le glutamate fait partie des acides aminés dits non-essentiels, ce qui signifie qu’il
peut étre synthétisé par I’organisme directement dans les cellules. Certains neurones ont
la capacité de synthétiser le glutamate, ce qui leurs confére le nom de neurones
glutamatergiques. Dans ces neurones, le glutamate est synthétisé de deux principales
fagons. Une d’entre elles consiste a une réaction de transamination de 1’a-cétoglutarate,
un intermédiaire du cycle de Krebs mitochondriale, par une enzyme nommée
transaminase. La seconde voie de synthése consiste a transformer un autre acide aminé,
la glutamine, en glutamate par une enzyme nommée glutaminase (Figure 1.3 et 1.5)
(Rowley, Madsen et al. 2012). Ces deux voies de synthese du glutamate permettent de

garder un taux physiologique viable pour le bon fonctionnement du SNC.
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Figure 1.3  La synthése du glutamate
(Rowley, Madsen et al. 2012)

1.1.3 Métabolisme du glutamate

Lorsque le glutamate est en solution a pH physiologique (comme dans les cellules
par exemple), son acide carboxylique est déprotoné, ce qui lui confere une charge
negative (COO"). Cette forme ionisée lui attribue un caractere hydrophile et I’empéche de
sortir du SNC grace a la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Marieb and Hoehn 2010).
Etant confiné au SNC, il devra étre entreposé dans des vésicules. En fait, une fois
synthétisé, le glutamate sera reconnu de maniere spécifique par le transporteur vésiculaire
du glutamate (« Vesicular Glutamate transporter », VGLUT) qui, sous certaines
conditions physicochimiques, permettra le stockage du glutamate dans des vésicules au
niveau de la terminaison nerveuse (figure 1.5). Lors de la stimulation du neurone, les
vésicules iront fusionner avec la membrane cellulaire et libérer leur contenue dans la fente
synaptique suite a certains changements ioniques dont une augmentation de calcium

(Figure 1.4) (Hackett and Ueda 2015).
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Figure 1.4  Libération de neurotransmetteur
(Marieb and Hoehn 2010)

Suite a la transmission du signal au neurone post-synaptique, le glutamate doit
étre recyclé. Il sera alors €éliminé de la fente synaptique par les transporteurs d’acides
aminés excitateurs (« Excitatory amino acid transporters », EAAT) qui existent sous 5
isoformes différents. D’une part, les EAAT) & 2 permettent au glutamate d’entrer dans les
astrocytes voisins dans lesquels il sera transformé en glutamine (EAAT: assure 90% de
cette recapture). La glutamine sera ensuite transférée vers les neurones pour finalement
étre recyclée en glutamate. D’autre part, les EAAT3 5 5 se situeraient exclusivement sur
les neurones et effectueraient une recapture du glutamate permettant un recyclage
directement dans les neurones. Dans les deux situations, le glutamate sera de nouveau
entreposé dans les vésicules et prét a une nouvelle utilisation (Figure 1.5) (Fahlke,

Kortzak et al. 2016).




Figure 1.5  Cycle du glutamate
(Berne, Koeppen et al. 2008)

1.1.4 Récepteurs glutamatergiques

Comme tout neurotransmetteur, lorsque libéré dans la fente synaptique, le
glutamate activera différents types de récepteurs catégoris€és en fonction de leur
mécanisme de transmission. Les deux classes de récepteurs au glutamate sont les
récepteurs ionotropiques (1GIuR) et les récepteurs métabotropiques (mGIuR).

Les récepteurs ionotropiques, comme leur nom I’indique, déclenchent une
signalisation par le biais d’ions. Ces récepteurs de type canaux ioniques incluent les
récepteurs a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-propionate (AMPA), kainate et N-

méthyl-D-aspartate (NMDA) (Dingledine, Borges et al. 1999) (figure 1.6). Ces




récepteurs transportent des ions tel que Na"/K" (AMPA/Kainate et NMDA) et Ca®*
(NMDA) et leur activation meéne notamment a une dépolarisation membranaire ainsi qu’a

’activation de certaines voies intracellulaires calcium-dépendantes.

A lonotropic glutamate receptor
AMPA or Kainate

Na*

O

O« Q«

Figure 1.6  Récepteurs ionotropiques du glutamate
(Brockie and Maricq 2006)

Contrairement aux récepteurs ionotropiques, les récepteurs métabotropiques sont
des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Les mGluRs sont classés en trois groupes
(I, I et III) selon I’homologie de leur séquence peptidique et la protéine G avec laquelle
ils interagissent. Les récepteurs du groupe 1, mGluR; et mGluRs, sont couplés a la
protéine Gogq et activent la phospholipase C (PLC). Les récepteurs du groupe 1I, mGluR2

et mGlurR3, et du groupe [II, mGluR4, mGlurRe, mGluR7 et mGluRs, sont couplés a la



protéine Ga; et inhibent I'adénylate cyclase (AC) (Figure 1.7) (Pin and Duvoisin 1995,
Conn and Pin 1997, Conn, Battaglia et al. 2005, Nicoletti, Bockaert et al. 2011). Pour la

compréhension de cet ouvrage, seule la théorie en lien avec le groupe [ sera développée.

Group | Group I Group Il
mGlu1 mGlu2 mGlu4
mGlub mGlu3 mGlu6

mGlu7

mGlu8

4IP3, DAG v cCAMP v cCAMP

Figure 1.7  Récepteurs métabotropiques du glutamate
(Julio-Pieper, Flor et al. 2011)

1.1.5 Voies glutamatergiques
Comme le glutamate est le principal NT excitateur du SNC, les neurones
glutamatergiques sont présents dans plusieurs structures du cerveau et sont impliqués
dans plusieurs fonctions cérébrales. En effet, en plus de permettre aux différentes régions

corticales de communiquer entre-clles, le glutamate permet aussi au cortex de




communiquer avec plusieurs régions sous-corticales, comme le mésencéphale, les
ganglions de la base, etc. Aussi, il permet la communication avec le tronc cérébral, qui a
comme role le relais de I’information qui provient du corps vers le cerveau et vice-versa.
L’implication de ce NT dans plusieurs circuits neuronaux lui confére une importance dans
plusieurs fonctions physiologiques telles que le mouvement, les émotions, la douleur, la
cognition, la mémoire et plusieurs autres. (Thoreson and Witkovsky 1999, Brockie and
Maricq 2006, Shiflett and Balleine 2011, Guerriero, Giza et al. 2015, Alasmari, Goodwani
et al. 2018). Considérant que mes travaux portent sur le récepteur mGluRs, j’orienterai
mes explications théoriques sur les particularités et caractéristiques de ce récepteur dans

le systeme glutamatergique.

1.2 Récepteur mGluRs

Parmi les récepteurs métabotropiques du glutamate, ceux du groupe I se
démarquent par leur localisation postsynaptique, contrairement au groupe [l et [II qui sont
pour la majorité situés sur les neurones présynaptiques. mGluR; et mGluRs ont donc
comme role la transmission du signal dans le neurone postsynaptique. Durant mon projet,
je me suis concentré sur le récepteur mGluRs qui, en comparaison au récepteur mGluR,
semble a ce jour avoir un avenir thérapeutique plus prometteur et étre impliqué dans plus

de fonctions cérébrales(Luscher and Huber 2010).

1.2.1 Structure du récepteur mGluRs
Le récepteur mGluRs fait partie des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).

[l est transcrit a partir du gene GRMS situé sur le chromosome 11 chez I’"humain. Ce
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récepteur comporte 3 régions importantes. La premiere est un grand domaine
extracellulaire (N-terminale) dans lequel se trouve le site orthostérique ou se fixe le
glutamate endogene (Muto, Tsuchiya et al. 2007). La seconde est un domaine a 7 passages
transmembranaires (7TM) qui contient un site allostérique ou certaines molécules de
synthése peuvent venir affecter ’activité normale du récepteur (Molck, Harpsoe et al.
2014). La troisiéme est un petit domaine intracellulaire (C-terminale) qui interagit avec
la protéine G4 (Rondard and Pin 2015). Une fois synthétis€, ce récepteur s’assemble en

dimere afin d’étre fonctionnel (figure 1.8).

Glutamate

T  Allosteric
.‘“ modulator

G-protein

Figure 1.8 Structure du récepteur mGluRs
(Rondard and Pin 2015)

En absence de glutamate, le récepteur est dans une conformation de repos, c’est-
a-dire que la protéine G est liée a la guanosine diphosphate (GDP) et ne transmet pas de
signal vers Uintérieur de la cellule. A I'inverse, lorsque le glutamate se fixe sur le

récepteur, celui-ci adoptera une conformation active qui diminuera son affinité avec la
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GDP. A ce moment, la GDP va se dissocier ce qui laissera la place & la guanosine
triphosphate (GTP) pour se lier a la protéine G. Cette liaison permettra de transmettre
’information a I’intérieur de la cellule par diverses protéines de signalisation. La GTP
finira par étre hydrolysée par une protéines régulatrice des protéines G (RGS) pour
reformer la GDP et ainsi ramener le récepteur a sa conformation inactive (Figure 1.9)
(Stewart, Huang et al. 2012). Cette inactivation permet un €quilibre entre les
conformations actives et inactives et est importante pour garder une activité normale du

récepteur.

Agonist

O mGIluR5

|

Protein
Effectors Effectors
Figure 1.9  Mécanisme intracellulaire de I’activation du récepteur mGluRs

(Adapté de Stewart, Huang et al. 2012)

Grace aux avancées technologiques dans le domaine de la pharmacologie, il est
maintenant possible de favoriser ou de défavoriser la conformation active du récepteur.
En effet, a I’aide de modulateurs allostériques synthétiques, il est aujourd’hui possible
d’augmenter ou de diminuer I’affinité¢ du récepteur (mGluRs) avec son ligand endogene

(glutamate). Les modulateurs allostériques négatifs (NAM) se lient & mGluRs et
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diminuent Daffinit¢ du récepteur avec le glutamate, alors que les modulateurs
allostériques positifs (PAM), a I’inverse, vont augmenter I’affinité¢ (Molck, Harpsoe et al.
2014). Pour la réalisation de mes expériences, j’ai utilis¢é le 3-((2-Methyl-4-
thiazolyl)ethynyl)pyridine (MTEP) comme NAM et le 3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-
pyrazol-5-yl)benzamide (CDPPB) comme PAM. Le MTEP est un NAM de seconde
geénération qui a succédé le 2-méthyl-6- (phényléthynyl) pyridine (MPEP) (Gasparini,
Lingenhohl et al. 1999). Son avantage est qu’il offre une sélectivité beaucoup plus élevée
envers le récepteur mGluRs (Cosford, Tehrani et al. 2003). Pour le CDPPB, il est le
premier PAM a passer la BHE, ce qui permet de faciliter les études chez des modéles
animaux en permettant des modes d’administration périphériques tels que les injections

sous-cutanées ou intrapéritonéales (Lindsley, Wisnoski et al. 2004).

1.2.2 Fonctions du récepteur mGluRs

Le glutamate est un neurotransmetteur, dit « excitateur », car il est capable de
générer un potentiel d’action grace a la liaison de ses récepteurs ionotropiques. Lorsque
ceux-ci sont activés, ils menent a la dépolarisation de la membrane et permettent de
transmettre les influx nerveux a travers le SNC. Par ailleurs, les récepteurs
métabotropiques sont en mesure de moduler I’activité des neurones a plus long terme.
Plut6t que de permettre le passage d’ions, I’activation du récepteur mGluRs va engendrer
des changements dans la morphologie neuronale et dans le nombre de récepteurs
disponibles pour lier le glutamate et ainsi changer I’efficacité de la transmission nerveuse

(Kandel, 2001; Malinow et Malenka, 2002; Kandel, 2012). Ces changements sont a la
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base d’un mécanisme cellulaire nommé : plasticité synaptique. La plasticité synaptique
module Defficacité de la transmission neuronale entre deux régions cérébrales en
renforgant ou en atténuant les connexions synaptiques entre ces régions. Le renforcement
des connexions se fait par la plasticité nommée potentialisation a long terme (LTP, pour
« long-term potentiation »), alors que I’atténuation se fait par la plasticit¢ nommée
dépression a long terme (LTD, pour « long-term depression »). L.’équilibre entre ces deux
mécanismes opposés permet a notre cerveau de bien se développer et de bien fonctionner
avec son environnement. La plasticité synaptique permet, entre autres, d’enregistrer de
nouvelles séquences motrices et de les améliorer, de mémoriser de nouvelles
informations ou encore d’associer une émotion avec un environnement ou une situation
donnée. C’est par ce mécanisme que les informations seront enregistrées a long terme
dans le cerveau et permettront d’apprendre et de s’adapter.

Depuis les 20 a 30 derni¢res années, de plus en plus d’études démontrent une
relation claire entre activit¢ du récepteur mGluRs et les mécanismes cellulaires
responsables de la plasticité synaptique (Bhattacharyya 2016). Dans la prochaine section,
la signalisation intracellulaire et la base des mécanismes de plasticité synaptique médiés

par le récepteur mGluRs seront brievement décrits.

1.2.3 Activation du récepteur mGluRs

Le récepteur mGluRs, comme la plupart des RCPGs, sert de transit entre un signal
extracellulaire (le glutamate) et un signal intracellulaire (activation de protéines effectrices).
Situé presque en totalité sur les neurones postsynaptiques, il cause des changements

intracellulaires au niveau des dendrites faisant synapse avec le neurone présynaptique.
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La transmission du signal par mGluRs se fait via la protéine G hétérotrimérique Gay,
qui engendre ’activation de la phospholipase C (PLC). Une fois active, la PLC hydrolysera
des phospholipides membranaires : le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2), pour
former ’inositole 1, 4, 5-triphosphate (IP3) et le diacylglycerol (DAG). LIP3 ira activer
son récepteur au niveau du réticulum endoplasmique ce qui aura comme résultat une relache
importante de Ca**. De I’autre c6té, la DAG activera la protéine kinase C (PKC) qui ira
activer différentes voies de signalisation (Figure 1.10) (Pin and Duvoisin 1995, Conn and
Pin 1997).

Orthosteric domain

N

Glutamate

MTEP &
CDPPB

.4
DAG

ca**

Allosteric domain

PKC

Downstream effectors
Figure 1.10  Signalisations intracellulaires du récepteur mGluRs

(Adaptée de (Ferrigno, Berardo et al. 2017)

En plus de déclencher plusieurs cascades de signalisation, I’activation du
récepteur mGluRs engendre aussi des interactions directes avec d’autres récepteurs et
protéines qui participent a la plasticité synaptique. En effet, le récepteur mGluRs interagit

avec le récepteur NMDA par le biais de la protéine kinase Ca®*/calmoduline-dépendante
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II (CaMKII). Au repos, le récepteur mGluRs est li¢ a la CaMKII. Suite & son activation,
I’augmentation du calcium intracellulaire via le réticulum endoplasmique va diminuer
I’affinité entre CaMKII et mGluRs et ainsi permettre I’activation de CaMKII par le
calcium. Une fois active, la kinase aura une plus forte affinité envers la sous-unité N2B
du récepteur NMDA. Cette nouvelle interaction aura pour effet d’augmenter la
perméabilit¢ du récepteur NMDA et ainsi augmenter encore plus la concentration
intracellulaire en calcium.

De maniere complémentaire, I’activation du récepteur NMDA, qui a €galement
un role important dans la plasticité synaptique, augmente I’activité du récepteur mGluR;s
en diminuant sa désensibilisation normalement induite suite a son activation soutenue
(Alagarsamy, Marino et al. 1999, Alagarsamy, Rouse et al. 2002). En effet, ces deux
récepteurs agissent de pair et permettent le bon déroulement des mécanismes cellulaires
qui régulent la plasticité synaptique. Toutefois une trop grande activité de ces récepteurs
peut causer une concentration de calcium trop élevée et toxique pour la cellule et induire
la mort cellulaire (Marambaud, Dreses-Werringloer et al. 2009, Zundorf and Reiser
2011). Un mécanisme de sécurité s’est développé dans I’évolution. Lors d’une activation
importante du récepteur mGluRs, le site de liaison de la CaMKII sera phosphoryl€ par la
PKC, elle-méme activée par mGluRs (Figure 1.10). Cette phosphorylation empéchera
temporairement ce dernier de transmettre un signal lors d’une prochaine activation par le
glutamate ou autres agonistes. Ce mécanisme de rétro-inhibition est essentiel pour
prévenir la neuro-toxicité dii au calcium et la surexcitation des neurones postsynaptiques

(Alagarsamy, Rouse et al. 2002).
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L’ensemble de ces mécanismes cellulaires activeront plusieurs protéines calcium-
dépendantes et plusieurs voies de signalisation intracellulaires qui meéneront a la
transcription de plusieurs génes nécessaires a I’induction de la plasticité synaptique tels
que Homerla, Arc et ERK1/2 (Shiflett and Balleine 2011, O'Riordan, Gerstein et al. 2014,
Wilkerson, Albanesi et al. 2018). Bien que le récepteur mGluRs n’agisse pas seul, il est
sans aucun doute un acteur important dans les mécanismes cellulaires qui régulent lz
plasticité synaptique et qui maintiennent I’intégrité cellulaire. Evidemment seul les
principaux effecteurs ont été décrits, mais il va de soi que ’activation du récepteur

mGluRs engendre I’activation de voies de signalisation beaucoup plus complexes.

1.3  Neurophysiologie du récepteur mGluRs

1.3.1 Distribution du récepteur mGluRs

La plasticité synaptique est un des mécanismes neuronaux les plus importants
pour le développement et le bon fonctionnement de notre cerveau. Comme le récepteur
mGluRs est un acteur important dans ce mécanisme, son expression est en effet répandue
dans plusieurs régions cérébrales. Toutefois, une analyse d’immunohistochimie sur un
cerveau de rat a démontré une expression plus marquée dans certaines régions spécifiques
du cerveau, dont notamment : le cortex (préfrontal +++), le striatum, le noyau accumbens
(striatum ventral), I’hippocampe, le thalamus, I’amygdale et le bulbe olfactit (Shigemoto,
Nomura et al. 1993). Il s’avere que la majorité de ces structures font partie de deux grands

systémes neuronaux, soit le systeme limbique et le systéme moteur.
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1.3.2 mGluRs et le systéme limbique

Le systeme limbique se compose de différentes structures situées sur la face
médiale des hémispheres cérébraux ainsi que dans le diencéphale et permet notamment
la régulation émotionnelle et la mémorisation. Les principales régions limbiques inclues
entre autre le corps amygdaloide, le noyau accumbens (striatum ventral), [’hippocampe
et le thalamus (Terbeck, Akkus et al. 2015). En plus d’étre inter-reliées entre-elles, ces
structures communiquent également avec d’autres régions du SNC. Une de ces régions
est ’hypothalamus. L’hypothalamus, en plus d’assurer plusieurs fonctions viscérales,
joue le role de relais entre les influx nerveux provenant du systéme limbique et
I’expression des comportements émotionnels. De plus, ces régions communiquent avec
différentes régions corticales, permettant ainsi de réagir émotionnellement aux
évenements dont nous sommes conscient (cortex préfrontal) et d’associer certaines
¢motions a ce qui nous entoure (lobes temporal, occipital et pariétal) (Marieb and Hoehn
2010). Plusieurs autres régions (gyrus du cingulum, septum pellucidum, bulbe olfactif,
etc.) font partie intégrale du systeme limbique.

L’ensemble des structures ci-haut énumérées qui participent au fonctionnement
du systeme limbique, agissent de concert afin de permettre I’expression des émotions
telles que la peur, le stress, I’agressivité ou le plaisir. 1l est connu que le glutamate est
important dans la régulation de ces émotions; mais il est d’autant plus intéressant de noter
que les structures responsables de ces comportements expriment fortement le récepteur
mGluRs (Shigemoto, Nomura et al. 1993). Cette relation entre le récepteur mGluRs et le

systtme limbique a mené a plusieurs études précliniques chez différents modeles
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animaux. Celles-ci ont révélées le réle important du récepteur mGluRs dans 1’apparition
de symptomes reliés a différentes affections du SNC, dont notamment les troubles

anxieux.

1.3.2.1 mGluRs et ’anxiété

L'anxiété se traduit par une émotion désagréable qui se caractérise par des
symptdmes physiques (sueurs, tremblements, augmentation de la fréquence cardiaque,
etc.) et des pensées anxieuses (inquiétudes, stress, etc.). Elle peut survenir dans divers
troubles psychologiques comme les troubles anxieux généralisés, les troubles de
paniques, la dépression ou le trouble obsessionnel-compulsif (TOC). Ces troubles
psychiatriques entrainent une altération importante du fonctionnement social et
professionnel, entrainant des colts de santé et des souffrances pour les patients
(McLaughlin, Behar et al. 2008). Les traitements actuels les plus utilisés
(benzodiazépines) causent des effets secondaires importants et handicapants pour les
patients (étourdissement, somnolence, dépendance etc.)(Uzun, Kozumplik et al. 2010). 11
est donc primordial de développer de nouveaux traitements mieux adaptés au corps
humain.

Depuis les 30 derniéres années, les chercheurs démontrent de plus en plus
d’¢évidences que le récepteur mGluRs serait important dans la pathogénése de ’anxiété et
pourrait donc étre une cible thérapeutique intéressante. Swanson, Bures et al. (2005) ainsi
que Riaza Bermudo-Soriano et al. (2012) ont passé en revue les différentes études ayant

¢été faites chez les animaux et portant sur les comportements analogues a l'anxiété. Par
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exemple, son inhibition par des NAMs a causé chez les rongeurs une diminution de la
peur conditionnée par un stimulus, une plus grande tolérance aux stimuli douloureux et
une augmentation des interactions sociales (Riaza Bermudo-Soriano, Perez-Rodriguez et
al. 2012). De plus, lors du « Elevated Plus Maze », un des tests les plus utilisés dans
I’évaluation des comportements anxieux lors d’études précliniques chez les rongeurs, une
dose unique de NAM a prolongé le temps passé par les rongeurs dans les bras ouverts du
labyrinthe expérimental, démontrant clairement une diminution des symptomes de
I’anxiété (Tatarczynska, Klodzinska et al. 2001, Klodzinska, Tatarczynska et al. 2004,
Pietraszek, Sukhanov et al. 2005, Ticha, Mikulecka et al. 2011, Kumar, Hapidin et al.
2013). La revue de littérature exécutée par Swanson et Riaza a permis de conclure que
’inhibition du récepteur mGIluRs par modulateurs allostériques négatifs cause dans plus
de 85% des cas un effet anxiolytique chez les modeles animaux (Swanson, Bures et al.
2005, Krystal, Mathew et al. 2010, Riaza Bermudo-Soriano, Perez-Rodriguez et al. 2012).
En plus de cette littérature bien établie, durant les 5 derni€res années, certains chercheurs
ont développé sur le sujet. Certains chercheurs ont étudiés des mécanismes
physiologiques, tels que I’'inflammation ou la reliche d’endocanabinoide, susceptibles
d’affecter le fonctionnement normal du récepteur mGluRs et ainsi causer des troubles
anxieux (Arsenault, Zhu et al. 2014, Almeida-Santos, Moreira et al. 2017). D’autres part,
des chercheurs ont développés de nouvelles molécules dans I’optique de faire des études
cliniques et évaluer les effets de la modulation de mGluRs chez I’humain (Bates,
Rodriguez et al. 2014, Nickols, Yuh et al. 2016). Dans la plupart de ces études, le
déreglement de I’activité normale du récepteur mGluRs affectait les comportements

anxieux.



20

Il reste beaucoup de travail avant de comprendre completement les mécanismes
qui permettent a ce récepteur de réguler les comportements anxieux. Chose certaine, les
traitements actuels causent un trop grand nombre d’effets secondaires ce qui oblige le
développement de nouvelles approches thérapeutiques. Ce besoin clinique non comblé
pousse les chercheurs a développer de nouvelles molécules viables chez I’humain et de
procéder a des essais cliniques. Certains analogues du MTEP sont présentement en €tudes

cliniques. Ces études seront décrites un peu plus loin.

1.3.2.2 mGluRs et les autres pathologies

L’expression du récepteur mGluRs dans différentes régions cérébrales explique
pourquoi il semble €tre impliqué dans I’apparition des symptdmes ou la pathogénéese de
différentes maladies neurologiques telles que : le Syndrome du X Fragile, les troubles de
dépression majeure, les dystonies, les dyskinésies induites par la Levo-Dopa (LID) dans
le traitement de la maladie de Parkinson, I’autisme ou encore la douleur chronique
(Emmitte 2013, Emmitte 2017). Il s’agit ici de plusieurs types de pathologies qui se
développent par une panoplie de mécanismes cellulaires qui ne sont malheureusement
pas encore compris a ce jour. Les liens qui se tissent entre ce récepteur glutamatergique
et les différentes affections neurologiques renforcent I’importance de bien comprendre

les fonctions de ce récepteur dans notre cerveau.
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1.3.3 mGluRs et le systéme moteur

Le systéeme moteur est un ensemble de structures situées autant dans les régions
corticales que sous-corticales qui permettent a notre corps d’exécuter des mouvements
fluides et coordonnés avec notre environnement. Plus précisément, lorsque nous
exécutons un mouvement volontaire, le cortex préfrontal définit I'action a réaliser et
planifie le mouvement pour ensuite transmettre les instructions a l'aire motrice
supplémentaire et au cortex pré-moteur qui organisent et produisent les séquences
motrices. Celles-ci sont ensuite transmises au cortex moteur, qui donnera l'ordre
d'exécuter le mouvement en véhiculant l'information & la moelle épiniere. Pour la
réalisation de mouvement harmonieux, le cortex opére avec deux autres structures : le
striatum et le cervelet. Chacune de ces structures participe a sa maniere au contrdle du
mouvement en formant les réseaux cortico-striatal et cortico-cérébelleux respectivement.
Bien qu’ils soient tous les deux essentiels au bon déroulement de I’élaboration d’un
mouvement fluide, seul le réseau cortico-striatal sera approfondi dans cet ouvrage.

Le réseau cortico-striatal relie par des neurones glutamatergiques le cortex au
striatum, qui est le point d’entrée d'un réseau de noyaux sous-corticaux interconnectes et
hautement organisés: les ganglions de la base. Les informations qui proviennent des
différentes aires corticales sont acheminées de maniere topographique a travers les
ganglions de la base, puis redirigées vers le cortex en passant par le thalamus. De cette
maniere, les ganglions de la base forment une série de boucles fonctionnant parallélement
et ayant des fonctions semblables aux aires corticales qui les alimentent (Parent and

Hazrati 1995). Cette organisation anatomique permet a I’ensemble de ces structures de ne
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pas €tre uniquement impliquées dans des fonctions motrices, comme il fut longtemps
considéré, mais de jouer aussi un role dans des fonctions comme I'apprentissage, les
actions motivées par un but et la formation des habitudes (Alexander, DeLong et al. 1986,
Redgrave, Rodriguez et al. 2010). Parmi les fonctions qu’assurent le systéme moteur,
I’apprentissage et la mémorisation d’une tiche motrice est primordiale pour permettre
d’optimiser nos mouvements et éviter les incidents.

Dans le systeme moteur, I’hippocampe et le noyau accumbens (striatum ventral)
s’averent trés importants dans ’apprentissage et la mémorisation motrice. Lors de
’apprentissage moteur, les séquences motrices sont effectuées de manicre répétée et
plusieurs séances d'entrainement sont nécessaires. L'apprentissage et la mémorisation de
ces séquences se fait donc de fagon graduelle & travers la pratique. Une fois apprise et
mémorisée, la tdche motrice pourra étre rapidement effectuée malgré une période
prolongée sans pratique (Karni, Meyer et al. 1998, Ungerleider, Doyon et al. 2002,
Doyon, Bellec et al. 2009). D'apres les travaux de Kami, Doyon et leurs collaborateurs,
les processus d'apprentissage et de mémorisation impliquent diverses phases et structures
cérébrales. Tout d'abord, on observe une phase d'apprentissage rapide durant laquelle une
large amélioration des performances et de la capacité a réaliser les séquences motrices est
observée. La phase d'apprentissage rapide correspond a la premiére séance
d'entrainement. Durant cette phase, les réseaux cortico-cérébelleux et cortico-striatal sont
activés. Ces réseaux participent a I'émergence de plans moteurs et I'élaboration d'une
stratégie optimale d'exécution. Ensuite, il y a la phase de consolidation. La consolidation
est le processus par lequel la représentation neuronale des s€quences motrices sera

stabilisée durablement. Durant cette phase, l'activité¢ de I'hippocampe, du striatum et du
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noyau accumbens est augmentée. La consolidation est influencée par des facteurs tels que
le sommeil. Elle permet de maintenir, voire d'augmenter, les performances lors de
I'initiation de la deuxieme séance d'entrainement. La deuxieme séance ainsi que les
séances d'entrainement ultérieures représentent la phase d'apprentissage lente. Lors de
cette phase, le gain de performance se fait graduellement a travers les différentes séances
d'entrainement. L'augmentation des performances pour chaque séance d'entrainement est
moindre comparativement a celle observée durant la premiére séance d'entralnement.
Lors de cette phase, I'implication du réseau cortico-striatal augmente alors que
I'implication du réseau cortico-cérébelleux diminue. Ces réseaux contribuent a la
stabilisation des performances, 'automatisation et le maintien a long terme de la tache
motrice (Kami, Meyer et al. 1998, Ungerleider, Doyon et al. 2002, Doyon, Bellec et al.
2009, Bureau, Carrier et al. 2010).

Le cortex, le striatum, le noyau accumbens, le thalamus et I’hippocampe sont tous
des structures qui regoivent des afférences glutamatergiques et qui expriment en grande
quantité le récepteur mGluRs. La présence de ce récepteur dans ces structures souleve
plusieurs questions par rapport a sa potentielle implication dans différentes pathologies

reliées a la motricité.

1.3.3.1 mGluRs et I’exécution motrice

L’exécution motrice est importante dans la vie de tous les jours et peut

malheureusement étre altérée dans une multitude d’affections neurologiques. La présence

du récepteur mGluRs dans les régions qui régulent les fonctions motrices a poussé
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plusieurs chercheurs a essayer de comprendre le rdle de ce récepteur dans le
développement de ces maladies.

En effet, de plus en plus d’études démontrent une relation entre les niveaux
d’expression du récepteur mGluRs et ’apparition des LID dans la maladie de Parkinson
(Gregoire, Morin et al. 2011, Morin, Gregoire et al. 2013, Dekundy, Mela et al. 2015).
Certains ont trouvés un lien entre mGluRs et la maladie de Huntington (Ribeiro, Hamilton
et al. 2014, Doria, de Souza et al. 2018) ou encore avec I’hyper-locomotion induite par
I’administration de cocaine (Herzig and Schmidt 2004, McGeehan, Janak et al. 2004). II
a aussi €té rapporté que le récepteur mGluRs serait important dans la rémission et la
neuro-protection chez les traumatisés craniens (Loane, Stoica et al. 2014). Il est évident
que mGluRs est important dans plusieurs contextes pathologiques, toutefois, I’impact de
la modulation de ce récepteur sur la simple motricité est un peu plus ambigu. Plusieurs
études se sont concentrées sur la locomotion, soit la tendance des souris a augmenter ou
diminuer leur distance parcourue dans un intervalle de temps. Plusieurs n’ont observé
aucun changement suite a I’inhibition du récepteur mGluRs (Tatarczynska, Klodzinska et
al. 2001, Henry, Lehmann-Masten et al. 2002, Kinney, Burno et al. 2003, Homayoun,
Stefani et al. 2004, Naie and Manahan-Vaughan 2004, Li, Need et al. 2006, Belozertseva,
Kos et al. 2007), alors que d’autres ont montré soit une diminution (Spooren, Gasparini
et al. 2000, Zhu, Wilson et al. 2004, Pietraszek, Gravius et al. 2005, Varty, Grilli et al.
2005, Koros, Rosenbrock et al. 2007, Nicolas, Klein et al. 2007, Christoffersen, Simonyi
et al. 2008, Jacob, Gravius et al. 2009) ou une augmentation de la locomotion (Montana,
Conrardy et al. 2011, Ribeiro, Hamilton et al. 2014). La diversité de ces résultats

démontre que le role de ce récepteur dans la locomotion n’est pas bien compris. De plus,
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dans la plupart des cas, la locomotion a €té évaluée avec le test « Open field », qui consiste
a mettre la souris dans un enclos fermé afin d’observer ses déplacements. De fagon
générale, c’est un test intéressant qui permet de vérifier une hyper ou une hypoactivité
chez les rongeurs. Toutefois, il ne permet pas d’affirmer avec précision que les
changements dans la locomotion sont dus a un probléme moteur. Le désir d’explorer le
nouvel environnement ou I’anxiété causée par celui-ci pourrait effectivement influencer
grandement les résultats (Guimaraes, Carvalho et al. 2015)

Ces études démontrent bien les multiples implications que peut avoir le récepteur
mGluRs dans le bon fonctionnement du systeme moteur et de notre cerveau. Par contre,
il reste a ce jour beaucoup a découvrir sur le role de ce récepteur dans des conditions

neurophysiologiques normales et sur les capacités motrices.

1.3.3.2 mGluRs et I’apprentissage moteur

L’apprentissage d’une nouvelle tiche motrice, tel que décrit précédemment, régit
des mécanismes de plasticité synaptique complexes étalés sur plusieurs phases
d’apprentissage et dans plusieurs régions du cerveau. Etant exprimé en grande quantité
dans I’hippocampe (le centre de la mémoire), le récepteur mGluRs semble €tre important
pour la mémorisation de tout genre.

Il a en effet été démontré que la diminution de ’activité de mGluRs par un
« knockout » génétique ou par un traitement pharmacologique affectait les capacités de
mémorisation spatiale durant les phases d’acquisitions dans le « Morris water maze »

(Ballard, Woolley et al. 2005, Steckler, Oliveira et al. 2005, Jacob, Gravius et al. 2009,
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Xu, Zhu et al. 2009) et dans le « Radial arm maze » (Balschun and Wetzel 2002,
Homayoun, Stefani et al. 2004, Manahan-Vaughan and Braunewell 2005, Gravius,
Dekundy et al. 2008). Toutefois, d’autres études ont démontré que cette inhibition n’avait
aucun impact sur la mémorisation spatiale lors de différents tests comportementaux du
méme type (Petersen, Bomme et al. 2002, Campbell, Lalwani et al. 2004, Ballard,
Woolley et al. 2005, Semenova and Markou 2007). De plus, I’inhibition de mGIluRs cause
également des déficits dans d’autres types de mémoire tels que dans |’apparition de la
peur face a un stimulus stressant (mémoire associative) (Lu, Jia et al. 1997, Rodrigues,
Bauer et al. 2002, Gravius, Dekundy et al. 2008, Jacob, Gravius et al. 2009, Xu, Zhu et
al. 2009), dans I’apprentissage de I’évitement d’un stimulus douloureux (Gravius,
Pietraszek et al. 2005, Simonyi, Schachtman et al. 2005, Genkova-Papazova, Petkova et
al. 2007, Simonyi, Serfozo et al. 2007, Jacob, Gravius et al. 2009), dans la mémoire
sensorielle du golter (Schachtman, Bills et al. 2003) ou encore la reconnaissance des
objets (Barker, Bashir et al. 2006, Christoffersen, Simonyi et al. 2008).

Il parait de plus en plus évident que le récepteur mGluRs est important dans
différents processus de mémorisation et d’apprentissage. Par contre, son role reste

inconnu pour ce qui est de I’apprentissage et la mémorisation d’une tiche motrice.

1.4  mGluRs comme nouvelle cible thérapeutique

L’intérét apporté au récepteur mGluRs dans le milieu préclinique a poussé certains
laboratoires de neuropharmacologie a développer des molécules viables pour
[’administration humaine dans I’optique de procéder a des études cliniques. Plusieurs

analogues des molécules utilisées chez les rongeurs (MPEP et MTEP) ont ét€ synthétisés
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dans les 5 a 10 dernieres années et plusieurs d’entre eux ont €té testés en études cliniques
(Felts, Rodriguez et al. 2013, Felts, Rodriguez et al. 2017). Ces NAM du récepteur
mGluRs ont €t€ utilisés dans plusieurs contextes, dont notamment dans le traitement des
LID, contre les troubles dépressifs majeurs, contre les reflux gastro-cesophagiens, pour le
traitement des symptdmes du syndrome du X fragile, contre la douleur chronique ou
encore contre ’anxiété¢ (Emmitte 2013, Emmitte 2017).

Malheureusement, a ce jour aucune €tude clinique n’a é€té concluante. De fagon
générale, celles-ci se sont arrétées en phase Il en raison de divers effets secondaires ou
encore a cause d’un manque de concordance entre les différentes études. Avec de tels
résultats, il est primordial de mieux comprendre le role du récepteur mGluRs dans les
diverses fonctions cérébrales afin de développer des molécules viables avec un avenir
thérapeutique. C’est dans cette optique qu’il m’apparait intéressant d’évaluer I’impact de
la modulation négative et positive du récepteur mGluRs sur les comportements anxieux,
mais également sur les comportements relié€s a la motricité. Bien que le récepteur mGluRs
soit le centre d’attention de plusieurs €quipes de recherche pour son potentiel avenir
thérapeutique dans différentes pathologies, trés peu d’études ont investigué I’impact de
sa modulation sur les capacités motrices, dans I’apprentissage et dans la mémorisation

motrice.



CHAPITRE I1

HYPOTHESE DE RECHERCHE

L'objectif principal de mon projet de recherche est d’investiguer I’impact de la
modulation du récepteur mGluRs, par injection systémique de NAM et de PAM, sur la

régulation des comportements anxieux et moteurs chez la souris.

Mon premier objectif spécifique fut de reproduire I'effet anxiolytique bien
documenté du modulateur allostérique négatif MTEP. Pour se faire, les souris ont regu
une injection intrapéritonéale de MTEP (20 mg/kg) cing minutes avant d’étre soumises
a deux tests anxiogeénes: «Elevated Plus Maze » et «Light/Dark transition ».
L’exécution de ces deux tests comportementaux fut enregistrée avec une caméra vidéo
afin de pouvoir analyser plusieurs types de comportements. [ls furent ensuite analysés et
comparé avec le groupe témoin. Un effet anxiolytique du MTEP, similaire a ce qui avait

été observé, était attendu.

Un des meilleurs moyens de comprendre le role d’une protéine ou d’un récepteur
est de bloquer son activité normale. C’est en partie la raison pour laquelle I’inhibition
allostérique du récepteur mGluRs a été sujette a autant d’intérét. Toutefois, pour bien
comprendre son role dans le cerveau, il est important d’investiguer I'effet de sa
modulation positive. De ce fait, mon deuxieme objectif spécifique €tait d’évaluer I’impact
de la modulation allostérique positive du récepteur mGluRs par le CDPPB sur les
comportements anxieux. Les souris ont alors regu une injection intrapéritoné€ale de

CDPPB (3 mg/kg) vingt minutes avant d’€tre soumises aux deux mémes tests
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anxiogeénes. Par la suite, les mémes analyses comportementales exécutées dans le
protocole avec le MTEP furent complétées. Un effet opposé a celui occasionné par le
MTEP, soit une augmentation des comportements anxieux, fut attendu puisque la

molécule injectée module positivement I’activité du récepteur

Par sa présence dans les structures responsables de I’exécution motrice et par son
role dans la plasticité synaptique, I’activité du récepteur mGluRs est impliquée dans
certains troubles moteurs occasionnés par certaines maladies neurodégénératives ou leurs
traitements. Son role dans les habiletés motrices d’un cerveau en santé reste toutefois a
ce jour inconnu. Le troisieme objectif spécifique était d’investiguer l'impact de la
modulation négative et positive du récepteur mGluRs sur la coordination, I'équilibre, la
force musculaire, les mouvements volontaires ainsi que la locomotion. Les souris doivent
donc exécuter différents tests moteurs : « Pole test », « Beam test », « Wire test »,
« Stepping test » et le « Cylinder test ». Comme pour les tests d’anxi€té, ces tests sont
enregistrés et finalement analysé€s. Puisque mGIluRs est important dans la plasticité
synaptique dans les régions cérébrales qui permettent la motricité, mon hypothese est que

sa modulation pharmacologique affectera les habiletés motrices chez la souris.

Il est bien établi dans la littérature que le récepteur mGIluRs est important dans
différents types de mémoire. Toutefois, son implication dans la mémorisation d’une tache
motrice est toujours inconnue a ce jour. Mon dernier objectif spécifique était donc
d’investiguer le réle potentiel du récepteur mGluRs dans ’apprentissage et la
mémorisation d’une tidche motrice. Pour y arriver, j’ai utilisé le test de Rotarod en
accélération. Ce test est largement reconnu et utilisé dans ['évaluation des capacités

d'apprentissage. Les souris ont ¢té soumises, sur quatre jours, a quatre sessions
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d'entrainement sur Rotarod avant lesquelles elles ont recu le méme traitement
pharmacologique (MTEP ou CDPPB). D'apres le role important du récepteur mGluRs
dans la plasticité synaptique et son implication déja documenté dans diftérents types de
mémorisation, la modulation de son activité devrait affecter I’apprentissage d’une tache

motrice complexe telle que le Rotarod.



CHAPITRE III
MATERIALS AND METHODS

3.1 Animaux

Pour toutes les expériences, des souris males C57bl/6j (Charles River, St-
Constant, QC, Canada) agées de dix semaines ont été utilisées. Elles ont été logées
individuellement dans un environnement dans lequel la température et I'humidité étaient
controlés. De plus, les souris €taient hébergées dans un local éclairé douze heures sur
vingt-quatre heures (de sept heures le matin a dix-neuf heure le soir) et avaient acces a de
l'eau et & de la nourriture ad libitum. Toutes les expériences et les procédures ont été
approuvées par le Comité de protection et dutilisation des animaux de 'UQTR et

exécutées conformément au Conseil canadien de protection des animaux.

3.2 Procédure expérimentale

La figure 3.1 expose la chronologie des manipulations accomplies pour la
réalisation de mon projet. De fagon générale, le projet s’est subdivisé en deux protocoles,
un pour évaluer les comportements anxieux (4 jours), alors que [’autre pour les
comportements moteurs (10 jours). La description compléte des procédures

expérimentales est détaillée dans la figure 3.1.
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A Evaluation du comportement anxieux

Injections de
MTEP ou CDPPB

l l
! |

4
*

;

Sacrifices
@ Elevated plus maze
s Light/dark transition test

B Evaluation des comportements moteurs
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H Beam test des tests

moteurs  Sacrifices

FIGURE 3.1 Procédures expérimentales.

Pour les deux protocoles, les souris ont re¢u une injection intrapéritonéale
de 20 mg/kg de MTEP ou 3 mg/kg de CDPPB et ont été comparées a leur
groupe témoin respectif (Eau physiologique 0.9% NaCl ou DMSO/PEG-
400). (A) Pour le protocole «Evaluation du comportement anxieux», les
souris ont recu une injection de MTEP ou CDPPB, respectivement 5 ou 20
minutes avant chaque test. Entre les deux tests, deux jours de repos ont été
laissés aux souris. Immédiatement apres le dernier test (« Light/Dark
transition test »), les souris ont été sacrifiées. (B) Pour le protocole
"Evaluation des comportements moteurs”, les souris ont re¢u une injection
de MTEP ou CDPPB, respectivement 5 ou 20 minutes avant chaque
session de Rotarod (jours 1, 2, 3 et 4) et avant les tests moteurs (jours 9 et
10). Apres la demiere session de Rotarod, deux jours de repos ont été
laissés aux souris avant de commencer I'entrainement pour les tests
moteurs aux jours 7 et 8. Finalement, les souris ont effectué les tests
moteurs aux jours 9 et 10 et ont ensuite été sacrifiées apres le dernier test
moteur (« Beam test »).
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3.3 Tests comportementaux

Tous les tests comportementaux ont été effectués par les souris durant la période
lumineuse du cycle lumicre-obscurité (entre 7h00 et 19h00) et plus précisément en début
de journée a partir de 8h30. Avant chaque session expérimentale, afin de limiter le stress
induit par un nouvel environnement, les souris ¢taient transportées dans la salle de

comportement minimum 30 minutes avant le début des tests.

3.3.1 Tests moteurs

Les cinq tests suivants ont été effectués aux jours 9 et 10, alors que les séances
d'entralnement ont été effectuées aux jours 7 et 8 pour le « Beam test », le « Pole test » et

le « Wire test » afin de s'assurer que les taches étaient bien apprises (Figure 3.1)

3.3.1.1 « Pole test »

Le « Pole test » est constitu¢ d'une tige verticale (diametre: 1,5 cm, longueur: 50
cm) fixée sur une plate-forme avec un disque plat a son extrémité supérieure (Figure 3.2).
La coordination et les capacités motrices générales sont évaluées durant ce test. Les souris
sont placées sur I'extrémité supérieure de la tige faisant face a la plate-forme supérieure.
Le temps requis pour que les souris se retournent et descendent la tige verticale a été
mesuré. Contrairement a la méthodologie originale décrite par (Ogawa, Hirose et al.

1985), un temps maximum de 60 secondes a été autorisé pour exécuter la tache afin de
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normaliser les performances avec les autres tests (dont le temps maximal est de 60

secondes).

Figure 3.2 « Pole test »

3.3.1.2 « Wire test »

Le « Wire test » €value aussi la coordination, mais également la force musculaire
des souris (Sedelis, Hofele et al. 2000). Le fil (longueur: 80 cm, hauteur: 25 cm) est tixé
horizontalement entre deux plates-formes sur lesquelles est placée de la nourriture afin
d’indiquer le point d'arrivée aux souris (Figure 3.3). Chaque animal est accroché par les
pattes (la téte en bas) au milieu du fil et le temps nécessaire pour atteindre une des deux

plateformes a été enregistré. Le temps maximum autoris¢ est de 60 secondes.

Figure 3.3 « Wire test »
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3.3.1.3 « Beam test »

Tel que décrit précédemment (Luong, Carlisle et al. 2011), le « Beam test » évalue
I'équilibre et la coordination des souris. Ce test consiste a une poutre de | metre avec une
surface plate de 12 ou 6 mm de largeur. Les poutres étaient maintenues sur deux supports
situés a 50cm du sol. Une boite noire est situ€e a une des extrémités de la poutre comme
point d'arrivée, alors qu’une lampe est située a l'autre extrémité afin de, par sa luminosité,
servir de point de départ et de stimulus aversif. Le temps mis par les souris pour traverser
les poutres a été mesuré. Une caméra vid€o a été installée sur un trépied afin d’enregistrer

les performances.

Figure 3.4 « Beam test »

3.3.1.4 « Stepping test »

Comme nous l'avons décrit précédemment (Lemay-Clermont, Robitaille et al.
2011), le « Stepping test » a été congu pour €valuer les déficits asymétriques moteurs.
Toutefois, dans cette étude, le test est utilisé pour vérifier la capacité des souris a initier
un mouvement volontaire. Le test a été effectué sur une table sur laquelle les souris ont
¢été tirées sur une longueur de 1 metre délimité par deux traits. D'abord, I'animal a été

autorisé a se reposer sur le point de départ sur la table pendant quelques secondes.
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Ensuite, les pattes arriere de I'animal ont été soulevées en tirant la queue, ne laissant que
les pattes avant sur la table. Puis, a une vitesse constante d'environ 15 a 20 cm par seconde
(pour une distance totale de 1 m), I'animal est tiré vers l'arriere par la queue, jusqu'a ce
que la distance de 1m soit parcourue. Chaque essai a ét€ enregistré en utilisant une caméra
vidéo, et pour chaque essai le nombre de réajustements pour chacune des pattes avant

sont calculé.

3.3.1.5 « Cylinder test »

Le « Cylinder test » est également un bon test pour détecter une déficience
motrice unilatérale (Brooks and Dunnett 2009). Toutefois, ayant injecté de maniere
systémique les molécules, j’ai utilisé ce test pour évaluer la variabilité de la locomotion.
Les souris ont €té¢ placées dans un bécher de 2 litres (cylindre) et filmées avec un
équipement vidéo sous le cylindre. La locomotion a été mesurée par la quantification du
nombre de pas des pattes postérieures, le nombre de contacts avec les parois par les pattes
antérieures et le nombre de redressement sur les pattes postérieures dans le cylindre. Afin
de vérifier si la souris n’est pas affectée par une composante externe au test (stress, peur,

etc.) le temps de toilettage a été mesuré.
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Figure 3.5  « Cylinder test »
(Tirée du site « Neurofit », accessible a I’adresse
suivante : http://www.neurofit.com/tech-anim-
cylinder.html)

3.3.1.6 Rotarod en accélération

Pour évaluer l'apprentissage moteur, j’ai utilisé une tdche motrice complexe : le
Rotarod en accélération. Les performances des souris sur le Rotarod (AccuScan
Instruments, Columbus, OH, USA), qui accélere de 4 a 40 tours/minutes en 300 secondes,
ont été évaluées pour 8 essais par session pendant quatre jours consécutits (Figure 3.1).
Les souris avaient un temps de repos de 180 secondes entre chaque essai. La fin d'un essai
était considérée lorsque la souris tombe du cylindre ou quand elle atteint 300 secondes,
soit le maximum. Le temps passé sur le Rotarod avant de tomber a été enregistré pour

chaque essai.
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Figure 3.6 Rotarod

3.3.2 Test d’anxiété.
Les deux tests ont été effectués a 3 jours d’intervalle afin de s’assurer que le stress
induit par le premier test au jour 1 (Elevated plus maze) n’influengait pas le comportement

des souris lors du deuxieéme test au jour 4 (Light/Dark transition test) (Figure 3.1).

3.3.2.1 « Elevated plus maze »

Le «Elevated plus maze» est un excellent test pour I’évaluation des
comportements anxieux chez les rongeurs. Le test consiste a une plateforme en forme de
croix horizontale surélevée de 60cm. 2 chemins oppos€s expos€s a la picce sont dit
ouverts, alors que les 2 autres chemins sont recouvert de « murs » et sont dit fermés
(Figure 3.7). Une souris a une nature curieuse, elle voudra découvrir et explorer son
nouvel environnement. Toutefois, elle est également craintive, donc elle cherchera aussi
a se mettre a I’abri. Le test consiste a placer la souris au centre, face contre un bras fermé,

et de la laisser libre dans le module pendant un total de 300 secondes. En mesurant le
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temps qu’elle passera dans les bras ouverts versus fermés et en mesurant le nombre de

fois qu’elle va explorer les bras ouvert, on pourra analyser ses comportements anxieux.

Figure 3.7  « Elevated plus maze »

3.3.2.2 « Light/Dark transition test »

Le « Light/Dark transition test » est un autre test qui €évalue les comportements
anxieux chez les rongeurs. Le test a une forme carré, une moiti¢ est couverte par une boite
alors que 1’autre est expos¢ a la piece. Ces 2 compartiments communiquent entre eux par
un petit espace rectangulaire en forme de porte. On positionne la souris dans la région
ouverte face a la porte et on calcule le temps qu’elle passe dans la région fermé et la

région ouverte ainsi que le nombre de fois qu’elle va dans la région ouverte.
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Figure 3.8  « Light/Dark transition »

3.4  Traitements pharmacologiques

Le modulateur allostérique négatif « MTEP » et le modulateur allostérique positif
« CDPPB » du récepteur mGluRs ont été achetés chez Tocris (ON, Canada). Les deux
molécules ont ét¢ injectées par voie systémique aux jours | et 4 pour I'évaluation du
comportement anxieux (figure 3.1A) et aux jours 1 a 4, 9 et 10 pour le protocole
comportemental moteur (figure 3.1B). Lors du traitement avec le MTEP et du groupe
contrdle correspondant, soit des souris injectées avec une solution saline (NaCl 0.9%), les
souris ont €té injectées 5 minutes avant chaque session d'entralnement au Rotarod, test
moteur ou test d'anxiété a une dose de 20 mg/kg (Cosford, Tehrani et al. 2003, Swanson,
Bures et al. 2005, Krystal, Mathew et al. 2010, Riaza Bermudo-Soriano, Perez-Rodriguez
et al. 2012). Lors du traitement avec le CDPPB et de son groupe contrdle correspondant,
soit des souris injectées avec une solution de DMSO:PEG400 a un ratio de 1:10 (10ul
DMSO & 90ul de PEG400), les souris ont €té injectées 20 minutes avant les tests

comportementaux a une dose de 3 mg/kg (Lindsley, Wisnoski et al. 2004, Uslaner,
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Parmentier-Batteur et al. 2009). Le PEG400 est un liquide visqueux de Polyéthyléne

Glycol beaucoup utilisé dans les formulations pharmaceutiques.

3.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism
(version 5.0, logiciel Graph Pad, San Diego, CA, USA). Les données ont été soumises, le
cas €échéant, a un test t non apparié, une analyse One-Way ANOVA suivi d'un test post
hoc de Newman-Keuls, ou une analyse two-way ANOVA suivi d'un test post hoc de
Newman-Keuls. Les données ont été rapportées comme la moyenne = S.E.M. Un résultat

est dit statistiquement significatif lorsque la valeur p est inférieure a 0.05.



CHAPITRE IV

RESULTATS

4.1 Influence de la modulation du récepteur mGluRs sur les comportements

anxieux

Tel que mentionné précédemment, le récepteur mGluRs est connu pour étre
impliqué dans la régulation des comportements anxieux. J’al donc confirmé [’effet
anxiolytique du modulateur allostérique négatif MTEP et ensuite j’ai investigué | impact
de sa modulation positive par le CDPPB. L'évaluation des comportements liés a I'anxiété
a été réalisée en utilisant deux tests: le « Elevated Plus Maze » et le « Light/Dark

Transition ».

4.1.1 Validation de I’effet anxiolytique du modulateur allostérique négatif

MTEP

La figure 4.1 montre [’analyse des comportements anxieux chez les souris traitées
avec le NAM MTEP et le groupe contrdle respectif (Saline). On peut y voir la quantité
de temps passé par les souris dans les régions ouvertes (exposées a I’environnement) et
le nombre d’entrée dans les régions ouvertes (transition de la région fermée a la région
ouverte). Au niveau du « Elevated Plus Maze » (Figure 4.1A), les souris traitées avec le

MTEP ont passé plus de temps dans les bras ouverts (test t non apparié, p < 0.05) et sont
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entrées plus fréquemment dans les bras ouverts (test t non apparié, p < 0.05) que les souris
controles. Les mé€mes types de résultat est observé lors du test « Light/Dark Transition »
(Figure 4.1B). Les souris traitées avec le MTEP, comparativement aux souris contréles,
avalent tendance a passer plus de temps (test t non apparié, p > 0.05) dans la région exposé
a ’environnement et sont allées significativement plus souvent s’aventurer dans cette
région (test t non apparié, p < 0.05) que les souris controles. Ces résultats suggerent que
les souris traitées avec le MTEP sont moins craintives et donc que le MTEP aurait bel et

bien un effet anxiolytique.

A Elevated Plus Maze B Light/Dark transition test
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Figure 4.1 Le MTEP atténue les comportements anxieux chez la souris. (A)

Lors du “’Elevated plus maze’’, I’évaluation du comportement anxieux
était basée sur le temps que les souris passent dans les bras ouverts et sur
le nombre d'entrée dans les bras ouverts. (B) Lors du “’Light/Dark
transition test’’, le temps pass€ dans la chambre éclairée et le nombre
d'entrée dans la chambre éclairée ont ét€ mesurés. Les données
représentent les moyennes du nombre de temps ou du nombre d’entrées +
SEM, n = 8 souris / groupe. * p < 0.05 versus le groupe contrdle.
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4.1.2 L’augmentation de Pactivité du récepteur mGluRs par le modulateur
allostérique positif CDPPB induit une augmentation des

comportements anxieux

La figure 4.2 montre les résultats des deux mémes tests d’anxiété, mais pour les
souris ayant recu une injection de CDPPB et leur groupe témoin respectif
(DMSO/PEG400). La quantité¢ de temps pass€ par les souris dans les régions ouvertes
ainsi que le nombre d’entrée dans les régions ouvertes sont présentés. Lors du test
« Elevated Plus Maze » (Figure 4.2A), les souris traitées avec le CDPPB ont pass€ moins
de temps dans les bras ouverts (test t non appari€, p < 0.05) et sont allées moins souvent
explorer les bras ouverts que les souris contréles (test t non apparié, p < 0.05). Lors du
« Light/Dark Transition » (Figure 4.2B), les souris ayant regues I’injection de CDPPB,
lorsque comparées au groupe témoin (DMSO/PEG400), passent plus de temps dans la
région ouverte (test t non apparié, p < 0.05) et vont plus souvent s’aventurer dans cette
région ouverte (test t non apparié, p <0.05). Ces résultats indiquent que les souris traitées
avec le CDPPB sont plus craintive face a ce nouvel environnement. Le COPPB agit donc

comme agent anxiogénique lors de ces tests d’anxiété.
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Figure 4.2  Le CDPPB accentue les comportements anxieux chez la souris.
(A) Lors du “’Elevated plus maze’’, I’évaluation du comportement anxieux
était basée sur le temps que les souris passent dans les bras ouverts et sur
le nombre d'entrée(s) dans les bras ouverts. (B) Lors du “’Light/Dark
transition test’’, le temps passé dans la chambre éclairée et le nombre
d'entrée dans la chambre éclairée ont €t¢ mesurés. Les données
représentent les moyennes du nombre de temps ou du nombre d’entrée +

SEM, n = 8 souris / groupe. * p < 0.05 versus le groupe contrdle
(DMSO/PEG400).

4.2  Influence de la modulation du récepteur mGluRs sur les comportements

moteurs

Suite aux résultats obtenus lors de I’évaluation des comportements anxieux,
I’étude s’est poursuivie en €valuant I’impact de la modulation du récepteur mGluRs sur
différents comportements moteurs. Pour I’évaluation des capacités motrices telles que la
coordination, I’équilibre, la force musculaire, I’initiation de mouvements volontaire et la
locomotion, les souris ont performées différents tests tels que « Pole test », « Wire test »,
« Beam test », « Stepping test » et le « Cylinder test ». Pour I’évaluation des capacités

d’apprentissage et de mémorisation motrice, elles ont suivies une série de sessions
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d’entrainement sur Rotarod en accélération. Les résultats de ces tests moteurs en fonction

du traitement vous seront présentés dans la prochaine section.

4.2.1 L’administration de MTEP n’affecte pas les capacités motrices

La figure 4.3 présente la différence de performance des tests moteurs entre le
groupe de souris traitées avec le modulateur allostérique négatif MTEP et le groupe
témoin (Saline). Pour le « Pole test », le « Wire test » et le « Beam test », le temps requis
par les souris pour réaliser la tdche est présenté (Figure 4.3 A, B & C). Pour le « Stepping
test », le nombre de réajustement des pattes avant est mesuré (Figure 4.3 D), et finalement
pour le « cylinder test », le nombre de redressement, le temps de toilettage, le nombre de
contacts avec la paroi du cylindre ainsi que le nombre de pas avec les pattes arrieres sont
mesurés (Figure 4.3 E i a iv). Les résultats n’indiquent aucune différence significative
entre les deux groupes pour tous les tests moteurs évalués. Ces résultats révelent que la
diminution de P’activité¢ du récepteur mGluRs n'entraine pas de déficit de coordination
(« Pole test », test t non apparié, p > 0.05), de force musculaire (« Wire test », test t non
apparié, p > 0.05), d'équilibre (« Beam test », test t non appari€, p > 0.05), d’exécution de
mouvements volontaires (« Stepping test », test t non apparié, p > 0.05) ou de locomotion,

toilettage et redressement (« Cylinder test », test t non apparié, p > 0.05).
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Figure 4.3

Le MTEP n’influence pas les capacités motrices chez la souris. Les
tests (A) « Pole test », (B) « Wire test », (C) « Beam test », (D) « Stepping
test » et (E) « Cylinder test » ont été effectués pour évaluer les fonctions
motrices des souris traitées avec le MTEP (20mg / kg). Les données
représentent le temps moyen nécessaire pour effectuer les tests (« Pole »,
« Wire » & «Beam »), le nombre moyen d'ajustements des pattes
(« Stepping test ») et le nombre moyen de levées dans le cylindre, de temps
de toilettage, d’ajustements sur les parois avec les pattes antérieures et
d’ajustements avec les pattes postérieures (« Cylinder ») + SEMn=5a6
souris / groupe versus les souris traitées avec la Saline.
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4.2.2 L’administration de CDPPB n’affecte pas les capacités motrices

La figure 4.4 présente la différence de performance des tests moteurs entre le
groupe de souris traitées avec le modulateur allostérique positif CDPPB et le groupe
témoin respectif (DMSO/PEG400). L’analyse des performances ne démontre aucune
différence significative entre les deux groupes pour tous les tests moteurs évalués. Ces
résultats révelent que I’augmentation de I’activité du récepteur mGluRs n'entraine pas de
déficit moteur (« Pole test », Figure 4.4A, test t non apparié, p > 0.05; « Wire test »,
Figure 4.4B, test t non apparié, p > 0.05; « Beam test », Figure 4.4C, test t non appari¢,
p > 0.05; « Stepping test », Figure 4.4D, test t non apparié, p > 0.05; « Cylinder test »,

Figure 4.4 E, test t non apparié, p > 0.05).
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Figure 4.4 Le CDPPB n’affecte pas les capacités motrices chez la souris.

Les tests (A) «Poletest», (B) « Wire testy, (C) « Beam test», (D)
« Stepping test» et (E) « cylinder test» ont été effectués pour évaluer les
fonctions motrices des souris traitées avec le CDPPB (3mg / kg). Les
données représentent le temps moyen nécessaire pour effectuer les tests
(«Pole », « Wire » & « Beam »), le nombre moyen d'ajustements des
pattes (« Stepping ») et le nombre moyen de levées dans le cylindre, de
temps de toilettage, d’ajustements sur les parois avec les pattes antérieures
et d’ajustements avec les pattes postérieures (« Cylinder ») =+ SEM n=15 a
6 souris / groupe versus les souris traitées avec du DMSO/PEG400.
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4.2.3 L’administration de MTEP n’influence pas les capacités
d’apprentissage d’une tiche motrice
Suite aux résultats obtenus dans I’évaluation des habiletés motrices, il est possible
de conclure que la modulation de mGluRs n’affecte pas I’exécution d’une tiche motrice
déja apprise. Toutefois, qu’en est-il de la capacité de mémorisation d’une nouvelle tiche
motrice? A ’aide du test moteur du Rotarod en accélération, il a été possible d’évaluer
I’impact de la modulation du récepteur mGluRs sur les capacités d’apprentissage et de
mémorisation d’une tdche motrice complexe. Les souris devaient donc accomplir quatre
séances d'entrainement du jour 1 au jour 4 (Figure 3.1B).
La figure 4.5 présente les performances sur Rotarod du groupe traité avec le NAM
MTEP et du groupe contrdle (Saline). La figure 4.5A permet de visualiser
qualitativement que I’injection de MTEP n’affecte pas les capacités d’apprentissage
lorsque comparé avec les souris contrdles, qui elles suivent une courbe d’apprentissage
standard sur Rotarod (Luft and Buitrago 2005, Bureau, Carrier et al. 2010). Ensuite, la
figure 4.5B permet de comparer avec des tests statistiques les différences entre la
moyenne des deux premiers essais et des deux derniers essais pour chaque groupe et ainsi
déterminer s’il y a un écart de performance entre ceux-ci. Les résultats démontrent que le
traitement avec le MTEP n’affecte pas les performances autant aux premiers qu’aux
derniers essais. En effet, pour les premiers essais, les tests statistiques ne démontrent
aucun effet du traitement sur le temps de maintien avec la chute (F,79) = 0.7988, P >
0.05), une différence statistique de performance entre les jours d’entrainement (F 79y =
48.81, P < 0.0001), et aucune différence entre le nombre de jours d’entrainement et le

traitement (Fq 799 = 0.4501, P > 0.05). Pour les derniers essais, les tests statistiques ne
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démontrent aucun effet du traitement sur le temps de maintien avec la chute (F3,79) =
2.235, P > 0.05), une différence statistique de performance entre les jours d’entrainement
(F3,79)=37.83,P < 0.0001), et aucune différence entre le nombre de jours d’entrainement

et le traitement (F 79) = 0.5086, P > 0.05).
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Figure 4.5 La modulation allostérique négative du récepteur mGluRs n’affecte
par ’apprentissage moteur.
(A) Le temps passé sur le cylindre du Rotarod a été¢ mesuré pour chaque
essai (1 a 8) pour les 4 jours d’entrainement. Les souris ont €t€ traitées 5
minutes avant chaque entrainement avec le MTEP a une dose de 20mg/kg
et ont été comparées aux souris traitées avec la saline. Les données
représentent la moyenne du temps passé (en seconde) sur le cylindre a
chaque essai pour chaque jour d'entrainement + S.E.M. n =5 a 6 souris /
groupe. (B) Les moyennes des deux premiers et des deux derniers essais
de chaque jour d'entrainement ont été calculées. Les valeurs représentent
le temps moyen passé sur le cylindre du Rotarod (en secondes) £ S EM. n
=54 6 souris / groupe.
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4.2.4 L’injection de CDPPB ralentit I’apprentissage et la mémorisation

d’une tiche motrice

La figure 4.6 présente les performances sur Rotarod du groupe traité avec le PAM
CDPPB et de son groupe controle DMSO/PEG400. La figure 4.6A permet de visualiser
qualitativement ’effet de 1’injection de CDPPB sur les capacités d’apprentissage.
Lorsque comparé¢ avec les souris contrdles, qui elles suivent une courbe d’apprentissage
standard sur Rotarod (Luft and Buitrago 2005, Bureau, Carrier et al. 2010), on peut
remarquer des la premiére journée (vers les derniers essais) que le traitement de CDPPB
semble ralentir I’amélioration normal des performances sur Rotarod. Ce déficit est
maintenu au fil des jours jusqu’a atteindre un méme niveau de performance que le groupe
controle au jour 4. Comme pour les groupes MTEP et Saline, afin de confirmer ces
différences a ’aide de tests statistiques, les moyennes des deux premiers essais et des
deux derniers essais ont été calculées pour chaque groupe. Pour les premiers essais, les
tests statistiques ne démontre aucune effet du traitement sur le temps de maintien avant
la chute (F3 87y = 0.5317, P > 0.05), une différence statistique de performance entre les
jours d’entrainement (Fi387) = 27.61, P < 0.0001), et une différence entre le nombre de
jours d’entrainement et le traitement (F1,87) = 6.601, P < 0.05). Pour les derniers essais,
les tests statistiques démontrent un effet du traitement sur le temps de maintien avec la
chute (Fi3 37y =4.741, P <0.01), une différence statistique de performance entre les jours
d’entrainement (Fi g7y = 11.45, P < 0.0001), et aucune différence entre le nombre de

jours d’entrainement et le traitement (Fq g7y = 10.25, P < 0.01).
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Figure 4.6 La modulation allostérique positive du récepteur mGluRs ralentit

Papprentissage moteur.

(A) Le temps passé sur le cylindre du Rotarod a été¢ mesuré pour chaque
essai (1 a 8) pour les 4 jours d’entrainement. Les souris ont été traitées 20
minutes avant chaque entrainement avec le CDPPB a une dose de 3mg/kg
et ont été¢ comparées aux souris traitées avec le DMSO/PEG400. Les
données représentent la moyenne du temps passé (en seconde) sur le
cylindre a chaque essai pour chaque jour d'entrainement+ SEM.n=352a
6 souris/ groupe. (B) Les moyennes des deux premiers et des deux derniers
essals de chaque jour d'entralnement ont été calculées. Les valeurs
représentent le temps moyen passé sur le cylindre du Rotarod (en
secondes) £ S.E.M. n =5 a 6 souris / groupe. * p <0.05 & *** p <0.001
versus les souris traitées avec du DMSO:PEG400.



CHAPITRE V

DISCUSSION

Mon hypothese de recherche suggere que la modulation du récepteur mGluRs
influencerait les comportements générés par le systeme limbique et le systéme moteur en
raison de sa forte expression dans plusieurs des structures cérébrales qui forment ces deux
systemes de communication. Pour réaliser ce projet, j’ai utilis€ le modulateur allostérique
négatif MTEP et le modulateur allostérique positif CDPPB afin de moduler 'activité du
récepteur. Suite a I'administration de ces agents pharmacologiques, les souris ont été
soumises a plusieurs tests comportementaux €valuant leurs comportements anxieux et

moteurs. Les résultats seront discutés dans ce présent chapitre.

5.1  Confirmation de I’effet anxiolytique du MTEP

Le MTEP, un NAM du récepteur mGluRs, est reconnu pour diminuer les
comportements anxieux chez les rongeurs et les primates. Afin de reproduire I’effet
anxiolytique de cette molécule et du fait méme valider mon modele animal, j’ai injecté
les souris, avec une dose de 20mg/kg, 5 minutes avant de les soumettre a deux tests
anxiogénes (figure 3.1A). Mes résultats illustrent que les souris traitées avec le MTEP
démontrent moins de comportements anxieux, lorsque comparées avec les souris
controles (figure 4.1). Ce type de résultats avaient €t¢ fréquemment observés par

plusieurs autres chercheurs ayant utilisé le « Elevated plus maze », I'un des tests
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comportementaux les plus précis pour ce genre d’analyse (Pellow, Chopin et al. 1985).
Dans I’optique de confirmer |’effet anxiolytique du MTEP avec un autre test (moins bien
connu mais tout aussi bon), les souris ont €t€ soumises au test « Light/Dark transition »
(Shimada, Matsumoto et al. 1995). Le fait que ce deuxieme test comportemental ait aussi
démontré ’effet anxiolytique du MTEP me permet de valider avec assurance mon modéle
expérimental. De fagon générale, les comportements moins craintifs, concordant avec les

effets antérieurement observés avec le MTEP, confirment l'action anxiolytique du MTEP.

5.2 Investigation de ’impact de la modulation positive du récepteur mGluRs par

le CDPPB

Une des meilleures fagons de comprendre les fonctions d’une protéine ou d’un
récepteur ¢’est de bloquer son action normale. C’est probablement ce qui a pousse€ autant
d’¢tudes a utiliser des antagonistes et des NAM dans une panoplie de contextes
pathologiques. Cependant, I’impact de I’augmentation de ’activité par des agonistes ou
des PAM reste sous étudié dans plusieurs domaines. Pourtant, connaitre les impacts d’une
régulation positive est d’une importance cruciale et permet de prévenir I’apparition de
complications lors d’un traitement avec des agonistes par exemple. Dans ce contexte, je
pense notamment aux LID, qui apparaissent suite au traitement prolongé avec la Levo-
Dopa, un précurseur de ’agoniste endogene dopaminergique (Thanvi, Lo et al. 2007).
Bien que ce soit encore a ce jour la meilleure option de traitement contre la maladie de
Parkinson, une étude plus approfondie des impacts de la modulation positive des

récepteurs dopaminergiques aurait potentiellement pu prévenir ce genre de complications.
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Dans le but d’investiguer ’impact de la modulation positive de I’activité¢ du
récepteur mGluRs sur les comportements anxieux, une autre cohorte de souris a été
soumise aux mémes tests anxiogéniques, suite a une injection du CDPPB. Mes résultats
ont démontré que les souris traitées avec le PAM semblent beaucoup plus craintives que
les souris contrdles (DMSO/PEG400). Une étude récente a démontré que le CDPPB cause
une augmentation des niveaux d’anxiété chez des souris étant déja sous |’effet de alcool
(Lee, Coelho et al. 2018). C’est un résultat intéressant, toutefois, il est connu que I’alcool
lie les récepteurs GABAergiques. Comme ceux-ci sont la cible actuelle des anxiolytiques
déja existants, il est difficile d’étre certain que I’effet anxiogénique est causé par
I’injection de CDPPB spécifiquement, ou s’il s’agit plutot d’un effet causé par d’alcool.
A ma connaissance, je suis le premier a démontrer un effet anxiogénique aussi clair du
CDPPB par l'utilisation de tests anxiogeénes tels que le « Elevated plus maze » et le

« Light/dark transition » chez des souris saines et en santé.

Jusqu’a aujourd’hui, I’augmentation de 1’activité des récepteurs du glutamate a
principalement ét€ associée a la schizophrénie (Krystal, Karper et al. 1994, Krystal,
Bennett et al. 2000). Il a d’abord ét€¢ mis de I’avant que le déréglement de ’activité du
récepteur NMDA causait 1’apparition des symptdmes cognitifs reliés a cette maladie
(Moghaddam 2004, Lindsley, Shipe et al. 2006). Par la suite, de plus en plus d’études ont
¢tablies que les récepteurs NMDA et mGluRs s’influengaient mutuellement et que la
modulation indirecte des récepteurs NMDA par le changement d’activité des récepteurs
mGluRs pourrait étre une voie intéressante dans le traitement a long terme des symptomes
cognitifs de la schizophrénie (Moghaddam 2004, Conn, Lindsley et al. 2009). En effet, la

modulation allostérique positive du récepteur mGluRs par des PAM (dont le CDPPB)
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s’est démontrée efficace comme antipsychotique et dans 1’amélioration de la cognition
dans les modeles précliniques, et ce, par la modulation indirecte de I’activité des
récepteurs NMDA (Liu, Grauer et al. 2008, Stauffer 2011, Clifton, Morisot et al. 2013,

Bhardwaj, Ryan et al. 2015).

D’autre part, la sélectivité du CDPPB envers le récepteur mGluRs et sa facilité
d’utilisation in vivo ont mené a son utilisation dans d’autres contextes. Certaines études
ont démontré que I’administration de CDPPB avait des effets neuro-protecteurs dans la
maladie de Huntington (Doria, de Souza et al. 2015, Batista, Doria et al. 2016). De plus,
1l a été¢ démontré dans les 5 derniéres années que le CDPPB pouvait accélérer
’apprentissage dissociatif. En effet, dans plusieurs tests comportementaux, il est possible
de faire en sorte que les souris associes un de leur comportement (boire/manger, peser sur
un levier, etc.) & une récompense (alcool, cocaine, etc.) ou une conséquence (choc
électrique, bruit agressant, etc.). C’est a force de répéter le comportement que leur cerveau
pourra associer celui-ci a la récompense/conséquence. Une fois qu’elle est bien établie, il
est possible d’éliminer cette association en ne donnant plus la récompense/conséquence
suite a P’exécution du méme comportement; c’est ce qu’on appelle 1’apprentissage
dissociatif (« extinction learning ») (Dunsmoor, Niv et al. 2015). De nombreuses €tudes
ont démontré que le CDPPB accélérait I’apprentissage dissociatif (Gass, Trantham-
Davidson et al. 2014, Sethna and Wang 2014, Ganella, Thangaraju et al. 2016, Perry,
Reed et al. 2016, Gass, McGonigal et al. 2017). De fagon générale, I’association entre un
comportement et une récompense/conséquence est possible grace a la formation de
nouvelles synapses entre différentes régions du syst¢eme limbique (LTP), alors que la

dissociation est possible grace au retrait de ces synapses préalablement formées (LTD)
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(Hugues and Garcia 2007, Kuhn, Hoger et al. 2014). Des études récentes ont mis de
I’avant que le récepteur mGluRs serait plus associé¢ a la LTD (Mikuni, Uesaka et al. 2013,
Wilkerson, Tsai et al. 2014, Wilkerson, Albanesi et al. 2018). Son interaction avec la
protéine « Activity-regulated cytoskeleton-associated » (Arc), une protéine hautement
importante dans I’induction de la L'TD, serait a la base de son mécanisme de plasticité
synaptique. Comme le CDPPB augmente 1’activité¢ du récepteur mGluRs et que celui-ci
est important dans la LTD, il est logique que ce PAM permette une élimination synaptique

plus rapide et résulte d’une dissociation comportementale plus efficace.

De fagon similaire, il est possible de croire qu’un effet semblable pourrait étre
observé lors des tests anxieux. Lorsqu’on expose les souris a un nouvel environnement
(« Elevated Plus Maze » & « Light/Dark Transition »), elles craignent celui-ci en raison
des dangers potentiels. A force de découvrir cet environnement, les souris finissent par
associer I’environnement & un endroit sans danger et explorent de plus en plus celui-ci
(Moser, Trommald et al. 1994, Plath, Ohana et al. 2006). Toutefois, en augmentant
[’activité du récepteur mGluRs (augmentation de la LTD), on empécherait le déroulement
normal de cette association ce qui maintiendrait des niveaux d’anxiété éleves. Il est
¢vident que plusieurs autres études seront nécessaires pour €claircir cette hypothese,
toutefois, mes résultats démontrent un effet indésirable néfaste pour les potentiels

traitements de la schizophrénie avec le CDPPB.

[l est bien connu qu’une baisse des niveaux de sé€rotonine est observée chez les
patients atteints d’anxiété (Goldberg and Finnerty 1979, Casacalenda and Boulenger
1998, Lanzenberger, Mitterhauser et al. 2007). De plus, des inhibiteurs sélectifs de la

recapture de la sérotonine sont recommandés pour €tre en premicre ligne pour le
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traitement de I’anxiété (Bandelow, Reitt et al. 2015). Les récepteurs sérotoninergiques
sont fortement exprimés dans les régions du systeme limbique, notamment au niveau des
mémes neurones que les récepteurs mGluRs (Chalmers and Watson 1991, Lesch and
Waider 2012). Bien qu’il n’y ait pas d’évidence qu’une interaction directe existe entre le
récepteur mGluRs et les récepteurs sérotoninergiques, plusieurs études ont démontré des
interactions indirectes. Il a été répertori€¢ que I’inhibition du récepteur mGluRs par le
NAM MPEP causait indirectement une augmentation de la relache de sérotonine dans la
fente synaptique au niveau de [’hippocampe et du cortex frontal (Stachowicz,
Golembiowska et al. 2007, Smolders, Clinckers et al. 2008). Inversement, il serait logique
de croire que ’augmentation de I’activité du récepteur mGluRs par [e CDPPB diminuerait
la quantité¢ de sérotonine dans la fente synaptique et mimerait le manque de sérotonine
normalement observé chez les patients anxieux. Il serait donc intéressant de quantifier les

niveaux de sérotonine suite a ’administration du CDPPB.

Finalement, différents polymorphismes du récepteur mGluRs pourraient étre
en cause dans diverses contextes pathologiques tels que les troubles d’attention avec
hyperactivité (Elia, Gai et al. 2010, Elia, Glessner et al. 2011, Hinney, Scherag et al.
2011) ou encore dans la sensibilité a I’alcool (Downing, Marks et al. 2010). Toutefois,
a ma connaissance, ces différents niveaux d’expression du récepteur mGluRs ne sont
pas, du moins pour le moment, connus pour €tre en cause dans la pathogénese des

troubles anxieux.

Il est intéressant et a la fois logique d'observer des répercutions comportementales
contraires suite a des traitements pharmacologiques opposés. Ces résultats permettent

d’une part de mieux connaitre les impacts de la modulation du récepteur mGluRs, et de



60

’autre, d’exposer des potentiels effets indésirables (anxiété) qui pourraient étre

rencontrés avec un traitement visant ce récepteur.

5.3  La modulation du récepteur mGluRs n’affecte pas les capacités motrices

La forte expression du récepteur mGluRss dans les structures du systéme limbique
explique en parti pourquoi celui-ci est important dans la régulation des comportements
anxieux. Toutefois, parmi les régions exprimant mGluRs, un autre systéme neuronal se
démarque : le systeme moteur. J’ai discuté de I’implication du récepteur mGIuRs dans la
régulation des comportements anxieux et fait le pont entre mes résultats et la littérature.
Toutefois, 1l est étonnant que presqu'aucune étude ne s'est attardée a I'implication de ce
récepteur dans la régulation des comportements générés par le systeme moteur chez des

sujets sains.

Bien que le récepteur mGluRs soit exprimé dans plusieurs structures qui
composent le systeme moteur (cortex cérébral, striatum, thalamus, etc.), son influence sur
les capacités motrices reste inconnue. Afin de faire le point sur son implication dans le
controle moteur, les capacités motrices ont été évaluées avec 5 différents tests moteurs
(Figure 3.1B). Mes résultats démontrent qu’aucune fonction motrice (coordination,
€quilibre, force musculaire, mouvement volontaire et locomotion) n’a été affectée par les
traitements pharmacologiques (MTEP & CDPPB). Ces résultats furent étonnants vu la
présence répandue du récepteur mGluRs dans le systeme moteur. Si on compare mes
résultats avec la littérature, on remarque que quelques études sont en contradiction avec

mes résultats, démontrant que la modulation du récepteur mGluRs affecte la coordination
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et I’équilibre dans différents contextes pathologiques (Schiefer, Sprunken et al. 2004,
Byrmes, Stoica et al. 2009, Guimaraes, Carvalho et al. 2015, Lee, Coelho et al. 2018). Par
contre, d’autres démontrent des résultats similaires aux nétres (Tatarczynska, Klodzinska
et al. 2001, Montana, Conrardy et al. 2011, Thomas, Bui et al. 2012, Jew, Wu et al. 2013).
Vu ces contradictions, le role du le récepteur mGluRs dans ce type d’habiletés motrices

reste ambigué.

De plus, la précision des études ci-haut mentionnées est quelque peu limitée. Pour
I’évaluation des capacités motrices, les chercheurs ont pour la plupart utilisé le Rotarod a
vitesse constante comme test comportemental. Il s’agit d’un excellent test moteur
permettant d’analyser de fagon globale 1’apparition d’un potentiel déficit moteur chez les
rongeurs, mais il ne permet pas de distinguer des habiletés motrices précises. De mon
coté, mes tests permettent une meilleure précision pour I’évaluation de la coordination
(« Pole test ») et [’équilibre (« Beam test »). De plus, mes tests moteurs permettent
d’évaluer d’autres fonctions motrices. En effet, lors du « Wire test », la coordination est
¢galement importante, toutefois, une bonne force musculaire est primordiale pour
permettre a la souris de compléter le test. Comme les traitements avec MTEP et CDPPB
n’ont pas affecté les performances durant le « Wire test », il est possible de croire que les
fonctions motrices périphériques ne sont pas affectées. De tels résultats semblent logiques
puisque la force musculaire est en parti assurée par I’acétylcholine (ACh) au niveau de la
jonction neuromusculaire (Marieb and Hoehn 2010). Aussi, lors du « Stepping test », la
souris est soumise a une position inhabituelle qui ["oblige a chercher une position plus

stable avec ces pattes avant. Ce désir de retrouver une position sécurisante oblige la souris

......
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mouvement volontaire indépendamment de leur motivation. Selon mes résultats,
I’initiation de mouvement volontaire n’est pas affectée par la modulation de mGluRs.
Finalement, le « Cylinder test » a permis d’analyser de fagon générale la locomotion des
souris. L’absence de changement dans le nombre de pas, de redressement et le temps de
toilettage permet de confirmer que les souris gardent leur tendance a explorer leur
environnement. A ce sujet, I’impact de la modulation du récepteur mGluRs sur la

locomotion est également tres controversé dans la littérature.

Plusieurs études tendent a démontrer que I’inhibition de mGluRs augmente la
locomotion chez la souris (Spooren, Gasparini et al. 2000, Zhu, Wilson et al. 2004,
Pietraszek, Gravius et al. 2005, Varty, Grilli et al. 2005, Koros, Rosenbrock et al. 2007,
Nicolas, Klein et al. 2007, Christoffersen, Simonyi et al. 2008, Jacob, Gravius et al. 2009),
alors que d’autres indiquent aucun changement (Tatarczynska, Klodzinska et al. 2001,
Henry, Lehmann-Masten et al. 2002, Kinney, Burno et al. 2003, Homayoun, Stefani et al.
2004, Naie and Manahan-Vaughan 2004, Li, Need et al. 2006, Belozertseva, Kos et al.
2007). Mes résultats s’ajoutent donc a cette diversité de conclusions a ce sujet. Toutefois,
je reste le premier a effectuer une batterie de tests évaluant plusieurs fonctions motrices
et a préciser que ’augmentation de 1’activité de mGluRs par le CDPPB n’influence pas

la locomotion.

Ces résultats furent surprenants compte tenu du fait que le glutamate représente
un neurotransmetteur plus qu’important dans les capacités motrices. En plus d’assurer
une bonne communication entre les régions corticales et les ganglions de la base (des
noyaux centraux responsables de la fluidité des mouvements), il permet au cerveau

d’envoyer les influx nerveux vers le SNP et ainsi permettre le mouvement. Par contre, le



63

glutamate n’agit pas seul dans ces fonctions nerveuses. Au niveau du SNC, la dopamine,
surtout au niveau de la voie nigrostriée (substance noire pars compacta > striatum), est
un acteur plus qu’important dans la réalisation de mouvements fluides et contrdlés
(Obeso, Rodriguez-Oroz et al. 2008). Au niveau du SNP, I’ACh est le principal
neurotransmetteur excitateur et assure la contraction musculaire au niveau des jonctions
neuromusculaires (Marieb and Hoehn 2010). Le fait que ces neurotransmetteurs soient
aussi importants dans la régulation des comportements moteurs, pourrait étre une
hypothese qui expliquerait pourquoi la modulation de mGluRs seul n’est pas suffisante
pour altérer les capacités motrices. mGluRs serait donc plus accessoire dans ce type de

comportement.

Il est également important de noter que le récepteur mGluRs n’est pas le seul
récepteur métabotropique faisant parti du groupe 1. Dans cette sous-famille de récepteurs
se trouve également le récepteur mGIluR; qui présente beaucoup d'homologies avec
mGluRs et qui agit également par la méme protéine G (Ggq). Bien que mGIluR, soit
beaucoup moins exprimé dans le striatum, le thalamus et le cortex, sa ressemblance
structurale avec mGluRs pourrait étre a la base d’un effet compensatoire et expliquer en
partie pourquoi la modulation de mGIluRs n'influence pas les comportements moteurs.
Dans cette optique, ce possible mécanisme compensatoire devrait agir €galement dans les
comportements anxieux, pourtant la modulation de mGluRs influence significativement
ce type de comportement. Cela mene a se demander st mGluR, compenserait seulement
certains types de comportements en fonction de son expression dans le cerveau? En effet,
des études ont montrées que le récepteur mGluR | est faiblement exprimé dans le systeme

limbique, mais serait présent en grande quantité dans le cervelet, une structure cérébrale
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responsable des fonctions proprioceptives du mouvement (Sebastianutto and Cenci
2018). La proprioception permet l'exécution logique et calculé des mouvements en
fonction de I'emplacement de notre corps dans I'espace par rapport aux autres objets. Ces
fonctions primordiales, qui permettent le mouvement s€curitaire et optimal, comprennent
entre autre la coordination ainsi que I’équilibre. Puisque le récepteur mGIluR; est
important dans ces fonctions motrices, il assure peut-étre davantage le contrdle de celles-
ci en comparaison avec mGluRs. Certaines €tudes ont justement démontré un déficit
moteur lors de I’inhibition du récepteur mGIluR, (Ichise, Kano et al. 2000, Tatarczynska,
Klodzinska et al. 2001, Coesmans, Smitt et al. 2003, Nakao, Nakao et al. 2007, Hodgson,
Hyde et al. 2011, Hartmann, Karl et al. 2014). 1l parait donc logique de croire que le
récepteur mGluRs est accessoire dans le contréle moteur, mais que le récepteur mGluR
serait, quant  lui, plus important dans ce genre de comportement. Evidemment plusieurs

études sont encore requises pour confirmer cette hypothése.

De fagon générale, ces tests permettent I’évaluation de différentes capacités
motrices, toutefois, il est aussi possible d’observer des comportements reliés a la
dépression. Entre autre, lors du « Wire test », des souris dépressives auraient tendances a
se laisser tomber et ne pas compléter la tache. Aussi, lors du « Cylinder test », une souris
présentant des symptomes reliés a la dépression aurait tendance a perdre de sa motivation
a explorer I’environnement, ce qui se traduirait d’une diminution de la locomotion et de
son activité générale. Le fait que les traitements n’aient pas engendré de différence dans
ces comportements pourrait signifier que la modulation du récepteur mGluRs n’influence
pas les comportements dépressifs. Il serait encore une fois primordial de procéder a

d’autres tests comportementaux afin de confirmer cette hypothese.
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Il est également intéressant de faire le parallele entre mes résultats moteurs et
anxieux. Le fait que les traitements pharmacologiques n’agissent pas sur les capacités
motrices permet de s’assurer que les résultats observés dans les comportements anxieux
ne sont pas di a des quelconques troubles reli€s a la motricité. Cette conclusion permet
de valider mes résultats ainsi que d’augmenter leur crédibilité. Aussi, I’absence de
manifestation comportementale lors des tests moteurs, suite a I’injection du MTEP ou du
CDPPB, aurait pu étre causée par ’utilisation de doses trop faibles. Toutefois, si on
compare les doses qui ont €t€ choisies et celles utilis€es dans la littérature (MTEP :
20mg/kg; CDPPB : 3mg/kg), celles-ci sont réputées pour induire des changements autant
au niveau comportemental que cellulaire (Riaza Bermudo-Soriano, Perez-Rodriguez et
al. 2012). De plus, mes propres résultats démontrent que ces doses induisent des

changements comportementaux au niveau de I’anxiété.

Il parait clair que plusieurs autres €tudes seront essentielles afin de comprendre a
100% le role du récepteur mGluRs dans le contréle moteur. Mes résultats mettent
toutefois de I’avant que le récepteur mGluRs jouerait un réle secondaire dans I’exécution

et les habiletés motrices.
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5.4 Investigation de I'impact de la modulation du récepteur mGluRs sur

I’apprentissage et la mémorisation motrice.

Nos résultats, au niveau de la motricité¢, démontrent que la modulation du
récepteur mGluRs n'affecte pas les capacités motrices et n'influence pas I'exécution d’une
tache motrice déja apprise. Toutefois, qu'en est-il d'une tiche qui n'est pas encore apprise
et mémorisée? C’est a cette question que j’ai tenté de répondre grace au test du Rotarod
en accélération (Figure3.1B). Ce demier permet de distinguer I’impact de la modulation
du récepteur mGluRs sur un mécanisme connexe a I’exécution motrice : ['apprentissage
et la mémorisation d'une tiche motrice. Nos résultats démontrent que I’inhibition de
mGluRs par le MTEP n’affecte pas ce mécanisme de mémorisation. La figure 4.5A
permet d'apprécier de maniere qualitative I'évolution des performances des souris traitées
avec le MTEP (en comparaison avec les souris Salines) au fil des essais et des jours. On
remarque que la courbe d'apprentissage des souris traitées suit la méme tendance que les
souris controles, qui elles suivent une courbe d’apprentissage standard sur Rotarod en
accélération (Luft and Buitrago 2005, Bureau, Carrier et al. 2010). Ce type de courbe
permet de visualiser rapidement si un écart se creuse entre les performances des différents
groupes; toutefois, afin de quantifier et comparer par des tests statistiques ces
performances, j’ai calculé la moyenne des deux premiers essais ainsi que des deux
derniers essais pour chaque groupe. La moyenne des premiers essais de la premicre
journée permet en premier lieu de déterminer si les groupes de souris ont des capacités
motrices relativement équivalentes. De plus, la moyenne des premiers essais des autres
jours (2 a 4) nous informent sur le déroulement de la phase de consolidation. En eftet,

comme cette phase d'apprentissage survient entre les sessions d'entrainement, notamment
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durant la nuit, la comparaison des premiers essais permet de voir si le traitement a affecté
cette phase d’apprentissage et si les souris on maintenue et bien enregistrées la tiche
exécutée durant la session antérieure. Pour ce qui est des moyennes des deux derniers
essais, elles permettent d’informer sur le déroulement de I’apprentissage moteur durant
les phase rapides (jour 1) et lentes (jours 2 a 4) d’apprentissage, soit pendant les sessions
d’entrainement. Si le traitement affecte les capacités immédiates de la souris 8 mémoriser
la tiche motrice, on observera une diminution des performances aux derniers essais. Dans
la figure 4.5B, on remarque que le traitement avec MTEP n'a pas affecté les phases de
consolidation (premiers essais) ainsi que les phases rapides et lentes d'apprentissage

(derniers essais).

Il est intéressant de constater que le blocage de ce récepteur ne semble pas affecter
I'apprentissage moteur alors que de nombreuses €tudes ont montré que d'autres types de
mémoires avaient été altérés par I’inhibition pharmacologique et génétique du récepteur
mGluRs. De fagon générale, I’hippocampe est le centre de la mémoire de notre cerveau
et permet de mémoriser une panoplie d’informations. Toutefois, en fonction du type de
mémorisation, I’hippocampe recoit des afférences neuronales provenant de différentes
structures de notre cerveau. Par exemple, lorsqu’on se rappelle un évenement quelconque
et que celui-ci nous évoque une émotion, c¢’est en particulier grace aux communications
entre I’amygdale et I’hippocampe (systeme limbique), alors que lorsqu’on mémorise une
séquence motrice c’est davantage les afférences provenant du striatum et du noyau
accumbens qui permettent a I’hippocampe d’enregistrer correctement. De ce fait, peut-

étre que I’inhibition du récepteur mGluRs aurait des impacts plus important dans certains
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type de mémorisation comme la mémoire spatiale ou associative; alors que dans la

mémorisation motrice, son inhibition serait sans impact visible.

Je me dois de mentionner un résultat particulier concernant [’apprentissage moteur
sous le traitement du MTEP. Au jour 3 (Figure 4.5A), on peut remarquer que la courbe
de performance des souris traitées avec le MTEP atteint le maximum permis par le test
pendant plusieurs essais alors que le groupe de souris contrdles performe a un niveau
inférieur. Les tests statistiques qui ont été utilisés ne discernent pas les différences de
performance pour tous les essais. De trop nombreux facteurs peuvent influencer les
performances des souris a chaque essai, ¢’est pourquoi calculer statistiquement les écarts
de performance entre chacun des essais ne donnerait pas beaucoup d’information.
Toutetois, il serait intéressant de retirer le maximum de 5 minutes impos¢ durant le test
du Rotarod en accélération et de comparer les capacités d’apprentissage des souris traitées
avec le MTEP et des souris contrdles, en absence de limite. Peut-étre que le traitement
démontrerait une augmentation des capacités d’apprentissage moteur suite au traitement
avec le MTEP? D’autres études sont nécessaires, mais c’est une hypothese forte

intéressante.

La derni¢re partiec de mon projet visait a évaluer I’influence de I’augmentation de
I’activité¢ du récepteur mGluRs dans |"apprentissage et la mémorisation motrice. Les
résultats démontrent que le traitement au CDPPB ralentie |’apprentissage du Rotarod en
accélération. En effet, comme il est possible de voir a la figure 4.6A, les souris traitées
avec le CDPPB démontrent un déficit dans I’amélioration de leurs performances au fil
des jours. Les tests statistiques subséquents le confirment. La comparaison des moyennes

des deux premiers essais indique aucune différence significative lorsque comparé avec
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les souris controles. Toutefois, lors de I’analyse des moyennes des derniers essais, on
remarque que deés la premiere journée, les souris ayant recu le traitement termine la
session d'apprentissage a des niveaux inférieurs au groupe témoin. Ce probleme
d’apprentissage se répete aux jours 2 et 3 de maniere plus prononcée. Il parait clair que
le traitement avec le CDPPB induit une diminution des capacités d’apprentissage. Il est
toutefois important de noter qu’a chaque début de session, les souris rattrapent le retard
et recommencent au méme niveau que les souris controles. Ce type de résultats laisse
croire que malgré la difficulté a enregistrer et mémoriser cette nouvelle tiche motrice lors
de son exécution, la phase de consolidation en serait intacte et permettrait aux souris de

bien encoder la séquence motrice entre les sessions d’entrainement.

Certaines études ont démontré que I’injection de CDPPB affectait la phase de
consolidation lors de certains types de mémorisation (Uslaner, Parmentier-Batteur et al.
2009, Cleva, Hicks et al. 2011). Toutefois, la procédure expérimentale ne permet pas de
conclure sur I’effet de nos traitements pour la consolidation puisque les molécules
utilisées sont rapidement éliminées de I’organisme (moins d’une heure) (Anderson,
Bradbury et al. 2003, Lindsley, Wisnoski et al. 2004). De ce fait, lors de la phase de
consolidation entre les sessions d’entrainement, les récepteurs mGluRs fonctionneraient
normalement et permettraient donc une bonne consolidation. Puisqu’on observe
presqu’aucune amélioration lors des phases rapides et lentes d’apprentissage, il est
logique de croire que la consolidation a elle seule serait responsable de I’amélioration de
leur performance a travers les jours et permettrait au souris traitées d’atteindre une méme

saturation de performance en fil des jours que les souris contréles (Figure 4.6A). Il serait
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donc fort intéressant de moduler 1’activité du récepteur mGluRs de fagon chronique afin

de savoir si Iactivité de celui-ci est importante lors de la phase de consolidation.

Il est impossible d’exclure que I’effet anxiogénique du CDPPB pourrait avoir une
influence sur le comportement des souris lors des entrainements sur Rotarod. Cette
interaction comportementale serait donc soupgonnée de donner I’illusion d’un trouble de
I’apprentissage, alors que les souris seraient simplement victimes d’anxiété. Toutefois,
certains de nos résultats portent a croire le contraire. Premierement, le fait que le CDPPB
n’ait pas induit de changement durant I’évaluation des tests moteurs laisse croire que
I’anxiété causée par son injection n’a pas causé de ralentissement des performances ou
des troubles moteurs (Figure 4.3 & 4.4). Aussi, bien que le MTEP induise une diminution
des comportements anxieux, celui-ci n’a eu aucun impact sur I’entrainement sur Rotarod,
suggérant que les comportements reliés a 1’anxiété ne sont pas affectés durant ce test. De
plus, lors du premier essai de la premicre session d’entrainement sur Rotarod, les souris
traitées avec le CDPPB ont eu une performance équivalente aux souris controles,
démontrant aucun comportement anxieux a ce niveau (Figure 4.6A). Finalement, le
facteur le plus convaincant est que les souris traitées avec le CDPPB finissent par
atteindre le méme niveau de performance que les souris contrdles (Figure 4.6A). Si
’anxiété était la cause du ralentissement de |’amélioration des performances,
logiquement 1’anxiété des souris perdurerait au fil des jours et on n’y verrait pas
nécessairement d’amélioration. Dans I’ensemble, les résultats démontrent que mes tests
d’évaluation motrice et d’apprentissage ne sont pas affectés par les comportements reliés

a I’anxiété.
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II'a semblé curieux que la modulation positive du récepteur mGluRs induise un
ralentissement de ’apprentissage moteur alors que la modulation négative n’ai aucun
effet significatif. 1l est bien documenté que le récepteur mGluRs est important dans les
mécanismes qui régulent la plasticité synaptique, donc son inhibition aurait logiquement
du affecter les capacités d’apprentissage. Comme je I’ai mentionné précédemment,
mGluRs serait plus important dans 1’élimination des synapses (LTD). L’augmentation de
son activité par le CDPPB causerait donc une augmentation de la LTD, diminuant ainsi
le nombre de synapses entre deux régions cérébrales et causant du fait méme un probléme
de communication. 1l a été démontré que ce mécanisme mGluRs/Arc serait important
dans I’hippocampe (Jakkamsetti, Tsai et al. 2013). Puisque I’apprentissage moteur
nécessite une bonne communication entre le noyau accumbens et [’hippocampe, il est

logique que le traitement avec le CDPPB induise un déficit dans |’apprentissage moteur.

A Pinverse, I’inhibition par le MTEP empécherait I’induction de LTD et ainsi
maintiendrait les connexions synaptiques. Toutefois, il est bien connu que ’inhibition du
récepteur mGluRs cause une diminution massive des fonctions des récepteurs NMDA
(Alagarsamy, Marino et al. 1999, Alagarsamy, Rouse et al. 2002). La diminution de
’activité de ce dernier, étant important dans la LTP, diminuerait la LTP et causerait
¢galement une diminution des capacités d’apprentissage et de mémorisation. Il apparait
évident que de nombreuse études sont encore nécessaires pour comprendre complétement
le réle du récepteur mGluRs dans les différents types d’apprentissages ainsi que les
mécanismes cellulaires responsables. Toutefois, nos résultats suggérent une implication

du récepteur mGluRs dans le bon déroulement de I’apprentissage moteur.
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5.5 Conclusions et perspectives

[l existe beaucoup de contradiction dans la littérature concernant les roles du
récepteur mGluRs dans différentes fonctions cérébrales. L'objectif de mon étude était de
faire le point sur l'impact de la modulation de son activité dans différents contextes
comportementaux tels que l'anxiété, la motricité et l'apprentissage moteur. Nos résultats
dévoilent un réle important du récepteur mGluRs dans la régulation des comportements
anxieux, alors qu’au niveau des comportements moteurs, celui-ci semble étre davantage
important dans I’apprentissage d'une tdche motrice plutot que dans I’exécution de celle-
ci. Parmi les régions qui expriment le récepteur mGluRs, si on compare celles qui sont
importantes dans la régulation des comportements anxieux et de I'apprentissage moteur,
on remarque que certaines de ces structures sont communes. Il s’agit du noyau accumbens
et de I’hippocampe. Il devient intéressant de se demander si le récepteur mGluRs n’aurait
pas un role plus important dans ces deux structures du SNC.

Toutes ces nouvelles questions ont mené au développement de nouvelles
perspectives de recherche. Les prochaines étapes de mon projet seraient en premier lieu
de mettre en relation les changements de comportements observés avec des marqueurs
biochimiques reliés a la signalisation du récepteur mGluRs, tels que homerla ou Arc. La
quantification de ces biomarqueurs se ferait notamment dans I’hippocampe et le noyau
accumbens, en raison de leur importance dans les comportements altérés. Il serait
¢galement intéressant de moduler par micro-injection ’activité du récepteur mGluRs
directement dans ces deux structures afin d’analyser les impacts sur les mémes

comportements anxieux et moteurs. Cela permettrait de savoir si le récepteur mGluRs est
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particulierement important dans ces deux structures. Finalement, il serait intéressant
d’analyser I’impact d’une telle modulation dans d’autres types de comportements, comme
la phase de consolidation de I’apprentissage ou encore d’autres types de mémoire.

Les résultats de mon étude permettent assurément de mieux comprendre le role
du récepteur mGluRs dans les comportements anxieux et moteurs. En plus d'avoir
reproduit l'effet anxiolytique bien documenté du MTEP, j’ai démontré que le modulateur
positif CDPPB, a l'inverse, augmente les comportements anxieux. J’ai donc mis de I’avant
I’hypotheése que I’augmentation de "activité du récepteur mGluRs pourrait étre lice a la
pathogénese de I’anxiété. De plus, je suis le premier a démontrer que I’augmentation de
activité du récepteur mGluRs altére les capacités d'apprentissage et de mémorisation
d'une tache motrice telle que le Rotarod. Il est évident que plusieurs autres études sont
nécessaires afin de comprendre complétement par quels mécanismes le récepteur mGluRs
régule ces comportements et comment sa modulation pourrait étre bénéfique comme cible
thérapeutique. En terminant, bien que mes travaux soient trées fondamentaux, ils
permettent d’émettre I’hypothese que le récepteur mGluRs serait un nouvel acteur

important dans 1’apprentissage et la mémorisation motrice.
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