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[ am among those who think that science has
great beauty. A scientist in his laboratory is not
a mere technician. he is also a child confronting
natural phenomena that impress him as though

they were fairy tales.

- Marie Curie
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RESUME

La mémoire comme nous la connaissons est possible suite & un réarrangement des
neurones lorsque nous sommes soumis & un nouvel apprentissage, la cible mammifére de
la rapamycine (mTOR) est connue pour jouer y un rdle central. Par exemple, les
changements neuronaux et les processus biologiques qui sont associés a I’autisme, une
condition ou les enfants ont un retard d’apprentissage moteur, sont associés a des
dysfonctionnements de la voie de signalisation mTOR. Cependant, nous ne connaissons
toujours pas I’implication exacte de la voie de signalisation dans les processus
moléculaires de I’apprentissage moteur, ce qui fait encore l'objet de recherches
approfondies. Une étude récente a montré que mTOR utilise des partenaires moléculaires
comme la protéine ribosomale S6 kinase beta-1 (p70 S6K) pour initier la formation de
nouvelles connexions neuronales. Notre recherche a permis d’établir le réle de mTOR et
p70 S6K lors de l'apprentissage intra et intersession d'une tdche motrice complexe chez la
souris en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques sélectifs, soit la rapamycine et le
PF4708671 respectivement. En utilisant trois cohortes de souris, nous avons étudié I'effet
des traitements pendant I’apprentissage du rotarod accéléré au jour 1, 2 et 3.La premicre
cohorte a été injectée | heure ou 15 minutes avant les entrainements pour étudier l'effet
intrasessions. La deuxieme cohorte a été injectée apres les entrainements pour examiner
I'effet intersessions. La troisieme cohorte a €té injectée avant le jour 4, sans injection les
jours 1, 2 et 3. Cette derniére cohorte a également été testée pour la force motrice et la
coordination. Nos résultats démontrent que la voie de signalisation, via la protéine p70
S6K, joue un réle essentiel lors de I'apprentissage intrasession. En revanche, elle pourrait
ne pas €tre nécessaire pour |’apprentissage intersession. De plus, nous établissons que
’activation de P70 S6K ne serait pas impliquée dans I’exécution ainsi que les capacités
motrices lorsqu’une tiche est déja apprise. L'impact de la voie mTOR sur les compétences
d'apprentissage moteur est important afin de mieux comprendre les bases de la

neurophysiologie et des maladies neurologiques affectant le mouvement.

Mots-clés : Apprentissage moteur, mémoire motrice, mTOR, P70 S6K, Rapamycine,
PF4706871.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 La mémoire

La mémoire est un phénoméne fondamental et essentiel a la survie. En effet, chez
[’humain, les souvenirs fagonnent notre identité, nos souvenirs guident nos pensées et nos
décisions. Sur la base de leur durée, la mémoire peut étre classée en mémoire a court terme
et a long terme. Ces deux types de mémoire peuvent étre distingués sur la base de leurs
mécanismes biologique. En effet, la mémoire a court terme repose sur des réseaux
existants tandis que la mémoire a long terme repose sur des changements structurels et

fonctionnels dans le cerveau (Bisaz, Travaglia et al. 2014).

Mémoire

Figure 1.1 = Représentation des différents types de mémoire.
(Adapté de (Camina et Guell 2017))



La mémoire a long terme peut étre divisée en deux fagons distinctes
d’emmagasiner [’information, soit de fagon consciente (explicite) ou de fagon
inconsciente (implicite). La mémoire implicite est la capacité¢ de se rappeler des

informations de fagon inconsciente (Camina et Guell 2017).
1.1.1 La mémoire explicite

La mémoire explicite comprend deux grands types, soit la mémoire sémantique et
la mémoire épisodique.

La mémoire sémantique est I’un des traits les plus caractéristiques de |’€tre
humain, elle englobe toutes les connaissances que nous avons. Par exemple, c’est la
mémoire sémantique qui nous permet de nous souvenir des noms, des numéros de
téléphone, des faits historiques, les associations entre les concepts, etc. Ce type de
mémoire est celul dont on fait régulierement référence et ol certaines pathologies de la
mémoire peuvent agir (Binder et Desai 2011). La mémoire épisodique, quant a elle, est la
capacité¢ d’apprendre, de stocker et de récupérer des informations lors d’expériences
personnelles qui se produise dans la vie de tous les jours. Ces informations sont souvent

des moments et des lieux d’évenement marquant (Dickerson et Eichenbaum 2010).
1.1.2 La mémoire implicite

La mémoire implicite est la capacité de se rappeler des informations de fagon
inconsciente. Celle-ci peut étre séparée en quatre différents types, soit la mémoire
associative, non associative, d’amorgage ou « priming » et Ja mémoire procédurale.

La mémoire associative est le stockage ainsi que la récupération d’information par
I’association avec d’autres informations. Un trés bon exemple de ce type de mémoire est

le conditionnement opérant, bien étudier par Pavlov en 1927. En effet, le chien de Pavlov



avait associé le bruit de cloche avec la présence de nourriture, et donc le chien salivait au
simple bruit de la cloche (Rehman, Mahabadi et al. 2021). La mémoire non associative,
quant a elle, fait référence a un comportement nouvellement appris par I’exposition
répétée 4 un stimulus isolé. Ce type de mémoire est expliqué, entre autres, par le
fonctionnement de I’habituation et de la sensibilisation (Camina et Guell 2017), par
exemple la régulation par le cycle circadien (Fernandez, Lyons et al. 2003). Pour ce qui
est de la mémoire d’amorgage ou « priming », elle fait référence a ’effet par lequel
I’exposition a un certain stimulus est capable d’influencer la réponse a des stimuli
présentés dans le futur (Camina et Guell 2017). Par exemple, si on demande a une
personne d’associer un mot a la couleur « jaune », elle aura plus de chance de choisir le
mot « banane » plutdt que d’autres mots sur une liste de suggestions.

Finalement, dans cet ouvrage, je me suis intéress€ particuliérement a la mémoire
procédurale chez la souris. Autant chez I’humain que chez I’animal, ce dernier type de
mémoire participe au rappel des compétences motrices ainsi qu’exécutives permettant
I’€laboration d’une séquence de mouvements moteurs. En effet, ces informations sont
récupérées de maniere automatique afin de mettre en ccuvre des séquences motrices
complexes (Camina et Guell 2017). Cet apprentissage se fait de fagon progressive aprés
plusieurs répétitions. De plus, une fois appris, les mouvements ne sont jamais totalement
oubliés et peuvent €tre exécutés rapidement (Lum, Conti-Ramsden et al. 2012). La
mémoire procédurale est celle qui nous permet, par exemple, de faire de la bicyclette et

de nous en souvenir méme apres une longue pause (Mochizuki-Kawai 2008).



1.2 L’initiation et exécution d’un mouvement

Les séquences de mouvements sont hautement coordonnées et organisées de
maniere hiérarchique dans plusieurs structures cérébrales spécialisées. Une multitude
d’investigations, chez I’animal et chez I’humain, a permis de distinguer certaines régions
du cerveau nécessaires a |I’exécution et la mémorisation motrice : I’hippocampe, le cortex,
le cervelet ainsi que les ganglions de la base (Karni, Meyer et al. 1998, Muellbacher,
Ziemann et al. 2002, Seidler, Purushotham et al. 2002, Ungerleider, Doyon et al. 2002).
Ces derniers sont constitués du globus pallidus, du noyau sous-thalamique, de la substance
noire (pars reticulata et pars compacta) et du striatum (noyaux caudés et putamen). Ces
grandes régions ont €té étudiées autant chez ’animal que chez I’humain, la figure 1.2 est
une représentation de celles-ci dans le cerveau humain (figure 1.2).

Hippocampe
Cortex Moteur
Associatl

Cortex

Striatum | .
Sensoriel
Associatif
. Globus i
Ganglions Pallidus :T.«uuaf{f.
de labase —| axerne
Globus
Pallidus
interne Noyau Cervelet
Sous-thalamique
Substance noire

Figure 1.2 Différentes régions du cerveau humain impliquées dans la réalisation
d’un mouvement.
(Adapté de (Colder 2015))



Chaque région du cerveau a un rdle précis et travail en concert avec les autres afin
de donner un mouvement fluide et exact, voici une description résumée de leurs roles.
Tout d’abord, le cortex qui est le chef d’orchestre du mouvement, c’est lui qui regoit
I’information de toutes les régions et qui planifie le mouvement. Plusieurs parties du
cortex est sollicité, le cortex moteur bien siir, mais aussi par exemple si on veut prendre
un verre d’eau pour boire, dés qu’on touche au verre notre cortex somatosensoriel regoit
I’information et la cascade commence avec de pouvoir bien faire le mouvement (Bear
4%¢d., 2015). Par la suite, I’information est envoyée au cervelet qui €value I’« erreur
motrice », soit ce qui est souhaité versus le mouvement effectivement effectuer. En
d’autres mots, il s’assurera que le mouvement est bien fait et sans trop d’accrochages. Les
patients ayant une lésion au niveau du cervelet auront ainsi une perturbation persistante
dans I’exécution des mouvements (Purves, 6¢ éd, 2019). L hippocampe, quant a lui, est
important dans [|’organisation spatiale lors de I’initiation d’un mouvement. Il a été
découvert, chez le rat, que celui-ci est également trés important lors d’un apprentissage et
pour la mémoire procédurale en concert avec le striatum (Gould et al., 2002). Les
ganglions de la base vont ensuite supprimer les mouvements non désirés afin de préparer
I’initiation du mouvement. Toutes ses informations seront renvoyées au cortex qui va
finalement initier le mouvement a 1’aide du tronc cérébral, des motoneurones, ainsi que
les muscles (Purves, 6¢ éd, 2019). [l est possible de retrouver ce type de réseau chez
I’animal & un niveau relativement plus simple.

Lorsqu’un mouvement ou une séquence de mouvements moteurs, aussi appelé
tdiche motrice, est initié chez I’humain, la participation de plusieurs structures sera

nécessaire. Chacune d’entre elles a des roles bien précis. Il est possible de diviser les



circuits nerveux intervenant dans le contréle du mouvement en quatre sous-systemes, ou

chacun d’entre eux apporte une contribution spécifique au mouvement (figure

1.3)(Purves, 6° éd, 2019).

Le premier est le circuit de la substance grise de la moelle épiniere et du
tegmentum du tronc cérébral. Ce circuit repose, entre autres, sur les
motoneurones alpha qui partent du tronc cérébral vers les muscles
squelettiques ainsi que leur contact avec les neurones des circuits locaux.
Tous les mouvements, volontaires ou non, passent par ce circuit.

Le deuxiéme circuit est celui des neurones ayant leur corps cellulaire dans
le tronc cérébral ou le cortex, les neurones moteurs supra segmentaires. Ces
derniers descendent s’articuler avec les neurones des circuits locaux. Les
voies descendantes venant du cortex sont nécessaires au déclenchement des
mouvements volontaires.

Le troisiéme circuit est celui du cervelet. Ce dernier a une fonction
servomécanique, c’est-a-dire qu’il détecte la différence entre le
mouvement souhaité et celul exécuté pour en réduire I"écart. Il permet donc

d’avoir un mouvement exécuté de fagon précise.

Le quatrieme et dernier circuit est celui des ganglions de la base. Ce circuit
supprime les mouvements non désirés et va préparer les neurones moteurs
au déclenchement du mouvement. Les ganglions de la base agissent donc
afin d’avoir un mouvement fluide et une bonne initiation de celui-ci
(Purves, 6° éd, 2019). Il est suggére que le striatum serait d’une importance

capitale dans la réalisation et ’apprentissage d’une tiche motrice, entre



autres grace au circuit cortico-striatal (Brem, Ran et al. 2013, Dayan et

Cohen 2011).

| SYSTEMES [)F,SCEI\TDAN'I'S

Newrones moteurs Suprase '},’Hl(’”l{ll’l‘d\'

Cortex moteur GANGLIONS DE LA BASE
Planification, commande et L= Filtrage des commandes

guidage des mouvements 1 _approprices
volontaires du début du mouvement

Centres du tronc cérébral S
Mouvements de base et CERVELET
de contrdle postural Coordination sensorimotrice
du mouvement en cours

Neurones de circuits locaux Y Groupes de

Intégration des afférences =— motoneurones :
destinées aux motonenrones ‘ Motoneurones a

7 CIRCUITS DE LA ="
MOELLE EPINIERE ET
DU TRONC CEREBRAL | |

Afférences ' MUSCLES
sensorielles SQUELETTIQUES

Figure 1.3 Organisation des structures nerveuses impliquées dans le controle

des mouvements chez I’humain.
(Purves 6¢ éd, 2019)

1.3 L’apprentissage d’une tiche motrice

Depuis plusieurs années, |’apprentissage moteur a été étudié a 1’aide de plusieurs
modeles animaux et permet de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui y sont
reliés. En outre, chez I’humain, les techniques d’imagerie cérébrale ont permis de faire
une corrélation entre I’apprentissage chez I’humain et certaines découvertes fait chez
I’animal. En effet, il semblerait qu’une répétition, en plusieurs séances, d’une méme tache
motrice pourrait mener a I’exécution presque automatique, sans avoir a y réfléchir

longuement, par exemple nouer ses lacets de chaussure. L’apprentissage de nouvelles



tAches motrices de cette sorte serait €galement possible tout au long de notre vie, méme a
I’age adulte (Karni, Meyer et al. 1998).

La mémoire procédurale nécessite le passage a travers diverses phases
d’apprentissage moteur, voir figure 1.4 tirer d’une ¢tude chez I’humain. Tout d’abord, il
y a une phase rapide, lors de la premiere série d’essais, ou il est possible d’observer une
grande amélioration des performances (Doyon 2008). Chez I’animal, nous avons
remarqué que pendant cette phase rapide, les entrées des cortex associatifs dans le striatum
dorso-médial sont renforcées (Yin, Mulcare et al. 2009). 1] est donc possible de dire qu’un
apprentissage est fait a I’intérieur d’une méme séance, ce qu’on appelle Ueffet
intrasession. Par la suite, lorsqu’il y a une pause inactive, |’effet intersession, ou le cerveau
va faire un tri des informations permettant de maintenir et méme d’augmenter la
performance en début d’entrainement lors du prochain entrainement. Finalement, lors des
s€ances suivantes, il y a une phase lente d’apprentissage ou les performances saturent et
s’améliorent beaucoup moins rapidement que lors des premiers essais. Cette phase permet
de stabiliser les performances et d’automatiser la tiche afin de permettre une
mémorisation a long terme (Doyon 2008, Dayan et Cohen 2011). Selon des données
recuelllies chez I’animal, il est probable que des changements physiologiques neuronaux,
appelés la plasticité cérébrale, soient a la base de ces différentes phases, mais ceux-ci
peuvent se produire a différents moments de 1’apprentissage ainsi que dans différentes

structures li€es a la motricité (Wachter, Rohrich et al. 2010, Papale et Hooks 2018).



Premiére session d’entrainement Séances ultérieures d’entrainement
(phase rapide) (phase lente)
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- Stabilisation de la performance
- Automatisation
- Maintien d long terme de I’apprentissage moteur
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- Putamen sensorimoteur
- Cortex préfrontal

Effet intrasession

Réseau cortico-striatal
- Putamen associatif

- Cortex préfrontal

Effet intrasession

Performance motrice

>
Temps

Figure 1.4  Schéma des différentes phases de I’apprentissage moteur.
(Adapté de (Doyon, Orban et al. 2011))

Comme expliqué précédemment, I’effet intersession, entre deux entrainements
moteurs, est trés important pour stabiliser et renforcir I’apprentissage moteur. Selon des
études de neuroimagerie chez I’humain, nous avons découvert que cette phase serait li¢e
a ’hippocampe en interaction avec le striatum (Albouy, King et al. 2013). En effet, le
cerveau a besoin d’un moment de repos afin d’assimiler les diftérentes informations et
améliorer les performances acquises durant une séance. C’est grace a cet apprentissage
intersession que l’acquisition de la tdche motrice est stable et se transférera ainsi une
mémoire a long terme (Krakauer et Shadmehr 2006, Korman, Doyon et al. 2007, Albouy,
King et al. 2013). Certaines études chez I’animal tendent a démontrer que le sommeil aide
a améliorer les performances lors de cette phase. Effectivement, le sommeil entrainerait

de grandes améliorations dans le phénoméne d’apprentissage moteur indépendamment de
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I’apprentissage intrasession (Walker, Brakefield et al. 2003, Robertson, Pascual-Leone et

al. 2004, Papale et Hooks 2018).

1.4 Le striatum et ’apprentissage moteur

Comme expliqué précédemment, le striatum est une région des ganglions de la
base (Camina et Guell 2017). Chez la souris, celui-ci est I’équivalent de la fusion du noyau
caudé¢ et putamen de ’humain (Brem, Ran et al. 2013). 1l est important de savoir que la
plasticité neuronale est le réarrangement du réseau neuronal avec la création de nouvelles
connexions ou la répression de certaines permettant un réseau rapide et efficace (Kolb et
Gibb 2011). Lorsque ce phénoméne se produit dans le striatum, il permet aux circuits des
ganglions de la base d'interagir avec d'autres structures et de contribuer ainsi au traitement
de la mémoire procédurale (Haber, Fudge et al. 2000).

Chez les rongeurs, il fut découvert que le striatum dorsal est divis€é en deux grandes
sections ayant des roles différents. Tout d’abord, nous avons la partie dorso-médiale du
striétum (DMS), aussi appelé striatum « associatif », qui recoit les entrées des aires
associatives du cortex (Makino et al., 2016). Le DMS est particulierement impliqué dans
la phase rapide d’apprentissage, il est possible d’observer une augmentation des synapses
lors de ’apprentissage d’une nouvelle tiche motrice. De plus, lors de cette phase rapide,
il est possible d’observer une grande sensibilité¢ au glutamate par les neurones a €pine
moyenne, neurones principaux du striatum, impliquant une potentialisation lors d’un
apprentissage moteur (Yin et al.,, 2009). D’un autre c6té, la région dorso-latérale du
striatum (DLS), ou striatum « sensorimoteur », regoit les entrées sensorielles et motrices

du cortex. Le DLS est plutét impliqué dans la phase lente d’apprentissage lorsque les
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performances commencent a plafonner. Par contre, la sensibilité glutamatergique des «
medium spiny neurons » dans cette phase est augmentée n’est présente que lors d’un
entrainement prolongé (Makino et al.,2016). Dans cet ouvrage, nous nous intéressons
particulierement au striatum dorso-médial di a son impliqué dans la phase rapide

d’apprentissage moteur.

[l fut établi que la mémoire procédurale est fortement associée au striatum (Squire
et Zola 1998). Effectivement, il est suggéré, par des expériences réalisées autant in vivo
qu’ex vivo, qu’une réorganisation fonctionnelle est réalisée dans le striatum autant lors de
I’apprentissage intrasession qu’intersession. Ces modifications synaptiques durables dues
a un apprentissage se produisent en quelques millisecondes et pourraient durer plusieurs
heures, voire plusieurs jours (Brasted et Wise 2004, Pisani, Centonze et al. 2005). 1l est
aussi démontré qu’il y aurait un lien entre des modifications neuronales et les variations
d’activité du striatum en lien avec I’apprentissage moteur chez la souris (Costa, Cohen et

al. 2004, Yin, Mulcare et al. 2009, Wachter, Rohrich et al. 2010).

[l est intéressant de noter que certaines pathologies chez I’humain nous en
apprennent un peu plus sur I’importance du striatum dans le mouvement moteur. Par
exemple, la maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative qui affecte le
contrdéle des mouvements volontaires dont les symptdmes moteurs sont associ¢s a la
dégénérescence des neurones dopaminergiques entre la substance noire et le striatum. La
maladie de Huntington est une autre maladie neurodégénérative associée a des troubles
du mouvement qui découle d’une forte dégénérescence des neurones du striatum, en
particulier dans le noyau caudé (Harris, Shneyder et al. 2009). Ces deux pathologies

résultent donc d’un déreéglement fonctionnel au niveau des ganglions de la base pour
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lequel le striatum est directement impliqué. Ceci confirme que le striatum est une structure
clef dans I’exécution, I’apprentissage et la mémorisation motrice autant chez I’humain que

chez I’animal.

1.5 L’apprentissage et la mémoire motrice au niveau moléculaire

La plasticité cérébrale est la capacité du systeme nerveux & se moduler en réponse
aux stimulus de son environnement en réorganisant sa structure, ses fonctions ou ses
connexions avec les neurones ou autres cellules du systeme nerveux (Kolb et Gibb 2011,
Mateos-Aparicio et Rodriguez-Moreno 2019). Les neurones vont en effet créer des
synapses les unes avec les autres permettant une connexion électrochimique. Ces réseaux
sont modifiables et de nouvelles connexions se formeront tout au long de notre vie
(Hoefter et Klann 2010). La plasticité cérébrale serait ainsi a la base méme d’un nouvel
apprentissage moteur (Martin, Barad et al. 2000). L’utilisation d’inhibiteurs de la synthese
protéique chez la souris a permis de déterminer que la traduction protéique est un
processus important dans de nombreux aspects de la plasticit¢ (Hernandez et Abel 2008).
Selon Sossin et Lacaille, la traduction pourrait é€galement étre nécessaire aux
modifications a long terme (Sossin et Lacaille 2010). En effet, les formes de mémoire a
long terme nécessitent la synthése de nouveaux d’ARNm et de nouvelles protéines
contrairement a la mémoire a court terme ou les processus ne durent que quelques minutes

(Martin, Barad et al. 2000, Hernandez et Abel 2008).
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L’importance de la traduction fut démontrée en modulant I’activité de certaines
voies de signalisation chez le rongeur, entre autres celle de mTORCI, et cette modulation
peut entrainer certains déficits dans les phénomenes de mémoire (Costa-Mattioli, Sossin
et al. 2009, Sossin et Lacaille 2010). Il fut également démontré que la traduction est
importante dans la plasticité¢ cérébrale et ’apprentissage (Graber, McCamphill et al.
2013). Chez les mammiferes, mTOR semble moduler la traduction d’ARNm par la
régulation de I’état de phosphorylation de ses protéines effectrices comme P70 S6K, 4E
BP, elF4Gl et d’autres (figure 1.5) (Raught, Gingras et al. 2001, Carroll, Dyer et al. 2006).
11 existe également des preuves que mTOCRI est actif au niveau des synapses lors d’un
apprentissage. En effet, lorsqu’il y a déficience d’activateur (souris TSC2+/- et TSC1+/-)
de la voie, les souris ont des troubles de plasticité synaptique durable et donc de mémoire
a long terme. (Costa-Mattioli et al. 2009). Une étude démontre que la synthese protéique
dépendante de mTOR pendant le sommeil est notable lors de la consolidation. En outre,
mTOR favorise la phosphorylation des régulateurs de la synthése protéine, 4E-BP1 et
eEF2, ainsi que la traduction des ARNm liés a la création de nouvelles connexions

synaptiques (Seibt, Dumoulin et al. 2012).

Traduction

Figure 1.5  Traduction par la protéine mTORCI.
Controle I’initiation de la traduction via les protéines effectrices P70 S6K, rpS6, 4E-BP1 et elF4E.
(Adapté de (Switon, Kotulska et al. 2017))
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Il est bien connu que la voie de signalisation mTOR semble étre étroitement liée a
la mémoire (Meikle, Pollizzi et al. 2008, Lin, de Gooijer et al. 2017, MacCallum et
Blundell 2020). Par contre, son importance sur ’apprentissage intersession n’est pas
encore connue a ce jour. Comme expliquer précédemment, la mémoire a long terme serait
fortement influencée par mTORCI1 di a son contréle dans la synthése des protéines. En
effet, plusieurs études chez la souris utilisant la rapamycine affirment que 1’inhibition de
mTOR bloque, en partie, la formation de mémoire a long terme (Glover, Ressler et al.
2010, Gafford, Parsons et al. 2011, Deli, Schipany et al. 2012, Halloran, Hussong et al.
2012, Jobim, Pedroso et al. 2012). La voie de signalisation mTOR est un régulateur
considérable dans la croissance et la régénération des axones dans le systéme nerveux
central (Park, Liu et al. 2008). Plus précis€ment, un groupe de chercheurs a démontré un
lien entre I’inhibition de mTORCI par la rapamycine et la mémoire liée a la peur. En effet,
les souris injectées avec cet inhibiteur pharmacologique avaient un retard dans
I’apprentissage et la mémorisation de la peur contextuelle (MacCallum et Blundell 2020).
En outre, des souris transgéniques spécifiquement « knock-out » pour les interneurones
inhibiteurs (SOM-INs) ont réveélé de nouvelles connaissances sur I’activité de mTORCI
et sa fonction sur I’hippocampe. La perte de mMTORC  dans ce type neuronal altere la peur
contextuelle et la mémoire spatiale a long terme, révélant donc I’importance de mTORC1

dans ce type de processus (Artinian, Jordan et al. 2019).

Par contre, le role de cette voie de signalisation en générale et I’effet de son

inhibition dans I’apprentissage, la consolidation et I’exécution motrice restent peu connus.
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1.6 Voie de signalisation mTOR

La voie de signalisation mTOR est connue comme €tant importante dans la régulation
de la traduction de protéine, et donc pourrait avoir un rdle dans la plasticité cérébrale. En
effet, il fut démontré a mainte reprise que son inhibition, chez la souris, affecte les
processus de mémoire (Bekinschtein et al. 2007, Blundell et al. 2008, Glover et al. 2010,
Gafford et al. 2011, Deli et al. 2012, Halloran et al. 2012, Jobim et al. 2012). Son rdle
dans le contréle de la traduction et la plasticité synaptique de longue durée est notamment
suspecté (Hoeffer et Klann 2010). Par contre, nous ne savons toujours pas quelles

protéines de la voie sont importantes ainsi que les fenétres d’activations de celles-ci.

[.6.1 Protéine mTOR

La protéine mTOR est une sérine-thréonine kinase, de 250 kilos dalton tres
conserveé durant I’évolution. Elle est exprimée de fagcon ubiquitaire dans toutes les cellules,
mais en plus forte concentration dans les neurones du systéme nerveux central (Bockaert
et Marin 2015, Saxton et Sabatini 2017). D’un point de vue moléculaire, cette protéine est
composée de deux grands complexes (mTOR] et mTOR?2). Le premier complexe est
présent dans des phénomeénes comme la prolifération, la croissance cellulaire (axones et
dendrites), la transcription et la synaptogénese (Bergeron, Chagniel et al. 2014).
Contrairement 8 mTORCI, on en sait beaucoup moins sur mTORC2. Principalement,
nous savons que mTORC?2 participe a la survie des cellules par 1’activation d’Akt et de
SGK1. De plus, ce complexe aurait aussi un role dans la régulation des protéasomes, et la
régulation du cytosquelette (Switon, Kotulska et al. 2017). Au niveau moléculaire, il est

associé avec la protéine Rictor et régule également |’organisation du cytosquelette
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d’actine par ’activation de PKCa, paxilline et petites GTPases, Rho et Rac (Laplante et

Sabatini 2012).

Pour ce projet, je me concentrerai sur le premier complexe puisqu’il semble étre
impliqué dans I’apprentissage et la mémoire, comme mentionner précédemment. Ce
complexe est compos€ de plusieurs protéines, dont mLSTS, PRAS40, DEPTOR, voir
figure 1.6 (Hoeffer et Klann 2010). mTORCI, est associ€é a une protéine régulatrice «
Raptor » et interagit avec les substrats 4EBP ainsi que P70 S6K afin d’initier la traduction
de nouvelles protéines (Hay et Sonenberg 2004). L’activité de mTORCI1 semble étre au
centre de la formation et du maintien des synapses. Le maintien a long terme et
’adaptabilité des synapses sont cruciaux pour la fonction ainsi que la survie des neurones
chez la souris (Hou et Klann 2004, Banko, Merhav et al. 2007). De plus, I’activation seule
de mTORCI serait suffisante pour modifier la forme et la fonction des synapses. Son

activation aurait un role notable dans le phénomene de plasticité synaptique dans le

systeme nerveux central (LiCausi et Hartman 2018).

mTORCA1

/1N

P70 S6K 4EBP Autres
(IRS1, etc.)

Figure 1.6  Complexe mTORCI et les substrats qu’il régule.
(Adapté de (Yoon et Choi 2016))
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1.6.2 Régulation de mTORCI

Le domaine catalytique KIN de mTORCI se trouve a I’extrémité¢ C-terminale. Ce
domaine contient les sites de phosphorylation de mTOR soit a la thréonine 2446, la sérine
2448 et la sérine 2481. La sérine 2448 est la région cible de phosphorylation par Akt et
P70 S6K, ceci sera discuté plus en détail dans la section régulation de la voie de
signalisation. Le domaine FRB est, indirectement, un site de régulation positive. [l est
proposé¢ que la protéine FKBP 12 serait le principal répresseur de ’activit¢ mTORC]1 dans
les cellules du systéme nerveux central (Switon, Kotulska et al. 2017).

[1 faut savoir qu’il y a plusieurs activateurs de la voie de signalisation mTORCI,
que ce soit des nutriments, facteurs de croissance, molécules de guidances ou
neurotransmetteurs (Takel et Nawa 2014). Suite a la liaison d’un activateur avec son
récepteur respectif, deux chemins sont possibles, soit la voie PI3K (figure 1.7, gauche) ou
la voie des MAPK (figure 1.7, droite). Pour la voie PI3K, il y a activation de Akt alors
que pour la voie des MAPK il y a activation de Ras et ERK. Par la suite, les deux voies
convergent vers les complexes tuberous sclerosis protéines 1 and 2 (TSC1 et TSC2). Ces
derniers vont se dissocier suite a leur phosphorylation et TSC2, en tant que répresseur,
sera dégradée par ubiquitination (Li, [noki et al. 2002, Nellist, Goedbloed et al. 2002,
Shumway, Li et al. 2003). TSC1 va agir avec d’autres composantes comme la protéine
d’activation GTPase (GAP) afin d’activer Ras homolog enriched in brain (Rheb), qui a la
capacité de se lier directement a mTORCI et de 1’activer par phosphorylation (Long, Lin
et al. 2005, Takei et Nawa 2014). De plus, d’autres régulateurs sont reconnus pour
impacter ’activit¢ de mTORCI, par exemple ’oxygéne, 1’état énergétique, ou encore

d’autres facteurs de croissance régulant I’activité de la GAP du TSCI1/2 (Graber,
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McCamphill et al. 2013). Apres son activation, mTOR va influencer deux voies
importantes dans la synthése de protéine. Plus précisément, apres phosphorylation, il y a
soit une répression de 4EB-P et de elF4E, ou une activation de P70 S6K et S6rp (LiCausi
et Hartman 2018). [l faut noter qu’il y a plusieurs activateurs de mTOR et que les deux
voies détaillées ici sont celles qui sont le mieux connues et qui, selon les expérimentations
du laboratoire, méritent de plus amples recherches pour mieux les comprendre. Pour ce

projet, je me concentrerai particulierement sur P70 S6K, substrat de mTORCI.
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Figure 1.7  Modéle de voie de signalisation mTORCI.
(Adapté de (Bahl, Chiang et al. 2013))



1.6.3 Protéine P70 S6K et sa régulation

P70 S6K est une sérine/thréonine kinase existante sous deux isoformes, S6K1 et
S6K2, tous deux exprimées au cerveau (Graber, McCamphill et al. 2013). L’isoforme
S6K est le substrat le mieux caractérisé dans la littérature. Le role de P70 S6K est crucial
dans la régulation de synthése de protéines et de la croissance cellulaire suite a son
activation par mTOR (Pearce, Alton et al. 2010). 1l est démontré que les souris « knock-
out » pour P70 S6K1 sont plus petites que les souris « wild-type » lors de la naissance
(Pearce, Alton et al. 2010) et présentent des déficits de I’apprentissage spatial et dans la

mémoire contextuelle de la peur, entre autres (Antion, Hou et al. 2008).

La régulation de P70 S6K se réalise sur ces sites catalytiques critiques Thr229,
Thr389, Thrd421, Serd424, mais il y aurait un total d’au moins 7 sites catalytiques voir
figure 1.8 (Pearce, Alton et al. 2010). Une premiére phosphorylation est faite par une
protéine de la famille des MAP kinases, soit ERK, P38 ou CDC2 (Zhang, Gao et al. 2013).
La deuxieme phosphorylation au site Thr389 est faite par mTORCI (Lehman et Gomez-
Cambronero 2002). Suite a I'action de mTORCI, la liaison de PDK1 sur P70 S6K est
maintenant possible afin de phosphoryler la thréonine 229 (Pearce, Alton et al. 2010,
Zhang, Gao et al. 2013). La phosphorylation de mTOR et PDK1 sont primordiale pour
’activation complete de la protéine. Particulierement, une mutation au niveau de la
phosphorylation de mTOR au site de la Thr289 aboli I’activation de P70 S6K (Goodman,
2014). Lorsque P70 S6K est active, elle agit sur la protéine ribosomale S6 (rpS6),
composante de la sous-unité¢ 40S du ribosome, permettant la traduction de nouvelles

protéines (Ma et Blenis 2009). La protéine rpS6 agit également sur les facteurs
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d’activation de I’ARN polymérase eLF4B et eEF2K impliqués dans I’étape d’élongation
de la synthese protéique (Pearce, Alton et al. 2010). Une autre fonction tres intéressante
dans notre contexte est la phosphorylation de mTOR sur la sérine 2448. En effet, P70 S6K
a €té démontré pour phosphoryler mTOR sur des cellules in vitro ayant €té traiter a la
rapamycine (Chiang et Abraham, 2005). Cette fonction n’est par contre toujours pas bien

connue et n’a jamais €té €tudié¢ dans un modele animal.

Bien que la plupart de ces études aient été caractérisées dans des modeles de
cellules humaines en culture, soit des cellules mitotiques, il semble que ces voies de
signalisation, notamment celle de P70 S6K, soient aussi retrouvées dans les cellules

neuronales et chez [’animal.

Synthése de protéine

Figure 1.8  Modéle de signalisation de P70 S6K.
(Adapté de (Martineau, Muller et al. 2014))



21

1.7 Inhibition de la voie de signalisation mTORC1

[l existe certaines fagons d’inhiber des protéines d’intérét dans un modele in vivo. En
effet, les « small interferent ARN » (siARN) sont maintenant utilisés en science afin
d’inhiber un géne ou une protéine dans des contextes autant in vitro qu’in vivo (Dana,
Chalbatani et al. 2017). Les souris knock-out (KO) pour des geénes sont aussi une autre
fagon d’étudier I’importance de certaines protéines dans un contexte in vivo, entre autres
pour les mécanismes de comportement. Il existe plusieurs types d’inhibitions KO par
exemple une inactivation compléte ou encore de tissus spécifiques (Nelson 1997). Par
contre, il peut étre difficile d’utiliser cette inhibition lorsque les prot€ines sont ubiquitaires
et ont des roles considérables dans plusieurs mécanismes cellulaires.C’est le cas de la voie
de signalisation mTOR ou les souris knock-out complet pour la protéine ne sont pas
viables. Pour ce projet, nous avons fait appel a des inhibiteurs pharmacologiques
spécifiques afin d’étudier le role des protéines mTOR et P70 S6K, soit la rapamycine et

PF4708671 respectivement.

1.7.1 La rapamycine

La rapamycine ft initialement découverte comme un métabolite antifongique
produite par la Streptomyces hygroscopicus. Elle a ensuite été utilisée comme
immunosuppresseur et anti-proliférateur dans les cellules de mammiferes. Finalement, il
a été démontré qu’elle posséde de puissants effets inhibiteurs de I’activation de mTOR et

P70 S6K (Li, Kim et al. 2014).
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Les mécanismes moléculaires exacts de ’action de la rapamycine ne sont pas
encore bien connus (Chiang et Abraham 2005). Comme cité précédemment, la sensibilité
de mTOR avec la rapamycine lice a FKBP12 pourrait étre di a la compétition entre cette
liaison de deux protéines et Raptor pour la liaison du domaine FRB. (Hoeffer et Klann
2010, Graber, McCamphill et al. 2013) La laison de rapamycine-FBKP12 bloquerait

directement 1’acces du substrat au site catalytique FRB tel qu’illustré a la figure 1.9.

Il faut savoir que selon la littérature seul mTORC est sensible a la rapamycine.
Par contre, il faut savoir qu’une exposition a long terme pourrait atfecter mTORC?2 dans
certains types de cellules lors de la synthése de nouvelles protéines mTOR (Laplante et

Sabatini 2012).

Membrane cellulaire

Rapamycine ' —
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Figure 1.9  Schéma de la voie de signalisation mTOR et I’impact de I’inhibition de

la rapamycine.
(Adapté de (Muhammad Hassan 2017))



23

1.7.2 Le PF4708671

PF4708671 est le premier inhibiteur spécifique de P70 S6KI rapporté et
caractérisé€ dans la littérature. Cet inhibiteur €tant relativement nouveau, trés peu d’études
sont disponibles sur le mécanisme moléculaire de celui-ci. Ce qui est certain, c’est que
PF4708671 inhibe la phosphorylation de P70 S6K ainsi que les deux substrats mTOR
(Ser®#¥) et Rictor (Thr''3%) dans des modeles de cellule en cultures. Ce qui est intéressant
c’est que PF4708671 n’affecte pas la phosphorylation de 45-BP1, le deuxi¢me isoforme
de P70 (S6K2) ainsi que les protéines en aval de P70 S6K (Pearce, Alton et al. 2010). Cet
inhibiteur permet donc de distinguer sélectivement la voie mTORCI1/P70 S6K1 versus

mTORC1/4E-BP1.



CHAPITRE II

RATIONNELLE ET HYPOTHESES DE RECHERCHES

De récentes €tudes au laboratoire du professeur Michel Cyr ont permis de démontrer
que la voie de signalisation mTOR joue un réle essentiel dans la mémorisation d’une
nouvelle tache motrice complexe. L’inhibition de I’activité de mTOR au cerveau de souris
saine ralentie considérablement les processus d’apprentissage et de mémorisation motrice
sur le rotarod accéléré (Bergeron, Chagniel et al. 2014). Il est également connu que la voie
de signalisation est importante au processus intersession, soit la consolidation (Costa-
Mattioli, Sossin et al. 2009). Par contre, ’étape précise du processus d’apprentissage
moteur, soit Intra ou intersession, ainsi que les partenaires moléculaires de mTOR
impliquée demeurent toujours inconnue. L’objectif principal de ce projet est d’étudier
I’impact de la voie de signalisation mTOR dans les différents processus d’apprentissage
moteur chez la souris, via les protéines mTOR et P70 S6K, en utilisant deux inhibiteurs
pharmacologiques spécifiques, soit la rapamycine et le PF4708671. Ce grand objectif fut
divis¢ en différent sous objectif qui nous permettra d’en connaitre un peu plus sur les

protéines mTOR et P70 S6K autant au niveau moléculaire que comportementale.

2.1 Est-ce que I’administration de la rapamycine et de PF4708671
affecte la voie de signalisation mTOR dans le striatum de cerveau
de souris?

[l faut souligner que la protéine mTOR phosphorylée sur la sérine 2448 est un
biomarqueur trés utilisé pour démontrer 1’état d’activation de la voie de signalisation ainsi

que de I’¢état d’activation de mTOR elle-méme (Chiang et Abraham 2005). Notamment,
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la rapamycine est reconnue pour affecter I’activité de mTOR di a sa compétition avec
Raptor au niveau du domaine KIN (Hoeffer et Klann 2010). Une fois activée, mTOR est
reconnue pour phosphoryler certains substrats dont la thréonine 389 de la protéine P70
S6K ainsi que les sérines 235 et 236 ou sérines 240 et 244 de la protéine Sérp
(Bekinschtein, Katche et al. 2007, Al-Ali, Ding etal. 2017). Le PF4708671 est connu pour
affecter la phosphorylation de P70 S6K sur sa thr-389. Il faut se souvenir que des études
in vitro nous permettent de conclure qu’une fois active, P70 S6K peut a son tour
phosphoryler la protéine mTOR sur la ser-2448, cette fonction pourrait étre une hypothése
de I’importance de P70 S6K dans notre contexte (Hoeffer et Klann 2010). De plus, la
rapamycine est bien caractérisée comme inhibiteur de mTOR. Pour ce projet, il n’a pas
été obligatoire de faire des doses-réponses puisque son utilisation dans le modéle murin
est effectivement bien rapportée dans la littérature (Glover, Ressler et al. 2010, Halloran,
Hussong et al. 2012, Li, Kim et al. 2014). Il est démontré qu’a une dose de 40mg/kg, la
mémoire est efficacement affectée, mais pas le mouvement locomoteur (Blundell, Kouser
et al. 2008, MacCallum et Blundell 2020). De plus, cette dose de 40mg/kg a déja été
utilisée par notre laboratoire en 2014 (Bergeron, Chagniel et al. 2014). Pour le PF4708671,
il est possible de trouver certaines études utilisant cet inhibiteur de P70 S6K chez les souris
avec injection i.p., mais ses parametres pharmacocinétiques demeurent moins bien connu
(Kam, Kang et al. 2020, MacCallum et Blundell 2020). Par contre, une courbe dose-
réponse a déja été rapportée dans la littérature montrant que la dose de 50 mg/kg est
suffisante pour entrainer une inhibition significative en comparaison aux souris controles
(Huynh, Santini et al. 2014). Ceci nous permet de déterminer que la dose de 50 mg/kg par

injection intrapéritonéale semble se situer a I’intérieur de la fenétre thérapeutique, soit une



26

dose suffisamment élevée pour entrainer une inhibition de P70 S6K dans le cerveau des

souris sans impacter leur motricité ou induire des effets secondaires observables.

Afin de déterminer I’impact de la rapamycine et du PF4708671 sur I’inhibition de
la signalisation de la voie mTOR, je propose d’évaluer la quantité de protéines totales et
phosphorylées de mTOR et de ses cibles moléculaires P70 S6K et Sérp au cerveau de
souris traitée 1 heure avant le sacrifice. Je ferai des analyses par Western Blot avec des
échantillons contenant le striatum puisque, comme expliqué dans la section introduction,
il est suggéré qu’il ait une importance capitale dans la réalisation, I’apprentissage et la

mémorisation motrice (Ungerleider, Doyon et al. 2002).

2.2 Est-ce que les inhibiteurs de la voie de signalisation mTOR ont un
impact sur P’exécution, la coordination et la capacité motrice des
souris?

Dans ce deuxieme objectif, nous voulons voir les effets de la rapamycine et du
PF4708671 sur les capacités motrices des souris. En effet, afin que le seul paramétre
d’amélioration ou non des habilités motrices du rotarod soit évaluer lors de I’apprentissage
moteur, nous devons nous assurer que les deux inhibiteurs n’ont aucun effet sur les
capacités motrices telles la coordination et la force motrice. Les souris seront ainsi
soumises a différents tests moteurs , il est donc important s’assurer que I’a capacité
motrice ne soit pas un parametre interférant. Dans cette optique, les prises de mesures des
tests seront faites une fois que les tdches motrices seront pleinement acquises par les
souris. Les tests effectués seront le rotarod accéléré, le « beam test » et le « wire suspension
» et les mesures seront prises | heure apres Iinjection de la rapamycine et du PF4708671.

Le rotarod accéléré sera utilisé afin d’évaluer I’exécution motrice et la coordination. Le
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rotarod est une tdche motrice tres complexe et il sera évident de percevoir des effets des
inhibiteurs de la voie mTOR sur la performance des souris sur ce test. Ce test est aussi tres
utilisé dans le domaine moteur et facile a quantifier, ¢’est pourquoi nous pensons que c’est
le test de choix dans ce projet (Buitrago, Schulz et al. 2004). Le « beam test », quant a lui,
permet de mesurer la coordination motrice ainsi que I’équilibre. Finalement, le « wire
suspension » est un test qui permet de mesurer la force musculaire, la capacité motrice
ainsi que la coordination des souris (Chagniel, Robitaille et al. 2012). Le temps €écoulé
pour effectuer les tiches motrices sera comparé entre les différents groupes traités par les
inhibiteurs pharmacologiques ou le véhicule.

2.3 Est-ce que linhibition de la voie de signalisation mTOR impacte
Peffet intersession d’un nouvel apprentissage moteur chez la
souris?

Selon la littérature, 1l est suggéré que les pauses inactives entre deux sé€ances
d’entrainements moteurs, effet intersession, sont trés importantes pour les processus
d’apprentissage moteur. En effet, ce serait durant cette période que les phénoménes de
plasticité cérébrale dans le striatum seraient enclenchés permettant une mémoire motrice
a long terme (Ungerleider, Doyon et al., 2002). Cette phase de consolidation permet de
conserver et méme d’augmenter les performances acquises entre deux entrainements, soit
un effet intersession (Doyon, 2008). Ce troisieme objectif consiste a vérifier I’effet
intersession, donc entre deux sessions d’apprentissage moteur. Pour ce faire, j’utiliserai
les deux inhibiteurs pharmacologiques de la voie de signalisation mTOR, rapamycine et
PF4708671, injectés par voie intrapéritonéale aux souris directement apres les s€ances de
rotarod accéléré. Nous pourrons ainsi comparer les effets des traitements en début de

séance le jour suivant. Puisqu’il a été démontré par plusieurs méthodes que la voie de
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signalisation mTOR est impliquée dans le phénomene de mémorisation (Meikle, Pollizzi
et al. 2008, Lin, de Gooijer et al. 2017, MacCallum et Blundell 2020). Par contre,
’importance de la voie sur I’effet intersession lors des premiers jours d’apprentissage
moteur n’est pas encore connue a ce jour. [l sera donc trés intéressant de voir la nécessité

de mTORCI ainsi que P70 S6K dans cette phase d’apprentissage.

2.4 Est-ce que Pinhibition de la voie de signalisation mTOR impacte
I’effet intrasession d’un nouvel apprentissage moteur chez la
souris?

Ce dernier objectif permet d’approfondir les connaissances sur I’impact de la voie
de signalisation mTOR durant la période active d’entrainement, eftet intrasession. En
effet, il a €t¢ démontrer que la protéine mTOR serait nécessaire a I’ intérieur d’une méme
séance d’entrainement (Bergeron et al.,, 2014). Par contre, I’étude de ses partenaires
moléculaires, soit P70 S6K, n’a toujours pas été faite dans un contexte d’apprentissage
moteur. De plus, la fenétre d’activation de ses protéines suite au début d’un entrainement
n’est toujours pas connue. Dans cet objectif, j’injecterai les inhibiteurs pharmacologiques
par voie 1.p. chez les souris avant leur apprentissage moteur sur le rotarod accéléré durant
3 jours consécutifs. Egalement,j’ai trouvé pertinent d’ajouter une constante de temps afin
d’en savoir plus sur la fenétre d’activation des protéines, les souris seront ainsi injectées
soit 1 heure ou 15 minutes avant le début de la séance. Nous comparerons, par la suite, les
différents comportements entre les groupes selon le traitement et le temps écoulé entre les
injections et I’entrainement moteur. Ces informations pourront ainsi nous en dire plus sur
I’activité des différentes protéines de la voie de signalisation, mTOR et P70 S6K, lors de

I’apprentissage d’une tdche motrice complexe chez la souris.



CHAPITRE III

METHODOLOGIE

3.1 Animaux

Des souris males C57BL/6j agées de 10 a 12 semaines (Charles River
Laboratories, QC, CAN) étaient hébergées individuellement dans des cages avec de la
nourriture et de l'eau disponibles en tout temps. Toutes les souris ont eu le méme
environnement et ont été soumises a la méme batterie de manipulation au méme moment
chaque jour d’expérimentation. Les souris avaient un cycle de 14 h lumiere / 10 h
d'obscurité a 22°C. Toutes les expériences étaient approuvées et réalisées selon les
recommandations du Comité institutionnel de protection et d'utilisation des animaux de
I'Université du Québec a Trois-Rivieres conformément au Conseil canadien de protection

des animaux.

3.2 Analyse biochimique

3.2.1 Echantillons

Les souris étaient injectées aux traitements respectifs 1 heure avant I’anesthésie par
inhalation a I’isoflurane 5 % jusqu’a I’absence de réflexe. Il y avait ensuite extraction des
cerveaux de la boite cranienne pour en disséquer rapidement les striatums et les placer
dans un tube sur la glace seche, puis conservés a -80°C jusqu’a leur utilisation.

L’utilisation du tampon de lyse RIPA permettait d’extraire les protéines par broyage dans
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un meélange avec des inhibiteurs de protéases (complete™, Sigma-Aldrich) et de

phosphatases (PhosSTOP™, Sigma-Aldrich) puis dosé par la méthode de Bradford.

3.2.2 Western blot

La technique SDS-PAGE (électrophorese sur gel de dodécylsulfate de sodium —
polyacrylamide) avec un gel a 10 % avait été utilis€ afin de séparer les protéines d’intéréts,
soit mTOR (279 kDa), P70 S6K (70 kDa), GAPDH (36 kDa) ainsi que Sérp (32 kDa).
Pour chaque groupe d’échantillon en triplicata (n = 6), une quantité de 40 ug de protéines
était chargée aprés une dénaturation de 5 minutes a 95 °C. A la fin de la migration, les
protéines furent transférées sur une membrane de nitrocellulose. Le blocage avec une
solution de TBS-tween et de 5 % sérum d’albumine bovine (BSA) durant | heure a
température de la piéce permettait d’empécher des liaisons non spécifiques lors de
’incubation avec les anticorps. Chaque anticorps primaire était incubé pendant toute la
nuit a 4 °C avant de débuter les étapes de la révélation, le tableau | présente les différents
anticorps primaires ainsi que les dilutions utilisées dans du TBS-tween + 1 % BSA. Les
¢tapes subséquentes €taient constituées d’une incubation d’une heure a température picce
avec les anticorps secondaires correspondants, soit anti-souris ou anti-lapin « anti-mouse
et anti-rabbit IgG HRP-linked » (Cell signaling, #7076 et #7074, 1:5000) dans TBS-tween
+ 1 % BSA, suivi par une série de lavages dans du TBS-tween et la réaction de
chimioluminescence (SuperSignal West Femto et substrat Pico, ThermoFisher). Les
bandes étaient révélées et quantifiées a I’aide du logiciel Vision Works Images
Acquisition et Analysis Softaware (UVP Bioimaging, Upland, CA, E.-U.).L’analyse
densitométrique fut exprimée en densité optique relative avec une exposition séquentielle

d’un total de 4 min 25 sec. Afin de déterminer que les bandes choisies €taient celles reli€es
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a nos protéines d’intéréts, un marqueur poids moléculaire coloré (Cell Signaling #12949)
fut utilisé ainsi que le poids moléculaire rapporté dans la littérature pour chacune les quatre

protéines analysées.

3.2.3 Stripage de membrane

Suite a une premiere révélation, notamment celle avec des anticorps détectant des
protéines phosphorylées, un stripage de la méme membrane était réalisé afin de permettre
une deuxiéme hybridation avec une seconde série d’anticorps, soit les anticorps détectant
a la fois les protéines phosphorylées et non phosphorylées (totales). A 1’aide d’une
solution de glycine acide avec un pH de 2,2 toujours a température pi¢ce les membranes
furent stripper. Les membranes étaient mises en contact avec la solution de glycine acide
deux fois 10 minutes suivit de 3 lavages de 5 minutes au TBS-Tween. Suite a un deuxieme
blocage de 1 heure, toujours au TBS-tween + 5 % BSA, les anticorps détectant les
protéines totales furent incubés toute la nuit a 4 °C et révélé comme précédemment.

Tableau 3.1 Liste des anticorps primaires utilisés pour la technique de Western
Blot

Anticorps primaire Fournisseur et # catalogue ~ Phosphorylation ciblée Dilution

Rabbit mAb Cell signaling, #5536 Serine 2448 1750

phospho-mTOR

Rabbit mTOR Cell signaling, #2972 - 1:1000

Mouse mAb Cell signaling, #9206 Thréonine 389 I -1000

phospho-P70 S6K

Rabbit P70 S6K Cell signaling, #9202 - 1:1000

Rabbit mAb Cell Slgnallng, #4858 Sérine 235-236 1:1000

phospho-S6rp

Rabbit mAb Cell signaling, #5364 Sérine 240-244 | 1000

phospho-S6rp

Mouse mAb S6rp Cell signaling, #2317 - [ :1000
Cell signaling, #8884 - 1 :1000

Rabbit GAPDH (HRP conjugate)
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3.3 Traitements pharmacologiques

Tel que décrit précédemment dans I’article Bergeron et al (Bergeron, Chagniel et
al., 2014), la rapamycine (LC laboratories, Woburn, MA, USA) était dissoute dans 1 %
DMSO, 5 % Tween-80 et Phosphate-buffered saline (PBS) 1X et injectée par voie
intrapéritonéale (i.p.) a une dose de 40 mg/kg. Le PF4708671 (Tocris, ON, Canada) fut
dissous 1 % DMSO, 10 % Tween-80 et PBS 1X et injecté par voie i.p. a une dose de 50
mg/kg tel que décrit dans I’article de Korey K. (Kam, Kang et al. 2020). Les contréles ont
été injectés par voie i.p. avec le véhicule | % dimethylsulfoxide (DMSO), 10 % Tween-

80 et PBS 1X.

3.4 Tests moteurs

3.4.1 Rotarod accélere

Le rotarod accéléré (AccuScan Instruments, U.S.A.) permettait évaluer
l'apprentissage moteur comme décrit précédemment et fut utilisé a mainte reprise au
laboratoire (Bergeron, Chagniel et al. 2014). Composé d'un cylindre suspendu, le rotarod
accélérait a une vitesse constante de 4 a 40 tours/min en 300 secondes. La souris avait 10
essals durant trois ou quatre jours consécutifs (voir fig. 3.1) et le temps fut enregistré pour
chaque essai. Un essai se terminait lorsque les souris tombaient ou lorsqu’elles
atteignaient 300 secondes. Un temps d’acclimatation de 60 secondes €était accordé en
début de chaque journée et un temps de repos de 60 secondes entre chaque essai. Dans ce

test moteur, les animaux vont modifier leur patron de marche afin d’améliorer leur
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performance a chaque essai indépendamment de la capacité motrice ou encore de la forme

physique (Buitrago, Schulz et al. 2004).

Figure 3.1  Rotarod.

3.4.2 « Wire suspension test »

Ce test consistait a suspendre la souris par les pattes au milieu d'un cable (longueur
80 cm, hauteur 25 cm) fixé entre deux plates-formes. Le « wire suspension », un test de
coordination et de force motrice bien connue au laboratoire, ou le temps nécessaire pour
atteindre l'une des plates-formes avait €té enregistré. Le temps maximal autorisé pour

terminer chaque test était fixé a 60 secondes (Chagniel, Robitaille et al. 2012).

Figure 3.2  « Wire suspension test ».
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3.4.3 « Beam test »

Ce test consistait en une poutre de 1 metre avec une surface plane de 6 mm de
large. La poutre devait €tre maintenue sur deux supports situés a 50 cm du sol. Le « beam
test » était un test de coordination motrice déja maitrisé par le laboratoire. Le temps que
les souris mettaient pour traverser la poutre avait €t¢ mesuré pour un temps maximal de

60 secondes (Luong, Carlisle et al. 2011).

Figure 3.3  « Beam test ».

3.5 Description des groupes expérimentaux

Nos travaux €taient s€parés en quatre cohortes de souris distinctes. Chaque cohorte
comprenait un groupe A trait€ au véhicule, un groupe B traité a la rapamycine et un groupe
C traité au PF4708671. Tous les groupes contenaient 6 souris qui ont €t€¢ soumises aux
mémes conditions expérimentales.

La figure 3.5A représente le modele expérimental utilisé afin d’évaluer I’effet de la
rapamycine et du PF4708671 sur I’exécution et la capacité motrice avec notre premiére
cohorte. Pour ce faire, les souris ont d’abord appris le rotarod accéléré pour ensuite étre

injectées a leur traitement 1 heure avant le début du jour 4. Afin de s’assurer I’élimination
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des drogues, la méme cohorte a ensuite été soumise a un préentrainement du « beam test
» et du « wire suspension » au jour suivant, soit le jour 5, sans aucun traitement. Elles ont
finalement été injectées au jour 6, 1 heure avant les tests. Nous comparions |’effet pré-
injection avec celle post-injection. Le sacrifice était fait a la fin du jour 6.

Pour I’'objectif 2, I’effet des traitements sur la phase de consolidation soit I’effet
intersession (Fig. 3.5B), nous avons utilisé les souris d’une deuxieme cohorte. Celles-ci
¢taient injectées par voie i.p. avec les différents traitements directement apres la séance
d’entrainement au jour | et 2, pour ensuite vérifier I’effet au jour suivant soit le 2 et le 3.

Pour le dernier objectif, nous voulions savoir I'effet de la rapamycine et du
PF4708671 a I’intérieur d’'une méme s€ance d’entrainement, soit I’effet intrasession (Fig.
3.5C). Les souris avaient €t€ séparées en deux groupes, la troisi¢me cohorte était injectée

15 minutes et la quatrieme | heure avant le rotarod accéléré chaque jour.

B

Cohorta 1 groupe A, Bet C

Série 1 Série 2 Série d | Série 4

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4
C Cohorte 3 groupe A, B, C
Cohorte 2 groupe A, B, C Cohorte 4 groupe A, B, C
Série 1 || Série 2 |- Série 3 | Série 1 —| Série 2 | Série 3
Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 1 Jour 2 Jour 3

E] ‘ Entrainement = Wire suspension » I
Injection IP | Rotarod et «beam test» Sacrifices

Figure 3.4  Mod¢éle expérimental.

Tous les animaux ont eu le méme environnement et étaient soumis aux mémes tests. (A) Effet de la
rapamycine et du PF4708671 sur I’exécution et la capacité motrice chez les souris de la cohorte |. (B) Effet
des inhibiteurs sur la phase de consolidation, effet intersession. La cohorte 2 €tait soumise aux injections
1.p. apres le dernier essai de rotarod aux jours | et 2. (C) Effet des inhibiteurs sur une méme séance de
rotarod, effet intrasession. Les souris de la cohorte 3 étaient injectées 15 minutes avant ’entrainement puis
la cohorte 4 injectée | heure avant le Rotarod aux jours 1-2-3.
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3.6 L'analyse des données

Les données étaient analysées en utilisant le logiciel Graph Pad Prism (version 5.0,
Graph Pad Software, San Diego, CA, USA) pour effectuer un one-way ANOVA suivie
des tests post hoc Newman-Keuls ou un two-way ANOVA suivie du test post hoc de
Bonferroni. Les données étaient rapportées sous forme de moyenne + SEM. et la

signification statistique, fixée a P <0,05.



CHAPITRE 1V

RESULTATS

4.1 Effet de ’administration de la rapamycine et du PF4708671 sur la
quantité des protéines impliquées dans la voie de signalisation
mTOR dans le striatum de souris

Premiérement, nous voulons vérifier I’effet de la rapamycine et du PF4708671 sur
les quantités de protéines impliquées dans la voie de signalisation mTOR. Pour ce faire,
nous utilisons le Western Blot a I’aide d’échantillons de striatum recueillis chez les souris
qui ont regu le traitement respectif une heure avant le sacrifice. Afin de mesurer la quantité
totale de proté€ine, nous utilisons un anticorps qui reconnait toutes les formes de la
protéine, autant active que non active. Afin de déterminer indirectement le niveau
d’inhibition de la rapamycine et du PF4708671, nous comparons les quantités de protéines
phosphorylées chez les souris traitées avec les souris controles. Les sites de
phosphorylation utilisés pour I’é¢tude les protéines de la voie mTOR, sont associ€s & une
conformation active. L’enzyme GAPDH est utilisé comme contrdle négatif. Puisque cette
protéine est stable et ubiquitinaire dans les cellules, elle nous permet de s assurer que nous
chargeons la méme quantité de protéine dans chaque puits lors des expérimentations
Western Blot (Barber et al., 2005). Les statistiques sont calculées a I’aide d’une moyenne
a partir de triplicata de 6 souris par groupe, puis rapporter en pourcentage. Nous avons
ensuite réalisé un ANOVA de type « one-way », suivie du test post hoc Newman-Keuls

(*p < 0,05, **p<0,01, ***p <0,001).
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Tout d’abord, pour la protéine mTOR (fig 4.1A), nos résultats démontrent qu’il n’y
a aucune différence entre les groupes traités avec la rapamycine, le PF4708671 ou encore
le véhicule, lorsqu’un anticorps reconnaissant toutes les formes de mTOR (mTOR total)
est utilisé. Par contre, lorsque nous mesurons sélectivement la quantité¢ de la protéine
mTOR phosphorylée sur la sérine 2448, un site couramment utilisé pour reconnaitre la
forme active de mTOR, il est possible d’observer une diminution de 50 % apres I’injection
de la rapamycine en comparaison avec l’injection du véhicule (p = 0,0239). Pour le
traitement au PF4708671, il en est autrement, car aucune différence n’est observée sur les
niveaux de mTOR phosphorylée a la sérine 2448 (p = 0,2552). Au niveau de la protéine
P70 S6K (fig 4.1B), I’analyse de la quantité¢ de protéines totales ne démontre aucune
différence statistiquement significative entre les groupes traités avec le vehicule, la
rapamycine ou le PF4708671. En revanche, la quantité¢ de P70 S6K phosphorylée sur le
site catalytique de mTOR, la thréonine 389, diminue de 40% apres le traitement a la

rapamycine (p = 0,0282) et de 32% pour le PF4708671 (p = 0,0355).

Finalement, nous trouvons pertinent d’aller voir la quantité de protéine active, soit
phosphorylée, pour un substrat commun de mTOR et P70 S6K, afin de voir I’étendu de
I’inhibition de mTOR et de P70 S6K plus loin dans la voie de signalisation. Pour ce faire,
nous utilisons la protéine Sé6rp (fig. 4.1C). Le premier graphique a gauche montre qu’il
n’y a pas de différence entre les traitements pour la protéine totale. Toutefois, |’ inhibition
a la rapamycine diminue de 91 % les niveaux de Sé6rp phosphorylée sur les
sérines 235/236 (p < 0,0001) et de 69 % pour S6rp phosphorylée sur les sérines 244/246

(p <0,0001). Pour ce qui est de PF4708671, son inhibition diminue la quantité de protéine
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phosphorylée de 40 % sur les sérines 235/236 (p = 0,0287) et de 41 % sur les

sérines 244/246 (p = 0,0061).

Est-ce que ces inhibitions rapportées au niveau biochimique seront suffisamment

élevées pour traduire des effets sur la mémorisation et I’apprentissage d’une nouvelle

tache motrice complexe est une excellente question. Les €léments de réponses se trouvent

dans mes résultats subséquents.
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Figure 4.1  Effets des traitements a la rapamycine et du PF4708671 sur la quantité

des protéines de la voie mTOR dans le striatum.
Les quantités des protéines totales et phosphorylées (A) de mTOR, (B) de P70 S6K, et (C) de Sérp sont
¢valuées par Western blot dans le striatum de souris aprés 1 heure aprés ['injection par voie 1.p. avec le
véhicule (1% DMSO, 10% Tween-80, PBS 1X), la rapamycine (40 mg/kg) ou le PF4708671 (50 mg/kg).
Les données, exprimées par rapport a la quantit¢ de GAPDH, représentent la moyenne de la densité optique
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relative en triplicata de mTOR, P70 S6K et S6rp (exprimées en pourcentage des valeurs de controle)
S.E.M., n = 6 souris/groupe. *p < 0,05, **p<0,01, ***p < 0,001 vs groupe véhicule respectif.

4.2 Impact de Pinhibition de la voie de signalisation mTOR sur
I’exécution, la coordination et 1a capacité motrice des souris

Pour ce deuxiéme objectif, nous voulons évaluer les effets de la rapamycine et du
PF4708671 sur I’exécution, la coordination et la capacité motrices chez la souris
lorsqu’une tache est déja apprise. Pour ce faire, nous avons préentrainé des souris a
certains tests moteurs afin qu’elles puissent exécuter les tiches pleinement de facon
automatique et avec aise. Une fois que les tests sont acquis par les souris, nous leur
injectons I’un ou ’autre des deux composés pharmacologiques ou le véhicule. Donc, dans
cet objectif, seules les capacités motrices, dont la coordination et la force motrice sont en
cause et aucunement I’apprentissage. Tel que décrit dans la méthodologie, nous utilisons

le rotarod accéléré, le « beam test » et le « wire suspension test », figure 4.2.

Tout d’abord, la figure 4.2A présente les résultats obtenus pour le rotarod accéléré,
soit le temps pass€ sur le cylindre en fonction des dix différents essais. La courbe
d’apprentissage moteur des jours | a 3 est en accord avec les différentes phases d’un
apprentissage moteur qui sont rapportées dans la littérature (Bureau, Carrier et al. 2010,
Chagniel, Bergeron et al. 2014). En outre, nous pouvons observer sur le rotarod I’atteinte
d’un plateau a 300 secondes au jour 3, ce qui nous indique que la tiche est pleinement
apprise. Nous voulons apporter votre attention sur la comparaison des performances entre
le jour 3 et le jour 4 (fig. 4.2B), qui est fait ’aide des deux premiers essais et des deux
derniers essais. En effet, ces résultats illustrent qu’il n’y a aucune différence significative
entre les souris traitées par I’un ou I’autre des deux inhibiteurs et les contrdles au jour 4

(p = 0,5499). De plus, il n’y a aucune différence entre les performances du jour 3 et du
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jour 4, méme apreés traitement, les souris font toutes pres de 300 secondes a chaque essai.
L'analyse statistique sont réalisées a l'aide d'une ANOVA a mesures répétées dans les deux

sens, suivie du test post hoc de Bonferroni.

Par la suite, pour le « beam test » (fig 4.2C), ou la coordination est grandement
affectée par la fine largeur du « beam », il est possible de remarquer que les souris
contréles prennent en moyenne 4 secondes pour traverser d’une plateforme a I’autre. Les
souris injectées a la rapamycine, quant a elle, prennent en moyenne 5 secondes et un peu
plus de 4 secondes pour celles injectées au PF4708671, cette différence est acceptable et
est I’erreur relative au test (Carter et al., 2001). Il n’y a donc aucune différence
significative entre les souris traitées avec les inhibiteurs et les controles pour la tache du
« beam test » (p = 0,1491). Les deux trainements ne semblent donc pas affecter la
coordination des souris pour ce test. Les analyses statistiques sont réalisées a I'aide d'un «

one-way » ANOVA, suivie du test post hoc Newman-Keuls.

Finalement, le « wire suspension test » (fig. 4.2D), ou la coordination et la force
motrice est en cause, nos analyses illustrent aucune différence observable entre les
différents groupes de traitements (p = 0,8286). Effectivement, les souris prennent toutes
en moyenne 8 secondes pour traverser d’un c6t€ a I’autre du fil suspendu qu’elles soient
traitées au vehicule, a la rapamycine ou au PF4708671. Les analyses statistiques sont
également réalisées a l'aide d'un « one-way » ANOVA, suivie du test post hoc Newman-

Keuls.

A la lumiére de ses résultats, il est possible de conclure que les deux inhibiteurs
pharmacologiques ne semblent pas affecter pas la motricité et la force des souris sur des

taches motrices déja apprises.
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Figure4.2  Effet des inhibiteurs de mTOR et de P70, par la rapamycine et le
PK4708671 respectivement, sur des tests de la capacité motrice.

(A) Le test du rotarod accéléré est réalisé par des souris sans traitement aux jours 1, 2 et 3, qui ont été traitées
par voie i.p. avec le vehicule (1% DMSO, 10% Tween-80, PBS 1X), la rapamycine (40 mg/kg) ou le
PF4708671 (50 mg/kg) avant de poursuivre le test au jour 4. Les valeurs représentent la moyenne de temps
sur le rotarod en secondes, + S.E.M., n = 6 souris/groupe. (B) Moyennes des deux premiers et des deux
derniers essais aux jours 3 et 4 d’entrainement sur le rotarod. Les valeurs représentent la période de temps
moyen sur le rotarod, en seconde, + S.E.M., n = 6 souris/groupe. La coordination ¢t la force motrice sont
évaluées avec le (C) « beam test » et le (D) « wire suspension test ». Les données représentent la période de
temps moyen, en secondes, nécessaire afin d’accomplir la tiche par les souris traitées au vehicule, a la
rapamycine et au PF4708671 + S.E.M., n = 6 souris/groupe.

4.3 Impact de I’inhibition de la voie de signalisation mTOR sur ’effet
intersession d’un nouvel apprentissage moteur chez la souris

Ce troisieme objectif vise a déterminer I’importance de mTOR et de P70 S6K entre
deux entrainements d’apprentissage moteur, soit I’effet intersession. Pour ce faire, nous

utilisons I’apprentissage du rotarod accéléré comme tache motrice complexe, et les souris
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sont injectées a la rapamycine, au PF4708671 ou au véhicule directement a la fin d’un
entrainement. Par la suite, nous vérifions la différence entre la fin d’une journée et le début

de I’entrainement ultérieur, tel que décrit dans la méthodologie (fig. 3.5B).

Selon les résultats du rotarod accéléré détaillé a la figure 4.3A, les souris de tous les
groupes démontrent des courbes d’apprentissage moteur normales et semblables a ce qui
est reporté dans la littérature (Buitrago, Schulz et al. 2004). Je porte votre attention sur la
comparaison les moyennes des deux derniers essais d’une journée versus les deux
premiers essais du jour suivant (fig. 4.3B). A ce niveau, aucune différence 4 la baisse n’est
visible entre le jour 1 et le jour 2 (rapamycine p =0,9919 et PF4708671 p = 0,6924). En
fait, les souris sont meilleures le jour suivant une séance d’entrainement. Pour ce qui est
de la différence entre le jour 2 et le jour 3, il est possible de remarquer que les souris
maintiennent leur niveau de performance et donc aucune différence n’est significative
(rapamycine p = 0,6662 et PF4708671 p = 0,4651). Toutes les analyses sont réalisées a
l'aide d'une ANOVA a mesures répétées dans les deux sens, suivie du test post hoc de

Bonferroni.

Selon nos résultats, il ne semble ainsi pas y avoir d’effet pour les traitements lorsque
’injection est faite aprés I"apprentissage d’une nouvelle tiche motrice, soit sur I’effet

intersession.
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Figure 4.3  Effet de la rapamycine et du PF4708671 sur [’apprentissage

intersession.

(A) Temps passé sur le rotarod accéléré par les souris injectées par voie i.p. avec le véhicule (1% DMSO,
[0% Tween-80, PBS 1X), la rapamycine (40 mg/kg) ou le PF4708671 (50 mg/kg) directement apres les
jours | et 2. (B) Comparaison des deux derniers essais d’un jour avec les deux premiers essais du jour
suivant. Les valeurs représentent la période de temps moyen sur le rotarod, en seconde, + S EM.,n =6
souris/groupe.

4.4 Impact de I’inhibition de la voie de signalisation mTOR sur I’effet
intrasession d’un nouvel apprentissage moteur chez la souris

Finalement, ce dernier objectif vise a démontrer I’effet de I’inhibition de la voie de
signalisation mTOR sur un apprentissage moteur intrasession. Pour ce faire, nous utilisons
larapamycine et le PF4708671, mais ici injectée avant I’apprentissage du rotarod accélére,
tel que décrit dans la méthodologie (fig. 3.5C). Les souris regoivent un traitement i.p. soit
[ heure ou 15 minutes avant les s€éances d’entrainement. [l est ainsi possible de comparer
[’apprentissage moteur intrasession entre les différents groupes a chacun des jours

d’entrainement et a I’intérieur de deux « fenétres d’activations » de nos inhibiteurs.
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La figure 4.4A présente les résultats du rotarod accéléré pour les souris soumises
au traitement & la rapamycine | heure ou 15 minutes avant I’entrainement moteur. Le
premier graphique est le temps passé sur le rotarod en fonction des essais sur les trois
premiers jours d’entrainement. Aucune différence significative n’est visible entre les
groupes au jour | (Début Ih p=0,2695 et 15min p=0,1572 ; Fin lh p=0,5206 et 1 5min
p = 0,8531) tandis qu’au jour 2, il y a une faible baisse pour les souris injectées a la
rapamycine | heure avant I’apprentissage. Cependant, il est important de noter que cet
¢cart n’est pas significativement différent des souris contréles (Début p = 0,0813 ; Fin p
= (,2834) et elle se résorbe au jour suivant. [ n’y a aucune différence pour les souris
injectées 15 minutes avant le rotarod au jour 2 (Début p = 0,8717 ; Fin p = 08284). Au
jour 3, tous les groupes de souris voient leur performance saturer a environ 300 secondes
(Ih p = 0,9475 et I5min p = 0,9997). De plus, le deuxieme graphique en 4.4B nous
confirme qu’il n’y a aucune différence significative dans I’analyse de I’apprentissage

moteur en comparant les moyennes des deux premiers avec celles des deux derniers essais.
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Figure 4.4  Effet de la rapamycine sur ’apprentissage moteur intrasession

(A) Temps passé sur le rotarod accélére par les souris injectées par voie 1.p. avec le véhicule (1% DMSO,
10% Tween-80, PBS 1X) et la rapamycine (40 mg/kg) | heure ou 15 minutes avant les séances. (B)
L’apprentissage est analysé en regroupant les deux premiers et les deux derniers essais chaque jour
d’entrainement. Les valeurs représentent la période de temps moyen sur le rotarod, en seconde, + S.E.M., n
= 6 souris/groupe et n = 12 souris contrdle.

Jour v Jour 2
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En revanche, lorsque les souris sont injectées avec le PF4708671, il est possible de
remarquer des résultats significativement différents. Notamment, a la figure 4.5A, il est
possible de voir, visuellement, une différence notable entre les groupes traiter au
PF4708671 en comparaison aux contrdles. L.’analyse statistique des moyennes des deux
premiers et deux derniers essais, figure 4.5B, permet de déterminer que des différences
significatives sont présentes entre les souris traitées au PF4708671 et celles au véhicule
autant au début qu’a la fin des séances d’entrainement pour chacune des journées
analysées. En effet, nous remarquons des le jour | une diminution des performances sur
le Rotarod accéléré pour les souris injectées au PF4708671. Des le début du premier jour
d’entrainement, les souris injectées 15 minutes avant le début de [’entrainement
démontrent des performances inférieures a celles observées pour les deux autres groupes
(p = 0,0185). Cette différence est toujours perceptive a la fin de cette journée de rotarod
(p = 0,0367). La diftérence entre les controles et les deux groupes de souris traitées au
PF4708671 s’intensifie également lors des premiers essais du jours 2 (1h p = 0,0244 et
I5min p = 0,0185) et du jour 3 (1h p = 0,0382 et 15min p = 0,0406). Finalement, la
tendance a la baisse reste significative a la fin du jour 2 (1h p = 0,0493 et 15min p =
0,0213) et uniquement pour I’injection 1 heure du jour 3 (p = 0,459). Toutes les analyses
sont réalisées a l'aide d'une ANOVA a mesures répétées dans les deux sens, suivie du test

post hoc de Bonferroni.
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Figure 4.5

Effet du PF4708671

sur ’apprentissage moteur intrasession.

(A) Temps passé sur le rotarod accéléré par les souris injectées avec le véhicule (1% DMSO, 10% Tween-
80, PBS 1X) et le PF4708671 (50 mg/kg). (B) L apprentissage est analysé en regroupant les deux premiers
et les deux demniers essais chaque jour d’entrainement. Les valeurs représentent la période de temps moyen
sur le rotarod, en seconde, £ S.E.M., n = 6 souris/groupe et n = 12 souris contréle. *p < 0,05, **p < 0,01 vs
groupe véhicule respectif.



CHAPITRE V

DISCUSSION

Ces travaux de recherche s’intéressent a I’implication de la voie de signalisation
mTOR dans les différentes phases de |’apprentissage moteur. Nous démontrons qu’une
inhibition de plus de 35% de la protéine P70 S6K au striatum de souris est associ€ée a un
retard considérable de la mémorisation d’un nouvel apprentissage moteur a I’intérieur
d’une méme session d’entrainement (effet intrasession), et ce, sans affecter les processus
de mémorisation qui s’operent entre les sessions d’entrainement (effet intersession) ainsi

que la motricité générale des souris. Les résultats sont discutés dans ce chapitre.

5.1 Effet de I’administration de la rapamycine et du PF4708671 sur la
voie de signalisation mTOR au niveau moléculaire dans le striatum
de souris

Les résultats de mes expérimentations démontrent que les doses utilisées de
rapamycine et du PF4708671 inhibent les protéines de la voie mTOR au striatum des
souris a des niveaux tous supérieurs a 32 %. Notamment, lorsque nous examinons
I’inhibition sur la protéine rpS6, qui est en aval de mTOR et P70 S6K, il est possible de
distinguer I’effet des deux inhibiteurs pharmacologiques. L’inhibition de rpS6 est trés
marquée pour les striatums de souris injectées a la rapamycine, soit plus de 91%. La ou
c’est intéressant, c’est qu’il est recensé dans la littérature que I’activité rpS6 serait
augmentée pendant la plasticité synaptique et pourrait méme €tre utilis€ée pour estimer
I’état d’activité neuronale dans le striatum de souris (Bertran-Gonzalez, Chieng et al.

2012, Biever, Valjent et al. 2015). Les résultats d’inhibition pour des injections i.p. avec
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la rapamycine se comparent aussi avec la littérature, soit environ de 40% a 50%
d’inhibition dans certaines structures du cerveau des souris (Spilman, Podlutskaya et al.
2010, Bergeron, Chagniel et al. 2014). Cependant, pour le PF4708671, puisque c’est un
inhibiteur relativement nouveau, il y a trés peu d’étude ou son inhibition est testée au
niveau moléculaire. Néanmoins, la dose de 50 mg/kg a été utilisée a quelques reprises
dans des €tudes sur la mémoire chez la souris. Il est connu qu’avec cette dose, I’inhibition
est significative pour la protéine P70 S6K, ce qui se compare avec nos résultats de western
blot (Huynh, Santini et al. 2014). Egalement, selon ces résultats, il est possible d’utiliser
la rapamycine a 40 mg/kg et le PF4708671 a 50 mg/kg afin de vérifier le réle de mTOR

et P70 S6K lors de I’apprentissage moteur chez la souris.

Il est important de savoir que la technique de western blot a utilis¢ des €échantillons
de cerveau de sourts qui correspondent a un mélange de différentes cellules contenues
dans la région disséquée. En effet, le striatum est composé de plusieurs types cellulaires,
dont des neurones, des astrocytes, des oligodendrocytes, des cellules immunitaires, des
épendymocytes ainsi que des cellules vasculaires (Gokce, Stanley et al. 2016). Nos
résultats obtenus avec la technique de western blot incluent donc tous les types cellulaires,
et non pas uniquement les neurones. Par contre, il est déja bien démontré que I’effet
principal d’un apprentissage moteur influence majoritairement les cellules neuronales
dues a la forte création de nouvelles connexions entre les neurones du cerveau (Karni,
Meyer et al. 1998). De plus, il fut démontré, plus récemment, que chez la souris la voie de
signalisation mTOR serait importante dans les oligodendrocytes. Par contre, 1l faut savoir
que dans ce type de cellule, lorsque mTOR est inhibé par la rapamycine il semble y avoir

une compensation par ERK 1/2 diminuant les impacts comportementaux de la perte de
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mTOR (Dai et al., 2014). Suite a ses informations et afin d’étre plus précis, nous aurions
pu faire la séparation des cellules par neurocytométrie afin d’avoir uniquement les
neurones du striatum et ensuite faire les westerns blots (Martin, Xu et al. 2017) ou encore,
utiliser la technique d’immunofluorescence. Par contre, notre but est simplement de
vérifier si activité des protéines est inhibée par les traitements au niveau du cerveau des
sourls. Ainsi, nos résultats permettent ainsi de conclure que les deux inhibiteurs se rendent
au striatum de souris et inhibe les protéines d’intérét a des niveaux significativement

diftérents des souris controles.

5.2 Impact de Pinhibition de la voie de signalisation mTOR sur
I’exécution, la coordination et la capacité motrice des souris

Afin de bien étudier I’apprentissage moteur chez les souris, il est important de
s’assurer que les résultats obtenus a la suite de I’injection des inhibiteurs ne soient pas le
reflet d’une incapacité physique ou psychique a effectuer la taiche motrice. C’est pourquoi
nous avons préentrainé les souris avant d’effectuer I’injection d’inhibiteurs au test du
rotarod accéléré, du « beam test » et du « wire suspension test ». Aucun conditionnement,
comme par exemple des chocs électriques lorsque les souris tombent du rotarod, n’a €té
utilisé pour forcer la souris a rester sur le rotarod ou I’obliger a réaliser la tiche (Krzyszton,
Sparkman et al. 2008). Nous pouvons alors suggérer que la principale composante
responsable de ’amélioration des habiletés motrices sur le rotarod vient de I’apprentissage
moteur et non pas de la peur ou de I’anxiété¢ de tomber en bas de la barre. Nos résultats
montrent que la rapamycine et le PF4708671 n’ont aucune influence sur les performances
des souris durant la réalisation de ces trois tests lorsque la tiche motrice est déja apprise.
Ainsi nos résultats suggerent que les deux inhibiteurs aux doses utilisées n’ont pas d’effets

sur I’orientation spatiale, la coordination, la somnolence, |’€tat de vigilance ainsi que la



51

force musculaire des souris; des altérations qui auraient toutes fortement influencé la
performance des souris a aux tests moteurs. De plus, bien qu’il soit démontré qu’une
inhibition de mTOR par la rapamycine affecte les muscles chez la souris (Goodman,
2014), les résultats obtenus nous permettent de conclure que la dose utilisée est parfaite

puisqu’elle n’affecte ni la force ni les capacités motrices des souris.

Dans la littérature, il est possible de trouver d’autres évidences, chez la souris,
permettant d’affirmer que les capacités motrices des souris ne sont pas altérées de fagon
générale aux doses utilisées (Blundell, Kouser et al. 2008, Huynh, Santini et al. 2014,
Bockaert et Marin 2015, MacCallum et Blundell 2020). En particulier, les résultats du
rotarod accéléré se comparent directement avec la littérature lors de ’utilisation de la
rapamycine chez la souris, ou il est possible de voir un retard dans ’apprentissage des
souris (Deli, Schipany et al. 2012, Bergeron, Chagniel et al. 2014). A notre connaissance,
notre €tude est la premiere a vérifier les effets de la rapamycine et du PF4708671 en
incluant une aussi grande batterie de tests pour mesurer directement la force motrice et la

coordination.

5.3 Impact de Pinhibition de la voie de signalisation mTOR sur I’effet
intersession d’un nouvel apprentissage moteur chez la souris

Nos résultats tendent a démontrer que lorsque les injections des inhibiteurs sont
faites a la fin des séances d’entrainement, il n’y a aucun effet sur les performances du
rotarod accéléré. Ainsi les inhibiteurs ne semblent pas affecter les processus intersession.
Ces résultats se comparent avec des études antérieures ou I’inhibition de mTORC] et de
P70 S6K chez la souris directement apres I’apprentissage n’a aucun effet sur la formation

ou la persistance de la mémoire de la peur (Bekinschtein, Katche et al. 2007, MacCallum
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et Blundell 2020). Cependant, certains groupes de chercheurs établissent que I’effet
intersession est important lors de I’apprentissage de nouvelles tiches motrices. Ces études
ont €té faites chez I’humain a I’aide du « finger tapping task » ainsi que chez le rongeur a
I’aide du rotarod accéléré. Dans les deux cas, les sujets étant privés de sommeil ou ayant
un sommeil interrompu avaient un apprentissage retardé en comparaison avec ceux qui
avalent un sommeil normal (Kuriyama, 2004, Nagai, de Vivo et al. 2017, Kam, Kang et
al. 2020). Il faut noter que, dans ce projet, une seule injection était faite a la fin de
I’entrainement pour couvrir une période d’environ 24 heures. Puisque nous ne connaissons
pas tres bien la pharmacocinétique des inhibiteurs, il est probable que ceux-ci n’agissent
a leur pic d’activité¢ que pendant quelques heures. Dans la littérature, il est démontré que
la demi-vie de la rapamycine serait relativement longue, soit environ 15 heures chez la
souris (MacCallum et Blundell 2020). Pour le PF4708671, nous n’avons trouvé aucune
donnée pharmacocinétique estimant la demi-vie plasmatique. Sachant que ces deux
inhibiteurs abaissent les niveaux de p-mTOR, p-P70 S6K et p-Sérp au striatum de souris,
il serait alors opportun de mesurer par western blot la quantité de ces protéines au striatum
20 heures apres les injections. Ainsi nous pourrions vérifier que la raison de ces résultats
négatifs n’est pas une inhibition trop faible de la voie mTOR. Par contre, nos résultats
comportementaux suggerent que ce ne serait pas les protéines mTOR et P70 S6K qui
agiraient de facon importante dans |’effet intersession.

5.4 Impact de ’inhibition de la voie de signalisation mTOR sur I’effet
intrasession d’un nouvel apprentissage moteur chez la souris

Tout d’abord, nos résultats démontrent qu’il n’a aucune différence significative
entre les performances sur le rotarod des souris traitées a la rapamycine en comparaison

avec les contrdles, peu importe I’attente de 15 minutes ou d’une heure apres les injections.
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Ceci est en contradiction avec certaines études qui montrent un lien direct entre
I’inhibition de mTORCI! et I’apprentissage ou la mémoire chez le rongeur (Hoeffer et
Klann 2010, Bergeron, Chagniel et al. 2014). Des considérations expérimentales
pourraient expliquer ces différences dans les résultats obtenus. Par exemple, I’étude de
Bergeron Y et al 2014 a utilis¢ des injections intracraniales de rapamycine directement
dans le striatum des souris qui serait ainsi plus spécifique puisque seul le striatum est
inhibé par la rapamycine. Egalement, I"utilisation de souris « knock-out » de la protéine
Tsc, un effecteur de 1’activation de mTORCI, ont un grand déficit d’apprentissage et de
mémoire ainsi qu’une diminution de la plasticité synaptique par Hoeffer et Klann 2010.
D’un autre c6té, ceci pourrait aussi s’expliquer par I’utilisation d’injections systémiques
de rapamycine et de la fenétre d’activation de la protéine mTOR lors d’un apprentissage.
Effectivement, il est possible que la protéine soit activée a plus grande échelle a I’extérieur
des fenétres utilisées dans notre contexte. Si nous gardons en téte que la voie de
signalisation mTOR est particulierement activée via la protéine P70 S6K, je me demande
s’il serait possible qu’un pourcentage suffisamment grand de la protéine demeure actif
malgré une inhibition de mTOR dans les neurones du striatum, diminuant ainsi I’effet de

la rapamycine? C’est une question qui mériterait d’étre investiguée davantage.
pamy q q g g

Nos résultats démontrent également que I’inhibition de la protéine P70 S6K par le
PF4708671 affecte I’apprentissage moteur intrasession peu importe la fenétre d’action et
a une plus grande échelle lorsque I’injection est faite 15 minutes avant le rotarod. De plus,
le PF4708671 ne semble pas bloquer completement I’apprentissage moteur intrasession,
il semble plutét le retarder. En effet, il est possible d’observer que les souris vont tout de

méme atteindre le maximum de performance sur le rotarod, mais plus tardivement que les
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souris controles. Puisqu’aucune étude n’a évalué le role de P70 S6K dans notre contexte
de I’apprentissage d’une nouvelle tiche motrice, il est difficile de comparer nos données.
Par contre, il est possible de voir des résultats similaires dans une étude, soit un retard
d’apprentissage moteur des souris. Cette derniere utilisait le PF4708671 pour évaluer
’importance de P70 lors du sommeil durant I’apprentissage du rotarod accéléré (Kam,
Kang et al. 2020). Il fut également €tabli que les souris déficientes en P70 S6K1 par le «
knock-out » (KO) de la protéine ont des déficits précoces de la mémoire cognitive basée
sur des taches multiples. Ceux-ci soulevent que la délétion de P70 S6K1 entraine des
déficits de la plasticité synaptique a I’intérieur de la région de I’hippocampe aux cerveaux
de souris (Antion, Merhav et al. 2008). Donc, ces études additionnées a la notre
démontrent que P70 S6K semble avoir un réle important dans les processus de mémoire

de fagon générale.

De plus, il serait intéressant de vérifier si ce retard d’apprentissage se résorbe apres
une pause d’entrainement de longue durée. En effet, selon nos résultats, ’inhibiteur
spécifique de P70 S6K ne semble pas affecter I’effet intersession, donc la consolidation.
La question est de savoir si les processus de consolidation peuvent compenser suite au
retard occasionné par le PF4708671 en début d’apprentissage. Il serait donc pertinent
comparer les performances sur le rotarod entre les souris contrdles et celles traitées au
PF4708671 au jour 8 aprés une période de 4 jours sans entrainement. Cette approche
expérimentale permettrait de vérifier cette hypothese et d’ainsi nous en apprendre plus sur
le réle de P70 S6K dans le contexte d’une pause d’entrainement ou d’un long laps de

temps intersession.
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En outre, ce projet démontre pour la premiére fois, a notre connaissance, que |’effet
sur I’apprentissage vu dans les ¢tudes avec mTOR semble €tre indirectement li€ a une
diminution d’activité de P70 S6K. Par conséquent, puisque P70 S6K est un substrat de
mTOR, lors de I’inhibition avec la rapamycine il y a indirectement diminution de P70
S6K actif et de son substrat rpS6, tel que déterminer par nos résultats a [’objectif [ du
projet. Ceci établit donc, a un niveau plus précis, que la protéine vitale a I’intérieur de la
voie de signalisation mTOR serait P70 S6K. Cependant, il faut savoir que nous nous
basons au niveau comportemental et non pas moléculaire. [l serait ainsi intéressant
d’investiguer plus en détail ces résultats avec une autre méthode d’inhibition soit a I’aide
de souris knock-out ou encore d’injections intra-cranienne. Par contre, les résultats
comportementaux obtenus tendent a démontrer que P70 S6K serait d’une grande

importance dans I’apprentissage intrasession.

Un autre résultat me laisse perplexe. Lorsque [’effet intrasession avec le
PF4708671 a été vérifié, les souris traitées avaient des performances sur le rotarod déja
plus faibles que les souris contrdles des les premiers essais. Nous avons bien démontré
que les capacités motrices ne sont pas altérées apres I’injection de PF4708671. Par contre,
ne nous pouvons mettre de c¢6té I’hypothese que des troubles cognitifs, par exemple une
baisse de la motivation due a I’injection de PF4708671, pourraient influencer les
performances sur le rotarod. De plus, chez I’humain, il est bien établi que I’anxiété et le
stress peuvent effectivement affecter "apprentissage moteur puisqu’il réduit I’efficacité
du traitement d’information au cerveau (Anderson, Di Nota et al. 2019). Afin d’écarter
cette hypothese, 1l serait possible de faire certains tests de comportement anxieux ou de

motivation, par exemple le « Open Field», le « Elevated Plus Maze » ou des tests
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d’exploration, apres injection du PF4708671. Ces tests nous donneraient des informations
sur [’état de la motivation des souris suite aux traitements (Masini, Bonito-Oliva et al.
2018, Spangenberg et Wichman 2018). A notre connaissance, aucune étude ne fait de lien
entre des comportements anxieux ou le manque de motivation aprés l’injection de
PF4708671 chez la souris. 1l serait alors pertinent d’investiguer les troubles anxieux et le

stress dans nos conditions avec et sans traitement au PF4708671.

Il serait également intéressant de voir si inhibition de P70 S6K altére les processus
de synaptogénése lors de I’apprentissage d’une nouvelle tiche motrice. Dans le mod¢le
animal, il est suggéré par la littérature que P70 S6K aurait un role dans la création de
nouvelles synapses entre les neurones, permettant ainsi la formation d’une mémoire & long
terme (Cammalleri, Lutjens et al. 2003, Antion, Merhav et al. 2008, Cheng, Locke et al.
2011). Ce processus est une composante considérable lors de I’apprentissage moteur et la
mémoire procédurale (Ungerleider, Doyon et al. 2002, Costa-Mattioli, Sossin et al. 2009).
Aucune étude n’a investigu¢ ce lien directement chez la souris, il serait donc intéressant
d’obtenir de plus ample information sur la possibilité que P70 S6K induise la
synaptogénése lors de I’apprentissage d’une nouvelle tiche motrice. Hypothese qui sera

discutée plus en détail dans la section perspective de recherche.

Finalement, notre laboratoire a longtemps €tudi¢ I’impact de la voie de signalisation
des MAP kinase dans les neurones lors de I’apprentissage moteur. L.a ol ces études se
rejoignent est au niveau de I’activation des protéines mTOR et P70 S6K. En effet, comme
expliqué dans I’introduction et schématisé dans la figure 5.1, la voie des MAP kinases
permet |’activation de TC1/2 par sa déphosphorylation et ainsi active mTORCI1. De plus,

afin d’étre actif, P70 S6K nécessite une phosphorylation par I’une des MAP kinase (ERK,
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P38 ou CDC2) (Zhang, Gao et al. 2013). A ce propos, notre laboratoire a démontré, il y a

quelques années, que la protéine ERK est importante de I’apprentissage de nouvelle tAche

Figure 5.1  Implication de la voie des MAP kinases dans ’activation de mTOR et
P70 S6K

Voie de signalisation menant a 1’activation de mTOR et P70 S6K. Les récepteurs et canaux
représentés ne sont pas les seuls pouvant enclencher les voies de signalisation, ils sont mis en
exemple. L’activation de la protéine mTOR est faite & la suite d’une cascade de signalisation
impliquant plusieurs protéines, dont PI3K, PDKI, AKT ainsi que la voie des MAP kinase
regroupant entre autres MEK et ERK. De plus, I’activation de P70 S6K est faite suite a la
phosphorylation par ERK, suivit de celle de mTOR et finalisé par PDK1. (Adapté de (Bockaert et
Marin 2015) et créer avec BioRender.com)

motrice complexe chez la souris (Bureau, Carrier et al. 2010). Plus d’investigations
seraient pertinentes afin de faire un lien direct entre I’inhibition des deux protéines et leur

role lors de I’apprentissage moteur. Il serait ainsi trés intéressant de voir la réponse
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comportementale a la suite d’'une double inhibition chez la souris. Une autre étude du
laboratoire démontre I’importance et I’augmentation des récepteurs NMDA, important
régulateur de la plasticité des synapses, dans le striatum lors de I’apprentissage moteur
(D’amours, Bureau et al., 2011). En effet, lors de I’injection d’inhibiteur des récepteurs
NMDA directement dans la partie dorsale du striatum, nous €tablissons que ces récepteurs
sont essentiels a la phase lente, soit la mémoire a long terme. Dans ’analyse des résultats
il était possible d’observer une diminution des performances sur le rotarod accéléré au
jour 3 ainsi qu’au jour 8 (Lemay-Clermont et al., 2011). Serait-il possible que la bloque
des récepteurs NMDA diminue ainsi toute la cascade d’évenement, dont I’inactivation de
mTOR et de P70 S6K, résultant une diminution de la plasticité¢ cérébrale et donc de la
consolidation? Finalement, le laboratoire a aussi étudi¢ la protéine Akt3, un isoforme
presqu’uniquement exprimée au cerveau, a 1’aide d’une souris knock-out (KO). Nous
avons observé un retard dans |’apprentissage des souris KO en comparaison avec les
contrdles « wild-type » qui n’ont pas la délétion, et ce sans aucune atteinte des capacités
motrices. Un peu comme P70 S6K, Akt semble retarder I’apprentissage moteur
uniquement, mais n’affecte pas la force ou la coordination des souris (Ouimet, Pepin et
al. 2019). Il est donc possible de voir a quel point la voie de signalisation mTOR est

importante et il est pertinent d’en savoir plus a son sujet.



CHAPITRE VI

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE

En utilisant des d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques ainsi que la souris,
nous démontrons que la voie de signalisation, via la protéine p70 S6K, joue un role
nécessaire dans l'apprentissage intrasession. En revanche, elle pourrait ne pas étre
nécessaire pour I’apprentissage intersession. De plus, nous €tablissons que I’activation de
la voie de signalisation mTOR, soit mTORCI et P70 S6K, ne serait pas impliquée dans

I’exécution ainsi que les capacités motrices lorsqu’une tache est déja apprise.

Ces résultats ont soulevé certaines hypothéses et perspectives de recherche qui
mériteralent une investigation plus poussée que nous pourrions faire avec le modele
animal de souris. Tout d’abord, le type d’injection peut faire une grande différence dans
un projet in vivo. Comme précisé précédemment, nous avons fait des injections
intrapéritonéales, mais il est possible qu’avec des injections intracraniennes directement
dans les structures du cerveau de souris I’inhibition ait un plus grand impact. En outre,
dans une publication antérieure du laboratoire, nous avons remarqué une différence de
précision entre des injections systémiques et des injections intrastriatale de la rapamycine
lors de I’apprentissage du rotarod accéléré (Bergeron, Chagniel et al. 2014). En effet, avec
des injections intracérébrales, il est possible de cibler spécifiquement certaines structures
liées a I’apprentissage ou I’exécution motrice, par exemple le striatum, le cortex, le
cervelet, sans affecter les autres systemes de la souris (Richevaux L 2019). Une autre

méthode qui mérite d’étre exploitée pour voir I’effet exact de la délétion des protéines
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d’intérét serait [’utilisation de souris « knock-out » (KO). La délétion d’une protéine par
le knock-out permet d’avoir une inhibition complete soit de fagon constitutive chez la
souris ou encore dans une seule structure, tissu spécifique, permettant ainsi que connaitre
le role exact de la protéine dans un tissu sans affecter d’autres composantes (Hall, Limaye
et al. 2009). Il pourrait alors étre intéressant d’utiliser des souris avec les proté€ines
d’intérét, mTOR et P70 S6K, KO tissu-spécifique au niveau du cerveau, en ciblant, si
possible, certaines structures importantes dans ’apprentissage et la mémorisation motrice.
Dans la littérature, autant chez les vertébrés que les non-vertébrés, aucun modele n’inclut
la délétion homozygote du géne mTOR n’est viable. La raison est due a son role
d’envergure dans le développement neuronal (Takei et Nawa 2014). Il faut aussi savoir
que pour les souris transgéniques hétérozygotes pour le géne mTOR, il ne semble y avoir
aucune différence sur le développement ou encore sur le cycle cellulaire (Gangloff,
Mueller et al. 2004). Cependant, des modeles murins ayant des dél€tions de protéines en
aval ou en amont de la voie de signalisation mTOR ont été générés, soit Raptor, Rictor,
MLSTS et Rheb 1, ce type de délétion pourrait étre utilisé pour I’étude du role précis de
mTORC1 ou mTORC?2 selon la délétion ciblée (Guertin, Stevens et al. 2006, Zou, Zhou
et al. 2011). Ceci expliquerait donc la grande place de mTOR dans le développement des
étres vivants et de leur systeme nerveux (Hoeffer et Klann 2010). Il existe également des
modeles murins avec une délétion P70 S6K et il serait possible de tester leur aptitude
motrice dans notre contexte (Shima, Pende et al. 1998, Arriola Apelo, Neuman et al.

2016).

Concernant le role possible de la protéine P70 S6K dans les processus de

synaptogénese. 1l serait intéressant d’évaluer la quantit¢ de synapses par
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immunofluorescence lors d’un apprentissage moteur et de comparer des souris ayant une
inhibition de P70 S6K avec des souris sans traitement. D’ailleurs, il existe une technique
de préparation de tissus permettant, par microscopie a immunofluorescence, d’évaluer la
plasticité synaptique des neurones de différentes structures agissant dans I’apprentissage
et I’exécution motrice. Cette technique se base sur la co-localisation de marqueurs pré et
post-synaptique définie par les synapses (McLeod, Marzo et al. 2017). Cette technique
nous permettrait ainsi de voir précisément la différence du nombre de synapses entre des

souris controles et celle injectée avec I’inhibiteur de P70 S6K, le PF4708671.

[l a été démontré que I’exercice active la voie de signalisation mTOR et améliore
I’apprentissage des habiletés motrices de fagon générale. Dans notre étude, en accord avec
la littérature (Chen, Zheng et al. 2019), la voie de signalisation mTOR est nécessaire et
importante a |’apprentissage moteur. Mais est-ce que I’action de mTOR sur I’adaptation
du réseau neuronal pourrait étre augmentée par I’entrainement physique? Pour répondre a
cette question, il serait intéressant de soumettre les souris & un entrainement sur un tapis
roulant, ou encore de la course dans une roue d’exercice, avant I’apprentissage du rotarod
afin de voir si les souris apprennent la tiche plus rapidement (Lin, Chen et al. 2012). Cette
expérience pourrait étre faite d’un point de vue comportemental ainsi que moléculaire en

¢valuant Iactivation de la voie de signalisation mTOR.

En conclusion, comprendre les processus moléculaires et les comportements
moteurs est primordial et vu la complexité du systeéme nerveux centrale ceci nécessite des
recherches avancées. Nous pensons que notre €tude constitue une avancée d’envergure
relative sur les connaissances de I’apprentissage moteur au niveau moléculaire

particuliérement de la voie de signalisation mTOR via la protéine P70 S6K. L'impact de
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la voie mTOR sur les compétences d'apprentissage moteur est important afin de mieux
comprendre les bases de la neurophysiologie et des maladies neurodégénératives. Ainsi,
cette étude permettrait la découverte de nouvelles cibles de traitement pour les pathologies
impliquant la motricité. Par exemple, il fut démontré que la voie de signalisation mTOR
est impliquée dans ’autisme idiopathique qui est un type d’autisme qui serait réversible
(Cioana, Michalski et al. 2020). Le trouble du spectre de I’autisme est aussi souvent relié
a un retard dans le développement moteur des enfants qui en sont atteints (Ganesan,
Balasubramanian et al. 2019). Ainsi, la voie de signalisation mTOR, précisément avec la
protéine P70 S6K tel que démontré dans cette recherche, pourrait €tre une avenue
thérapeutique intéressante afin de diminuer les retards moteurs des enfants et leur

permettre d’avoir un développement plus normal.
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