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Résumé

La production des mouvements chez I’humain, et également chez plusieurs autres
mammiferes, s’exécute naturellement lors de la réalisation d’une tdche motrice complexe. Ces
mouvements hautement coordonnés nécessitent I’intégration de plusieurs commandes
provenant de différentes régions du cerveau, notamment les aires motrices du cortex cérébral,
les ganglions de la base et le cervelet. Malgré les progres récents en neurosciences,
I’apprentissage de tdches motrices complexes n’est pas trés bien compris. La maniere dont le
cerveau intégre et mémorise la séquence motrice reliée a une activité motrice n’est pas bien
connue. La protéine kinase B (PKB/Akt) est sérine/thréonine kinase hautement conservée parmi
les mammiferes et régule plusieurs métabolismes cellulaires tels que la prolifération, la survie
et la plasticité cellulaire. Akt posséde trois isoformes (Akt1/PKBa, Akt2/PKBf et Akt3/PKBy)
qui sont encodées par trois genes distincts. Il est important de noter qu’Akt3 est
significativement plus exprimée dans le cerveau que ses deux autres isoformes Aktl et Akt2.
Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK-3) comporte deux isoformes, soit GSK-3a et GSK-3[3. Akt
et la protéine kinase GSK-3 sont intimement connectés. En effet, il est établi qu’Akt réduit
l'activité de GSK-3a/f par sa phosphorylation sur la sérine 21/9 respectivement. Une
perturbation de la voie de signalisation Akt/GSK-3 a été reliée a plusieurs pathologies telles que
la dépression, la schizophrénie et les troubles bipolaires. Le coeuf de mes recherches a été
d'étudier la capacité d’apprentissage, de performance et de mémorisation d’une tiche motrice
complexe chez des souris ayant une délétion génétique d’Akt3 (Akt3 KO). Les résultats sur le
rotarod ont démontré un ralentissement de ’apprentissage moteur chez les souris Akt3 KO en
comparaison aux souris sauvage (WT). De plus, les résultats obtenus démontrent un changement
de la phosphorylation de GSK-3 o/ et ainsi suggerent que le déficit d’apprentissage moteur
serait causé par une hyperactivation de GSK-3 o/f3, induite par la délétion génétique d’Akt3. I
est intéressant de noter qu’un traitement chronique au lithium, connu pour inhiber directement
et indirectement la protéine GSK-3, a corrigé le déficit d’apprentissage des souris Akt3 KO. Nos
résultats ont pu établir une implication importante de la voie Akt3/GSK-3 dans ’apprentissage

moteur.

Mots-clés : Akt3, GSK-3a/3, Rotarod, Apprentissage moteur, Lithium, Striatum

i



Abstract

The production of the human's movements, and among many other animals, can be
effortlessly executed during the realization of a complex motor task. These highly coordinated
movements require the integration of several orders coming from different regions of the brain,
notably the motor areas of the cerebral cortex, basal ganglia and the cerebellum. Despite the
recent progress in neuroscience, motor learning mechanism is still not completely understood.
The way that the brain integrates and memorizes the motor movements during a motor activity
is still not completely known. The protein kinase B (PKB/Akt) is a serine/threonine kinase
highly conserved among the mammals and control several cellular metabolisms such as the
proliferation, the survival and the cellular plasticity. Akt has three isoforms (Aktl/PKBa,
Akt2/PKBJ and Akt3/PKBYy) that are encoded by three distinct genes. It is important to note
that Akt3 is more expressed in the brain than Aktl and Akt2. Glycogen Synthase Kinase-3
(GSK-3) includes two isoforms, GSK-3a and GSK-3[3. Akt and the protein kinase GSK-3 are
closely connected. Certainly, it is well established that Akt reduces the activity of GSK-3 o/f3
by its phosphorylation on the serine 21/9 respectively. A disruption of the Akt/GSK-3 pathway
has been linked to several pathologies such as depression, schizophrenia and the bipolar
disorder. The mainstream of my research was to study the capacity of training, performance and
memorization of a complex motor task among mice having a genetic Akt3 deletion (Akt3 KO).
The results on the rotarod demonstrated that Akt3 deletion compromised rotarod performances
in comparison to wild type mice (WT). Interestingly, my results demonstrated a change of the
phosphorylation of GSK-3 o/ and propose that the motor training deficit would be caused by
GSK-3 o/ hyperactivation, induced by the genetic deletion of Akt3. It is interesting to note that
lithtum chronic treatment, which is known to inhibit directly and indirectly the GSK-3 protein,
corrected the training deficit of Akt3 KO mice. Our results have established an important

implication of the Akt3/GSK -3 pathway in motor training.

Keywords: Akt3, GSK-3a/B, Rotarod, Motor learning, Lithium, Striatum
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La vie, c'est comme une bicyclette, il faut avancer pour ne pas perdre l'équilibre.

Albert Einstein, Mathématicien, Physicien, Scientifique (1879 - 1955)
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Introduction

Au quotidien, plusieurs activités telles que conduire une bicyclette, une voiture ou méme
lacer nos souliers ont été apprises, non pas en une journée, mais au fil du temps. Tous ces
activités ou comportements ne sont pas innés et ont nécessité a un moment ou a un autre un
apprentissage afin d’étre acquis. Les mouvements successifs et coordonnés nécessaires a la
réalisation de ces activités motrices sont une combinaison entre action volontaire et réflexes. Le
processus d’apprentissage d’une tiche motrice prend du temps, mais aprés avoir répété a
plusieurs reprises le méme mouvement, 1’action motrice devient automatique et pratiquement
inoubliable. Bien que ces séquences de mouvements nous paraissent des plus simples a réaliser,
elles nécessitent I’ intégration de nombreuses commandes trés complexes provenant de plusieurs
régions distinctes du cerveau, notamment les aires motrices du cortex cérébral, les ganglions de
la base et le cervelet. Au cours des années, plusieurs chercheurs se sont penchés sur les
mécanismes cellulaires et moléculaires permettant la mémorisation des tiches motrices
complexe. Depuis, plusieurs régions du cerveau ont été identifiées comme tres importantes a la
mémorisation, mais encore aujourd’hui ’apprentissage de tiches motrices complexes n’est pas
tres bien compris. La maniere dont le cerveau intégre et mémorise les mouvements moteurs
reliés a une activité motrice n’est pas bien connue. Chose certaine, lors de I’apprentissage d’une
tiche motrice complexe, beaucoup de neurones s’activent et des changements permanents
(Morales, 2008) se produisent dans plusieurs régions du cortex cérébral. Tres actif au début de
la vie, ce processus de remodelage synaptique est appelé plasticité synaptique. Il est crucial, car
il nous permet d’apprendre et de nous adapter a de nouvelles expériences, et ce tout au long de
notre existence. Certains génes sont transcrits, certaines protéines sont activées et plusieurs
autres sont synthétisées de novo. Ainsi, plusieurs structures, protéines et voies de signalisation
cellulaire sont impliquées dans le processus de mémorisation. Parmi ces protéines se retrouvent
les protéines kinase Akt et GSK-3. Akt et GSK-3 sont des protéines bien connues pour leur
implication dans plusieurs désordres neurologiques ainsi que pour leur rdle dans le
développement neuronal et la plasticité synaptique, essentielle a I’apprentissage. Leur role dans
’apprentissage d’une tdche motrice complexe est cependant moins défini. Dans le cadre de ce

mémoire, j’ai principalement étudié ’implication de la voie de signalisation Akt-GSK-3 dans



I’apprentissage moteur. En premier lieu, un survol des différentes régions de cerveau impliquées
dans I’exécution et apprentissage moteur sera fait en portant une attention particuliere pour le
striatum, région tres importante dans 1’encodage d’une tiche motrice complexe. Par la suite, la
voie de signalisation Akt-GSK-3 serait décrite en détail afin de bien comprendre son rdle dans
le développement normal et ainsi comprendre comment la perturbation dans cette voie pourrait

induire des troubles d’apprentissage moteur.



Chapitre I : L’apprentissage moteur

1.1 Généralités

I1 est bien connu que ’entrainement régulier est la meilleure méthode d’apprentissage d’une
tiche motrice complexe. Apres de nombreuses répétitions, elle pourra méme s’effectuer
automatiquement et elle ne sera pratiquement pas oubliée & long terme. Le meilleur exemple est
probablement celui de ’apprentissage de la bicyclette. Plusieurs personnes se souviendront du
cheminement qu’elles ont dii parcourir afin de pouvoir se maintenir en €quilibre et de pouvoir
avancer sans tomber de leur vélo. Sans s’en rendre compte, plusieurs €tapes ont été franchies
afin de réussir cet exploit. Certaines personnes ont certainement eu plus de facilité que d’autres,
mais tout le monde est vraisemblablement tombé de son vélo tot ou tard lors des premiers essais.
Par la suite, apres plusieurs autres tentatives, et beaucoup de persévérance, une amélioration
progressive a €té possible jusqu’a I’atteinte d’une certaine maitrise de ’activité. A cette étape,
la tache peut étre considérée comme enticrement apprise et il est par la suite trés difficile de
continuer a s’améliorer. Ce type de mémorisation est spécifique a 1’apprentissage moteur et est
appelé mémoire procédurale (ou implicite). La mémoire implicite fait référence aux habiletés
motrices, aux associations, aux aptitudes pour la résolution de puzzles, etc. Inversement, un
¢venement peut €tre retenu par la mémoire déclarative (ou explicite) apres seulement une seule
exposition (sans répétition), mais ce type de souvenir ne sera habituellement pas conservé durant
une aussi longue période. La mémorisation de I’apprentissage moteur utilise donc un mécanisme
de stockage diftérent de celui de la mémoire explicite. L apprentissage moteur est généralement
divisé en phases (Karni et al., 1998; Ungerleider et al., 2002). La premiére phase est appelée
phase d’apprentissage rapide (ou phase d’acquisition), car c’est durant cette période que la plus
grande amélioration des performances sera observée. Cette phase d’apprentissage rapide se
déroule durant la premiere session d’apprentissage d’une nouvelle tdiche motrice complexe. Par
exemple, lors de la premiére tentative de manceuvrer un vélo, il est tout a fait normal d’avoir de
la difficulté a se maintenir en équilibre et de tomber sur le sol. En revanche, dés le deuxieme
essai durant la méme session, il est fréquent de constater une amélioration et les progres
augmenteront tres rapidement. La deuxiéme phase d’apprentissage, appel€ée phase lente

d’apprentissage, se manifeste durant les séances subséquentes a la premiére et permet la



continuation de 1’apprentissage de la tdche motrice, mais a un rythme beaucoup moins rapide
que lors de la premiére séance (Costa et al., 2004). La phase lente ne se déroule pas lors des
premiers essais durant la premicre session, mais bien seulement apres avoir atteint une certaine
dextérité. Cette deuxieéme phase peut durer quelques jours a quelques années dépendant de
’ampleur et de la difficulté de la tdche a apprendre. Entre les deux phases d’apprentissage, il
existe une période de consolidation. Cette phase permet le consolidement des acquis et elle est
généralement tres active durant le sommeil (Walker et al., 2003). L’apprentissage moteur est
certainement tres complexé

et plusieurs structures sont

impliquées afin de

permettre un mouvement

bien organisé¢. Chez I’étre . S
1
humain et les rongeurs, N
Striatum e
’apprentissage moteur Putamen
implique plusieurs

structures cérébrales telles
que les aires motrices du Subsiance e
cortex cérébral, le cervelet
et les ganglions de la base Cervelet
(Lynch, 2004; Doyon et al.,

2009). Par ailleurs, une

perte neuronale dans ces Figure 1. Principales structures impliquées dans la
mémoire procédurale

structures entraine certains

(Tirée et adaptée de http://brainmind.com/BasalGanglia.html)
troubles moteurs comme
une hypokinésie (maladie de Parkinson) (Lloyd, 1977; Sulzer, 2007) ou une hyperkinésie
(chorée de Huntington) (Cowan et al., 2006). Les principales régions engagées dans

I’apprentissage moteur sont décrites ci-dessous.

1.1.1 Le cortex moteur

Chez I’humain, le cortex moteur primaire est le centre de contréle volontaire du

mouvement. En effet, il est bien €tabli que lorsqu’une lésion survient dans cette région (par
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exemple lors d’un AVC), il en résulte une paralysie selon la zone impliquée. A la suite d'une
Iésion du cortex moteur, il est toujours possible de produire un mouvement par stimulation
directe des circuits spinaux, mais ces mouvements seront évidemment induits de fagon
involontaire et hautement imprécis (Purves, 2011). En effet, il pourra toujours avoir des
mouvements de types réflexes malgré une l€sion du motoneurone supérieur, car ces réflexes
font relais directement au niveau de la moelle épiniére. Par contre, cette 1ésion au niveau du
cortex cérébral peut induire la perte de I’inhibition du motoneurone inférieure, située dans la
corne antérieure de la moelle €piniére et ainsi causer une hyperréflexie (Blumenfeld, 2010).
Adjacentes au cortex moteur primaire, d’autres régions du cerveau telles que les aires
prémotrices dans le lobe frontal participent également a la planification des mouvements. Les
projections du cortex moteur forment deux voies ou faisceaux qui se terminent soit dans le tronc
cérébral (faisceaux corticobulbaires) ou dans la moelle épinic¢re (faisceaux corticospinaux)
(Purves, 2011). Ceci étant dit, le cortex moteur n’est pas qu’un simple exécuteur, mais il a un
aussi un role a jouer dans I’apprentissage moteur. En effet, le cortex moteur subit des
modifications importantes au cours de I’apprentissage d’une tiche motrice. Plusieurs de ces
modifications incluent des changements au niveau des synapses (Sanes, 2000a; Lee et al., 2014).
De plus, plusieurs études ont démontré une modification de I’activité¢ du cortex moteur durant

la phase d’apprentissage rapide (Sanes, 2000b; Muellbacher et al., 2002).

1.1.2 Le cervelet

Les principales afférences du cervelet proviennent du cortex cérébral, particulierement
de cortex moteur primaire et des aires prémotrices frontales (Blumenfeld, 2010; Purves, 2011).
Contrairement au cortex moteur, le cervelet n’agit pas directement sur les motoneurones a. En
effet, il agit indirectement en ayant des effets sur le cortex moteur (en passant préalablement par
le thalamus) et dans la moelle (apres relais dans le tronc cérébral). Ceci ne le rend pas pour
autant moins important. Typiquement, une maladie ou une l€sion du cervelet se solde en un
trouble de la coordination des mouvements volontaires, une condition appelée ataxie. Ce
manque de coordination et de précision des mouvements démontre bien le role essentiel du
cervelet dans la correction et la modulation des mouvements. A I’instar du cortex moteur et des

ganglions de la base, le cervelet est aussi impliqué dans I’apprentissage moteur. Des études



faites par neuroimagerie ont démontré que le cervelet est trés actif durant la phase rapide
d’apprentissage, mais que par la suite son activité diminue jusqu’a étre indétectable lorsque le

mouvement est complétement appris (Ungerleider et al., 2002; Doyon et al., 2003).

1.1.3 Les ganglions de la base

Les ganglions de la base sont un regroupement de plusieurs noyaux situés profondément dans
le cerveau. Pour cette raison, ils sont aussi nommés noyaux gris centraux. Les principales
structures des ganglions de la base sont le noyau caudé, le putamen, le globus pallidus, les
noyaux subthalamiques et la substance noire (pars reticulata et pars compacta). Le putamen et
le globus pallidus forment le noyau lenticulaire alors que le noyau caudé¢ et le putamen sont
regroupés pour former une structure appelée striatum. Le striatum peut étre divisé en deux
parties : soit sa partie dorsale et ventrale. Sa région dorsale est composée du putamen et du
noyau caudé alors que sa partie ventrale est composée en majeure partie par le noyau accumbens

(Blumenfeld, 2010) (Figure 2). Les ganglions de la base sont impliqués dans plusieurs fonctions

{A) Putamcn Body/of caudate (B) Putqnmn Bod_v/of caudate
Head of caudate i',/‘,-—-,-—,,'/ Cellular bridges Head of caudate P = ’_7 "N~ _Thalamus
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e U N 77 / v NX
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Figure 2. Localisation et principales structures formant les ganglions de la base

Tirée de (Blumenfeld, 2010)
telles que le contréle moteur, les mouvements des yeux ainsi que certaines fonctions cognitives
et émotionnelles. Le role des ganglions de la base peut étre pleinement apprécié en étudiant
certaines maladies qui affectent ces structures comme c’est le cas dans la maladie de Parkinson.

Dans cette affection, les patients parkinsoniens présentent habituellement des tremblements au



repos, une bradykinésie (c’est-a-dire une lenteur a ’initiation et I’exécution d’un mouvement)
et une rigidité en roue dentée accompagnant une posture instable. Ces symptomes sont le résultat
de la dégénérescence des neurones dopaminergique de la substance noire pars compacta
provoquant ainsi une diminution de la relache de dopamine au niveau de striatum. A 1’opposée,
chez les patients atteints de la chorée d’Huntington, on peut observer des symptémes
hyperkinétiques, c’est-a-dire des mouvements anormaux, désordonnés et involontaires,
conséquence de la dégénérescence des neurones du noyau caudé et du putamen (Kim et al.,
2014). Fait intéressant, aucune de ces maladies ne provoque une incapacité a produire un
mouvement. Sachant les problémes causé€s par son dysfonctionnement, beaucoup de chercheurs
se sont alors penchés sur le réle du striatum dans I’initiation et la régulation des mouvements.
Contrairement au cortex moteur primaire, les ganglions de la base ne contrélent pas directement
’activation les muscles squelettiques, mais permet plutét la modulation des mouvements via
une série de boucles motrices avec le cortex. Le striatum est une structure treés importante des
ganglions de la base, car il est le siege des afférences provenant de pratiquement tout le cortex
cérébral, incluant le cortex moteur (Kreitzer et al., 2008). Plusieurs voies de contréle motrices
passent par le striatum et ainsi celui-ci regoit en pratique toutes les afférences des ganglions de
la base. Ces projections sont regroupées sous le nom de voie corticostriatale. De plus, le putamen
est particulierement important pour les voies de controles motrices étant donné les multiples
afférences provenant du cortex moteur (Blumenfeld, 2010). En plus de recevoir plusieurs
afférences, le striatum €met aussi beaucoup de projections vers d’autres structures cérébrales.
" Le globus pallidus et la substance noire pars reticulata constituent les principales structures

émettrices des ganglions de la base.

1.1.4 Role des ganglions de la base dans I’apprentissage moteur

Plusieurs études ont démontré que des changements dans I’activité neuronale du striatum
se produisent lors de I’apprentissage moteur (Ungerleider et al., 2002; Brasted et al., 2004,
Barnes et al., 2005). La région dorsomédiale, qui regoit les efférences du cortex moteur primaire,
serait la plus impliquée. Chez le rongeur, la partie dorsomédiale du striatum est tres active lors
de la phase rapide d’apprentissage alors que la partie dorsolatérale s’active durant la phase lente
d’apprentissage (Kreitzer et al., 2008; Yin et al., 2009). Plusieurs études ont démontré que le

dysfonctionnement du striatum altére ’apprentissage d’une tdche motrice complexe (Yin et al.,
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2005; Bureau et al., 2010; Lemay-Clermont et al., 2011; Bergeron et al., 2014). Au cours de
’apprentissage d’une tiche motrice, des changements au niveau cellulaire et moléculaire
s’effectuent dans le striatum. En effet, il a €t€ démontré qu’une réorganisation des circuits
corticostriataux se produit durant les premiers moments de I’apprentissage moteur et que
plusieurs genes associés a la plasticité synaptique sont exprimés (Pisani et al., 2005; Wachter et
al., 2010; D'Amours et al., 2011). Ainsi, les mouvements produits sont plus fluides, précis et
certains mouvements non voulus sont inhibés afin de permettre I’exécution parfaite de la tache
motrice en question. Ainsi, les neurones peuvent se réorganiser suite a des expériences
spécifiques. Ce phénomene appelé plasticité synaptique se produit lors de 1’apprentissage
moteur. Il peut y avoir un changement au niveau de la synapse ou bien au niveau des dendrites
(composition, nombre, etc.) du neurone afin de former de nouveaux liens et faciliter la
transmission de l’influx nerveux. Subséquemment, les connexions entre les neurones se
transforment pour permettre de potentialiser la transmission synaptique. La plasticité synaptique
est cruciale dans la mémorisation a long terme, car la phosphorylation de protéines ou
I’activation d’un récepteur ne perdure pas dans le temps contrairement a des changements
structurels. Cette plasticité dépend donc de la synthese protéique. 11 est intéressant de noter que
I’inhibition de cette synthese protéique dans le striatum altere considérablement I’apprentissage
d’une tiche motrice complexe (Wachter et al., 2010). Le striatum est conséquemment tres
important durant ’apprentissage, mais son réle ne se limite pas seulement a cette période. En
effet, une lésion du striatum méme apres 1’apprentissage complet d’une tdche motrice fera
« oublier » la tache pourtant déja apprise (Packard et al., 2002). Cela implique donc au striatum
aussi un role d’entreposage d’information, réle qui évoque celui de I’hippocampe dans les
souvenirs. Etant donné le role trés important du striatum dans I’apprentissage moteur, les
travaux de recherche présentés dans ce mémoire se sont essentiellement concentrés sur les
mécanismes moléculaires du striatum qui sont engagés dans l'apprentissage et la mémorisation

d’une tache motrice complexe.

1.1.5 Neurotransmetteurs

Afin de communiquer entre eux, les neurones utilisent des messagers chimiques appelés
neurotransmetteurs. Plusieurs neurotransmetteurs différents sont utilisés notamment la

dopamine, le glutamate, ’acétylcholine, la sérotonine et I’acide y-aminobutyrique (GABA).
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Comme mentionné précédemment, le striatum regoit plusieurs signaux provenant de différentes
parties du cerveau. Certaines de ses afférences sont excitatrices alors que d’autres sont
inhibitrices. La majorité des afférences du striatum sont glutamatergiques et donc excitatrices.
Plusieurs types de récepteurs sont activés par le glutamate. Les récepteurs N-méthyl-D-aspartate
(NMDA), acide-a-amino-3-
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Figure 3. Cascade cellulaire impliquant

Ils sont reliés a des protéines G et
P I’activation du récepteur D2

leurs effets physiologies sont tres
_ _ ) ) Tirée de (Landry et al., 2014)

vari€s. Le striatum regoit aussi des

signaux dopaminergiques provenant de la substance noire pars compacta. Ces afférences vers
le striatum dorsal forment ainsi la voie nigrostriée, voie trés importante dans le contrle moteur.
Par ailleurs, c’est la perte progressive de ces neurones dopaminergiques qui induit les
symptOmes caractéristiques de la maladie de Parkinson. La dopamine fait partie de la famille
des catécholamines regroupant aussi I’adrénaline et la noradrénaline. La dopamine est produite
a partir de la dihydroxyphénylalanine (DOPA) qui est elle-méme produite a partir de la tyrosine.
Les récepteurs dopaminergiques peuvent étre séparés en deux familles : soit la famille « Di-
like » qui contient les récepteurs D1 et DS et les « Dp-like » qui contiennent les récepteurs D2,
D3 et D4. Les « Dy-like » sont associ€es a une protéine Gs alors que les « Do-like » sont le plus
souvent associées a une protéine G; (Landry et al., 2014). La différence est importante, car
I’activation de 1’un ou I’autre des deux groupes de récepteurs produira des effets cellulaires tres
différents. En effet, au niveau du systeme nerveux central, |’activation des récepteurs « Di-like »
et de la protéine Gs provoque I’activation de 1’adénylate cyclase. Cette enzyme permet la

production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) a partir de 1’adénosine triphosphate
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(ATP). L’augmentation d’AMPc provoque une cascade moléculaire passant par I’activation de
la protéine kinase A (PKA) et aboutissant a ’augmentation de la fréquence de génération d’un
potentiel d’action. A I’opposée, ’activation des « Dy-like » et de sa protéine G; entraine plutdt
une diminution de la susceptibilité du neurone a émettre un potentiel d’action via la diminution
de production d’AMPc par 1’adénylate cyclase. Outre la protéine G, les récepteurs « Da-like »
sont aussi associés a d’autres voies de signalisation (Figure 3). Par exemple, I’activation des
récepteurs « Da-like » peut aussi agir sur la protéine kinase Akt via les protéines B-arrestin2 (j3-
Arr2) et phosphatase 2A (PP2A) en formant un complexe rendant Akt inactive (Beaulieu et al.,
2011; Landry et al., 2014). Ceci aura alors un effet positif (soit une activation) de la protéine
GSK-3 o/B, cible naturelle d'Akt. Les deux groupes de récepteurs « D1/D: like » sont fortement
exprimés au niveau du striatum et participent a la modulation de la transmission synaptique.
Méme si la plasticité synaptique implique principalement le neurotransmetteur glutamate, la
dopamine et l'activation des récepteurs dopaminergiques jouent un role essentiel a l'induction
de la plasticité synaptique dans le striatum (Calabresi et al., 2007; Surmeier et al., 2007). En
effet, suite a la dégénérescence des neurones dopaminergiques, telle que dans la maladie de
Parkinson, la plasticité synaptique est fortement compromiée (Shen et al., 2008). La plasticité
synaptique est trés importante, car elle permet de se rappeler les séquences précises pour
effectuer une tdche motrice, méme aprées des années sans ’avoir exécutée. La forme durable
d’augmentation de la force synaptique est appelée potentialisation a long terme (PLT) alors que
sa diminution est appelée dépression a long terme (DLT). L’activation des récepteurs NMDA
par le glutamate permet généralement le déclenchement du processus amenant la PLT (Bliss et
al., 1993; Luscher et al., 2012). Quant a la DLT, elle est également déclenchée par 1’activation
des récepteurs NMDA, mais aussi les récepteurs métabotropiques et muscariniques
(Collingridge et al., 2010). Ces deux modes d’adaptation synaptiques sont importants et présents
au niveau du striatum. Dans cette région du systéme nerveux central, la DLT implique aussi le
groupe de récepteurs « Do-like » alors que le blocage de ces récepteurs empéche la formation
de DLT (Shen et al., 2008). La PLT impliquerait plutdt le groupe de récepteur « Di-like »
(Calabresi et al., 2007). Ainsi, la plasticit¢ synaptique dans le striatum nécessite le bon

fonctionnement des voies glutamatergiques et dopaminergiques.
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Chapitre II : Voies de signalisation cellulaire

2.1 Généralités

Une fois les neurotransmetteurs libérés dans la fente synaptique, ceux-ci activeront

leurs récepteurs respectifs. Ainsi la transduction du signal entrainera une cascade de

signalisation cellulaire qui passera par I’activation de plusieurs molécules. Ce mécanisme

peut étre tres complexe et dépend de plusieurs éléments tels que la nature du signal, le type

de cellule impliquée, le contexte cellulaire, etc. Une de ces voies de signalisation implique

les protéines phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), Akt et GSK-3. L’activation des

.récepteurs a tyrosine kinase (RTK) et des récepteurs couplés a des protéines G (GPCR)
enclenchent une cascade moléculaire commengant par la PI3K qui phosphorylera ensuite

la protéine kinase B (Akt) qui phosphorylera a son tour la protéine Glycogen Syntase

Kinase 3 (GSK-3). Le processus est expliqué plus en détail dans les prochaines sections.

2.2 Phosphatidylinositol 3-kinase

La voie de signalisation PI3K/Akt est trés importante, car elle exerce de
nombreuses fonctions dans plusieurs types cellulaires. En effet, cette voie de signalisation
est activée suite a différents stimuli. La voie PI3K/Akt est bien connue pour son role dans
la prolifération et survie cellulaire ainsi que dans la régulation du métabolisme. Par
ailleurs, PI3K est une protéine kinase qui est fréquemment mutée dans différents types de
cancers et elle est la cible de plusieurs traitements (Sheppard et al., 2012; Danielsen et al.,
2015)}. Une fois activée, la principale fonction de PI3K dans la cellule est de phosphoryler
le  phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  (PIP2) en  phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate (PIP3) en présence d’une molécule d’ATP. Suite a la transformation du PIP2
en PIP3, le second messager PIP3 peut interagir avec diverses protéines, dont Akt et ainsi
activer diverses voies de signalisation (Hemmings et al., 2012). La Figure 4 démontre
différentes protéines activées suite a la production de PIP3 par la PI3K. Les PI3K peuvent
étre divisés en différentes classes (IA, IB, I, III et IV) dépendamment de leur structure,
distribution dans I’organisme et mécanisme d’activation. Les PIP3K de classe I sont celles

qui générent le PIP3 qui activera, entre autres, la protéine Akt via le domaine PH.
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Figure 4. Protéines activées par I’interaction avec le PIP3 produit par la PI3K

Ce schéma démontre que I’activation d’un RTK (ici par un facteur de croissance) permet
’activation de la PI3K, la production de PIP3 et I’activation d’ Akt ainsi que de plusieurs
autres protéines. Tirée de (Landry et al., 2014)

2.3 Protéine kinase B

Suite a I’activation de la PI3K et a la production de PIP3, plusieurs protéines
entrent en jeu afin de poursuivre la transduction du message. Akt fait partie de ces
protéines qui sont centrales dans la signalisation cellulaire des cellules eucaryotes. La
sérine/thréonine kinase Akt est hautement exprimée chez les mammiferes et régule
plusieurs fonctionnements cellulaires tels que la prolifération, la survie et la plasticité
cellulaire (Manning et al., 2007; Machado-Vieira et al., 2015). Akt possede trois isoformes
(Akt1/PKBa, Akt2/PKBf et Akt3/PKByY) qui sont encodées par trois génes distincts. La
distribution de ces trois isoformes n'est pas uniforme dans tous les tissus. En effet, Akt3
est significativement plus exprimée dans le cerveau qu’Akt2 alors qu’Aktl serait
ubiquitaire (Nakatani et al., 1999). Akt demeure naturellement dans une conformation

inactive. L’interaction de PIP3 avec Akt via son domaine PH permet d’induire un
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changement de conformation d’Akt et ainsi activer partiellement son activité enzymatique
via la phosphorylation de la thréonine 308 par la phosphoinositide-dependent kinase-1
(PDK1) (Figure 5) (Alessi et al., 1997). Pour maximiser I’activit¢é d’Akt, la
phosphorylation de la sérine 473 est importante. Plusieurs protéines peuvent phosphoryler
ce site, mais la protéine mammalian target of rapamycin complex 2 (mTORC?2) serait la
plus importante (Hers et al., 2011; Wee et al., 2017). Akt est une protéine kinase et par le

fait méme son rdle est de phosphoryler d’autres proté€ines. Au cours des années plusieurs
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Figure 5. Mécanisme d’activation et d’inactivation d’ Akt

La production de PIP3 par la PI3K permet le changement de
conformation d’ Akt et ainsi permet a PDK-1 de phosphoryler Akt
sur la thréonine 308 et @ mTORC2 sur la sérine 473 afin de
permettre une activité maximale. Tirée de (Hers et al., 2011)

cibles d’ Akt ont €té identifiées. En effet, depuis I’identification d’Akt, plus d’une centaine
de substrats d’Akt ont été identifiés (Manning et al., 2007). Etant donné son réle trés
important dans la signalisation cellulaire, le déréglement d’Akt est aujourd’hul associé
avec plusieurs maladies telles que le cancer et le diabete (Mackenzie et al., 2014). Par

exemple, il est bien connu que dans certains cas de cancer, il existe une hyperactivation ou
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une surexpression des RTKs qui mene a ’activation inadéquate d’Akt (Chandarlapaty et
al., 2011; Davis et al., 2014). L’inactivation d’ Akt est assurée par la déphosphorylation de
la sérine 473 par la PH domain leucine-rich repeat protein phosphatase (PHLPP) et de la
T308 par PP2A (Figure 5) (Andjelkovic et al., 1996; Gao et al., 2005). La protéine Akt est
aussi impliquée dans le développement du cerveau ainsi que dans plusieurs maladies
neurodégénératives et troubles psychiatriques tels que la schizophrénie (Zheng et al.,
2012). Comme mentionné précédemment, les RTKs sont situés au début de la cascade
d’activation de la voie de signalisation PI3K/Akt. Plusieurs facteurs de croissance tels que
le brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ou insulin-like growth factor 1 (IGF-1)
peuvent activer les RTKs et par le fait méme promouvoir la survie et la différenciation
cellulaire via P’activation de la voie PI3K/Akt. Ainsi, une hypoactivation d’Akt peut
induire un probléeme développemental et méme une certaine neurodégénération (Lee et al.,
20006). L’isoforme Akt3 est certainement d’un grand intérét en neurosciences. En effet, il
a ét¢ démontré que les cerveaux sont anormalement petits chez les rongeurs ayant une
délétion génétique d’Akt3 (Easton et al., 2005; Poduri et al., 2012). Contrairement aux
souris Akt2 KO, les souris Akt3 KO n’ont pas de dysfonction du métabolisme du glucose
(Cho et al.,, 2001; Easton et al., 2005). De plus, la délétion de I’isoforme Akt3 est aussi
fortement impliquée dans le développement de comportements retrouvés dans certains
troubles psychiatriques tels dans la schizophrénie, le trouble anxieux et la dépression
(Bergeron et al., 2017; Howell et al., 2017). Ainsi, les isoformes d’ Akt3 auraient des rdles

complémentaires et non redondants.

2.4 Glycogen Synthase Kinase-3

GSK-3 a été initialement identifié comme une protéine importante dans la
régulation du métabolisme du glucose en étant I’enzyme limitante & la formation de
glycogene, d’ou son nom Glycogen Synthase Kinase. Au cours des dernieres années,
plusieurs autres fonctions ont été identifiées dont un r6éle important au niveau du systéme
nerveux central. GSK-3 comporte deux isoformes, soit GSK-3a et GSK-3B. Chez les
mammiferes, les deux isoformes de GSK-3 sont exprimées dans tous les tissus, mais 1l est
intéressant de noter que GSK-30/p sont fortement exprimée dans le cerveau (Yao et al.,

2002). GSK-3 est une protéine kinase possédant des caractéristiques qui la distingue des
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autres kinases. En effet, contrairement a Akt, GSK-3 est constitutivement active et ¢’est
sa phosphorylation sur des sites spécifiques qui la rend moins active. La protéine kinase
GSK-3 a été I'une des premicres cibles d’Akt a étre identifi¢ il y maintenant plus de 20
ans (Cross et al., 1995). En effet, Akt et la protéine kinase GSK-3 sont intimement
connectées (Figure 6). La phosphorylation de GSK-3a sur la sérine 21 et sur la sérine 9
dans le cas de GSK-3[3 empéche la kinase de pouvoir phosphoryler ses substrats (Hughes
et al., 1993; Freland et al., 2012). Plusieurs kinases comme Akt, PKA ou PKC sont
reconnues pour phosphoryler GSK-3 et ainsi diminuer son activité (Cross et al., 1995; Li
et al., 2000; Fang et al., 2002). La relation entre Akt et GSK-3 est intéressante, car GSK-
3a peut phosphoryler Akt sur la thréonine 312 et par le fait méme inhiber ’activité d’ Akt
(Gulen et al., 2012). Cette inhibition d’Akt va donc diminuer la phosphorylation GSK-3
/B sur la sérine 21/9. GSK-3 possede

L RTK GPCRs
donc un mécanisme pour augmenter
sa propre activité. La Figure 6 montre L Pi3K ‘__J
bien la cascade de signalisation l
impliquant Akt et GSK-3. Ainsi PIP3 — PDK1 PDK2
beaucoup de signaux provenant de l l
_ _ Thr308 Ser473
’activation des RTK ou des GPCRs Q 0
<—PPZL Akt active
peuvent avoir un effet sur GSK-3. De ] l
plus, GSK-3 posséde aussi une voie de { l
, . . . Ser21 Ser9
régulation qui passe par la protéine 3- 0
i Ak L ) GSK3a - GSK3p
arr2. I1 a déja été mentionné que suite active active

a Dlactivation des récepteurs « D2-

Figure 6. Voie PI3K/Akt/GSK-3
like », un complexe [B-arrestin2-Akt- AU l

PP2PA se forment et subséquemment Tirée de (Beaulicu et al., 2009)
inactive Akt par sa déphosphorylation par la PP2PA. Par contre, il est important de
mentionner que GSK-3 peut aussi se joindre au complexe et de ce fait se faire
déphosphoryler par la PP2PA. Ce mécanisme va ainsi activer GSK-3. Fait intéressant,
GSK-3 serait une protéine importante dans la formation de ce complexe -arrestin—-PP2A—
Akt—-GSK-3. Ce mécanisme serait donc une fagon de promouvoir sa propre activation

(O'Brien et al., 2011). GSK-3 posseéde aussi des sites de phosphorylation importants pour
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promouvoir son activité. En effet, la phosphorylation de GSK-3 sur la Tyrosine216 (GSK-
3PB) et sur la Tyrosine279 (GSK-3a) serait requise pour une activité maximale de la kinase
(Frame et al., 2001; Beurel et al., 2015). Cette phosphorylation est particuliére, car GSK-
3 est une sérine/thréonine kinase, mais lors de sa synthése, GSK-3 aurait la capacité de

s’auto phosphoryler sur ces sites afin d’étre pleinement active (Cole et al., 2004).

2.4.1 Role de GSK-3 dans le développement de maladies

neurodégénératives et psychiatriques

GSK-3 est une protéine centrale dans plusieurs maladies et désordres
neurologiques. Au cours de derniéres années, beaucoup d’études ont consacré leurs efforts
pour découvrir le réle de cette kinase dans le développement et le traitement de plusieurs
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson.
Plusieurs études ont pu confirmer le réle de GSK-3 dans ces maladies et ainsi ouvrir la
porte a de futurs traitements. Par exemple, dans la maladie d’Alzheimer, 1’activité accrue
de GSK-3 contribue a I’hyper phosphorylation de la protéine tau et la formation des
neurofilaments (Phiel et al., 2003; Llorens-Martin et al., 2014). Tau est une protéine
importante au niveau du cytosquelette et plusieurs études sont en cours afin de déterminer
le role exact de GSK-3 dans le développement de la maladie d’Alzheimer. Chez les
rongeurs, GSK-3 aurait aussi un rdle a jouer dans le développement de la maladie de
Parkinson, car son inhibition aurait un effet neuroprotecteur (King et al., 2001; Duka et
al., 2009). Outre les maladies neurodégénératives, GSK-3 a aussi un réle important a jouer
dans les désordres neurologiques. En effet, la perturbation de la voie de signalisation Akt-
GSK-3 a été associée a plusieurs pathologies telles que la dépression et les troubles
bipolaires (Gould et al., 2005; Kitagishi et al., 2012). De plus, certaines forment de
polymorphismes de GSK-3, de méme que le dysfonctionnement de la voie Akt-GSK-3,
ont été reli¢es a la dépression (Karege et al., 2007; Inkster et al., 2009). La sérotonine (5-
HT) est un neurotransmetteur qui participe au bon fonctionnement de plusieurs fonctions
physiologiques comme le sommeil, I’humeur, la douleur, mais elle est aussi impliquée
dans les troubles de I’humeur (Kolb et al., 2012). L. activité¢ de GSK-3 a/p est aussi régulé
par la sérotonine. En effet, il a ét¢ démontré que 1’augmentation de 5-HT dans la fente

synaptique augmente la phosphorylation de GSK-3 dans plusieurs régions du cerveau dont
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I’hippocampe et le striatum (Li et al., 2004; Beaulieu et al., 2008a). Par contre, cette voie
régulation de GSK-3 ne passerait pas par la voie Akt/GSK-3, car I’administration de
médicaments augmentant la quantit¢ de 5-HT tel que les inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la sérotonine (ISRS) ne modifient pas I’activité d’Akt (Li et al., 2007). La

découverte du lithium

RTK GPCR D2R GPCR?
a été un é€lément \ / \ /
déclencheur dans les
recherches sur la PI3K Akt:3Arr2:PP2A

protéine kinase GSK-  .p, 7 oins / I+
Akt

3. Le lithium (LiCl) a L
PiP3 — 1

été initialement utilisé PDK1 Akt
pour le traitement des GSK3
A\\.

manies dans les Li+

troubles  bipolaires Figure 7.  Mécanisme d’inhibition de GSK-3 par le LiCl
(Cade, 1949).

Aujourd’hui Tirée de (Freland et al., 2012)

plusieurs autres effets thérapeutiques ont €té¢ découverts, mais il est encore aujourd’hui
utilisé dans de nombreuses thérapies pour soigner les troubles de I’humeur (Freland et al.,
2012). Au cours des années, plusieurs cibles du LiCl ont été décelées. En effet, le LiCl est,
en autre, un inhibiteur des inositol monophosphatases (IMPA) et GSK-3 (Phiel et al.,
2001). Le LiCl agit sur GSK-3 via une inhibition directe et indirecte (Figure 7). En effet,
le LiCl est un inhibiteur compétitif du magnésium et inhibe directement GSK-3 via ce
mécanisme(Ryves et al., 2001; Gould et al., 2005). De plus, il peut agir sur le complexe
Akt/BArr2/PP2A (Beaulieu et al., 2008b). Tel que mentionné précédemment, ce complexe
provoque 1’inactivation d’Akt via sa déphosphorylation par PP2A. Ainsi, I’inhibition de
ce complexe par le LiCl empéche PP2A de déphosphoryler Akt. Cette activation d’ Akt lui
permet donc de phosphoryler GSK-3 o/ et ainsi diminuer son activité. Ce mécanisme est
trés intéressant pour le domaine des neurosciences, car il implique les récepteurs D2 et la
dopamine ce qui fait que cette régulation de GSK-3 n’est pas présente dans toutes les

cellules malgré le fait que GSK-3 est exprimée de fagon ubiquitaire.
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Chapitre III : Hypothéses de recherche et méthodologie

Grace au progres de la génétique, la génération de rongeurs génétiquement
modifiés a permis de mieux comprendre le role de plusieurs protéines. Au laboratoire,
nous avons obtenu un modele de souris possédant une délétion génétique d’Akt3 (Akt3
KO). Ces souris ont €té utilisées pour démontrer le réle d’Akt3 dans diverses fonctions du
cerveau telles que la cognition, I’émotion et la motricité. Nous avons observé des
comportements anormaux chez la souris Akt3 knockout rappelant certains troubles de
I’émotion tels que le trouble anxieux, la dépression et la schizophrénie (Schizophrenia
Working Group of the Psychiatric Genomics, 2014; Bergeron et al., 2017). Chez ces
souris, aucune anomalie au niveau de 1’orientation spatiale et la mémoire cognitive, ainsi
que la capacité d’exécuter des tdches motrices n’ont été dénotée (Bergeron et al., 2017).
Or, il n’a pas ét€ €tabli si ces souris ont un déficit lors de ’apprentissage d’une tache
motrice complexe. La méthodologie est détaillée dans I’article scientifique (Chapitre IV),
mais I’approche expérimentale est décrite de facon générale ci-dessous. Mon projet de

recherche a voulu répondre aux deux questions suivantes :

1. Est-ce que les souris Akt3 KO ont des troubles

d’apprentissage moteur ?

Au niveau cérébral, Akt est impliqué dans la PLT, DLT et dans plusieurs désordres
neurologiques. Malgré tout, le rdle d’Akt3 au niveau de I’apprentissage moteur n’est pas
bien connu. Etant donné son réle capital dans la cellule, il serait intéressant de vérifier si
la délétion d’Akt3 entraine un déficit d’apprentissage, surtout que cet isoforme est
principalement exprimé au niveau du cerveau. De plus, il a déja ét€ démontré que
I’inhibition de mTORC, activateur d’Akt, au niveau du striatum induit un déficit dans
I’apprentissage moteur (Sarbassov et al., 2006; Bergeron et al., 2014). Afin de répondre a
cette question, le rotarod, appareil reconnu pour quantifier les différentes phases de
I’apprentissage tdche motrice complexe chez les rongeurs (Costa et al., 2004; Bureau et
al., 2010), sera utilisé. En comparant deux groupes de souris, WT et Akt3 KO, il sera

possible de vérifier I’effet de la délétion d’Akt3 sur ’apprentissage d’une tdche motrice



complexe comme le rotarod. Le rotarod va permettre non seulement de détecter la vitesse
d’apprentissage des WT versus les KO, mais aussi de savoir si ces derniéres sont capables

d’atteindre le méme niveau de performances que les WT.

2. Est-ce que la voie Akt-GSK-3 est impliquée?

Akt est connu pour réguler ’activité de GSK-3 o/f3 via sa phosphorylation sur la
S21 et 9 respectivement. La délétion génétique d’ Atk3 ne provoque pas une surexpression
des deux autres isoformes d’Akt, soit Aktl et Akt2 (Easton et al., 2005; Tschopp et al.,
2005). Cela suggere donc que Akt3 est une protéine fondamentale dans le cerveau et que
sa délétion pourrait avoir un impact sur ses protéines cibles comme GSK-3. Ainsi, la
délétion d’Akt3 pourrait provoquer une diminution de la phosphorylation de GSK-3 o/f3.
L’hyperactivation de GSK-3 est connue pour induire divers troubles neurologiques, mais
induit aussi une diminution de la PLT et ainsi possiblement déréguler I’apprentissage
moteur (Peineau et al., 2007; Zhu et al., 2007). A Dinstar d’Akt3, la premiére €tape sera
de vérifier ’effet de la délétion de GSK-3 o/f3 sur I’apprentissage du rotarod. Pour ce faire,
des souris GSK-3a KO et hétérozygotes (HT) seront utilisées en plus des souris GSK-3[3
HT, car sa délétion complete est 1étale (Hoeflich et al., 2000). Afin de déterminer si les
deux formes de GSK-3 sont importantes pour 1’apprentissage, un inhibiteur de GSK-3
(SB216763) sera injecté directement dans le striatum de souris WT et ainsi vérifier
I’impact sur I’apprentissage du rotarod. En deuxieme temps, I’activité de GSK-3 dans les
striatums des souris WT et Akt3 KO sera comparée afin de détecter toute modification de
son activité induite par la délétion d’Akt3. Ceci sera fait en vérifiant les sites d’activation
de GSK-3 (phospho-Tyrosine279 pour GSK-3a et phospho-Tyrosine216 pour GSK-3f3)
ainsi que deux sites de la protéine Tau (sérine202 et sérine404), normalement

phosphorylés par GSK-3.
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Chapitre IV : Article scientifique

Le contenu de ce chapitre présente un article scientifique en processus de
préparation qui sera publi€é prochainement dans une revue telle que Behavioural

Neuroscience ou Behavioural Brain Research.

4.1 Contribution des auteurs

Les travaux présentés ont été réalisés en majeure partie par Bruno Ouimet, sous la
supervision de Michel Cyr PhD. Yan Bergeron a établi la colonie de souris AKT3 KO
dans le laboratoire de Michel Cyr et Guy Massicotte. Elise Pépin a aidé a caractériser les
souris AKT3 KO. Laure Chagniel a réalisé les expériences comportementales sur les souris
GSK-3 KO. Bruno Ouimet et Michel Cyr ont écrit le manuscrit. Michel Cyr et Guy

Massicotte ont contribué a créer le cadre expérimental et corriger le manuscrit.



4.2 Résumé

La protéine Akt et ses isoformes (Aktl, Akt2 et Akt3) sont des sérine / thréonine
kinases. Egalement connue sous le nom de protéine kinase B, ces enzymes sont impliquées
dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques du systéme nerveux central.
Une caractéristique frappante de ces enzymes est leur capacité a interagir avec plusieurs
cibles moléculaires telles que la glycogene synthase kinase 3 (GSK-3). Parmi les isoformes
d’Akt, Akt3 est significativement plus exprimé dans le cerveau et la présente étude a €t€
congue pour déterminer si la voie Akt3 / GSK-3 joue un réle dans l'apprentissage d'une
tache motrice complexe. En utilisant le rotarod en accélération, €preuve bien connue pour
reproduire les différentes phases d'apprentissage moteur, nous avons démontré chez la
souris que la délétion génétique de GSK-3a ou de GSK-3[ n'avait aucun effet sur les
performances du rotarod. Cependant, la délétion d’Akt3 a compromis sérieusement
I’apprentissage du rotarod lorsque comparé avec les souris de type sauvage. L'analyse
biochimique dans le striatum a révélé des modifications des taux phosphorylées de GSK-
3 et de Tau chez les souris déficientes en Akt3, qui ont une activité accrue de la protéine
kinase GSK-3. Dans cette optique, nous avons observé que les changements biochimiques
et au niveau de I’apprentissage moteur €taient prévenus chez les souris déficientes en Akt3
par des traitements chroniques au lithium, un inhibiteur bien connu de GSK-3. Mis
ensemble, nos résultats ont soulevé la possibilité intéressante que l'interconnexion entre
les kinases Akt3 et GSK-3 soit importante dans l'apprentissage de nouvelles taches

motrices complexes.
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ABSTRACT

Akt protein family (Aktl, Akt2 and Akt3) of serine/threonine kinases, also known as protein
kinase B, are enzymes implicated in many physiological and pathological processes in the CNS.
A striking feature of these enzymes is their ability to interact with several molecular targets such
as the glycogen synthase kinase 3 (GSK-3). Among Akt isoforms, the Akt3 is significantly more
expressed in the brain and the present investigation was designed to determine whether the
Akt3/GSK-3 pathway plays a role in the learning of a complex motor skill. Using the
accelerating rotarod task, known to reproduce different motor learning phases, we demonstrated
in mouse models that genetic deletion of GSK-3a or GSK-3f had no effect on rotarod
performances. However, Akt3 deletion robustly compromised rotarod learning when compared
to wild type animals. Biochemical analysis in the striatum revealed modifications in the levels
of both phosphorylated GSK-3 and Tau in Akt3-deficient mice, which are reminiscent of
enhanced GSK-3 activity. In this line, we observed that both biochemical and motor learning
impairments were prevented in Akt3-deficnt mice by chronic treatments with lithium, a well-
known GSK-3 inhibitor. Altogether, our findings raised the interesting possibility that
interconnection between Akt3 and GSK-3 kinases is required in the learning of new complex

motor tasks.

INTRODUCTION

Many basic and fine motor skills.are fundamental for everyday life activities. This type of
procedural ability builds through the integration of initially distinct movements into one
particular behavioural unit. Consequently, the skill becomes automatic or habitual, instead of

goal directed. The integration of several commands coming from diverse regions of the central
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nervous system, notably the motor cortex, basal ganglia, hippocampus and the cerebellum, are
necessary for the optimization process associated with motor learning (Packard and Knowlton,
2002; Ungerleider et al., 2002). Despite recent progress in the field of motor learning, we are

still lacking critical information on the molecular mechanisms orchestrating this process.

The serine/threonine kinase Akt is highly expressed in mammal tissues and regulates many
cellular functions such as cell development, growth, and survival (Machado-Vieira et al., 2015;
Manning and Cantley, 2007). Furthermore, Akt is a kinase important to normal brain function
as compromised expression has been related to human brain disorders (Cole, 2013; Zheng et al.,
2012). In mammal cells, Akt has three isoforms with specific distribution and function. Aktl
(PKBa) is ubiquitous, Akt2 (PKBJ) is more significantly expressed in liver, skeletal muscle
and kidneys (Altomare et al., 1995; Chong et al., 2005), while Akt3 (PKCy,) is predominantly
found in brain tissues (Nakatani et al., 1999, Yang et al., 2005). Akt3 isoform is of great interest
in neuroscience research as it represents half of the total Akt in the cerebral cortex and
hippocampus (Easton et al., 2005), is involved in postnatal brain development and has been
identified as a potential contributor to psychiatric symptoms in rodents and humans (Bergeron
et al., 2017; Del'Guidice et al., 2015; Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics, 2014). In the present study, using genetic and pharmacological tools, we have
investigated whether Akt3 and the known downstream target of Akt signaling, GSK-3, play a
role in the learning processes and motor abilities required for the acquisition of a new complex

motor skill.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

The generation of Akt3 knockout (Akt3 KO), GSK-3a knockout (GSK-3a KO) and GSK-3f
heterozygotes (GSK-3 HT) mice were described previously (Easton et al., 2005; Hoeflich et
al., 2000; MacAulay et al., 2007). Mice were housed with a 12 h light-dark cycle with food and
water ad libitum. 12 to 18 weeks-old KO mice and their wild-type (WT) littermates were used
for experiments. WT and KO mouse groups were matched for age and gender in all experiments,
and all treatments were assessed in drug-naive animals. All experiments were approved by the
UQTR Institutional Animal Care and Use Committee and performed in accordance with the
Canadian Council on Animal Care. Five sets of experiments were conducted on six independent
cohorts of mice. (1) The first one involved motor behavioral testing in drug naive WT and
homozygous Akt3 KO mice run in this sequence: accelerating rotarod, wire suspension and pole
tests. Other independent sets evaluated the accelerating rotarod performances in (2) WT,
heterozygous and homozygous GSK-3a KO littermates; (3) WT and heterozygous GSK-33 KO
littermates; (4) vehicle and GSK-3 inhibitor (SB216763) treated WT mice; and (5) WT and Akt3

KO mice treated with lithium (LiCl) treatments.

Motor Behaviour Tests

The accelerating rotarod, wire suspension and pole tests were performed as described
previously (Bergeron et al., 2014; Chagniel et al., 2012). The accelerating rotarod test consisted
of a suspended rod that accelerated at a constant rate from 4 to 40 rpm in 300s. The apparatus

were from AccuScan Instruments (Columbus, OH, USA). A trial ends when the mouse falls off
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the rod or after reaching 300s. Time was recorded for each trial. A resting time of 180s was
allowed between each trial. Ten trials were completed per day for three consecutive days.

The wire suspension test consisted in hanging the mouse by the paws in the middle of a
cable (length 80 cm, height 25 cm) fixed between two platforms. The time required to reach one
of the platforms was recorded. The pole test comprised of a vertical pole (diameter 1.5cm and
height 50 cm) fixed on the table and covered by a platform at the top. The mouse was positioned
underneath the platform, head upward, and the time to turn down and reach the table was
recorded. The maximal time allowed to complete each test was set at 60s. In these two later

tests, animals were pre-trained so they fully achieve the task before testing.

Pharmacological Treatments

The GSK-3 inhibitor SB216763 (Tocris, MN, USA) or vehicle (100% DMSO) was administered
15 minutes before rotarod training. They were injected bilaterally (10pug/1pnL/side) directly into
the dorsal striatum (stereotaxic coordinates: AP: +0.86mm; ML: £ 1.50mm; DV: -3.25mm
relative to bregma) via a cannula (Plastics One, VA, US) at a constant rate of 0.5uL/min using
a microinjector pump (Havard Apparatus, MA, USA) for a total of 2min. The cannula was
implanted in mice under isoflurane anesthesia 7 days before the beginning of treatments to allow
full animal recovery.

In the experiment using LiC] treatment, WT and Akt3 KO mice received 0.2% LiC] diet
(Harlan Teklab, WI, USA) for 5 days, followed by 10 additional days of 0.4% LiCl diet as
previously described (O'Brien et al., 2004). Mouse drinking water was supplemented with 0.9%
NaCl to reduce ion imbalance and potential polyuria caused by the treatment. Motor behaviour

tests were initiated on day 11. On day 15, mice were anesthetized under isoflurane, decapitated,
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blood was collected through a cardiac puncture and brains were removed. Serum LiCl
concentrations were evaluated using a flame photometer (Perkin-Elmer, model Analyst 100).
Brains were dissected rapidly, frozen on dried ice and kept at -80 °C until processed for western

blots analysis.

Western Blot

Striatal tissues were homogenized in RIPA buffer (65 mM Tris base, 0.15 M NaCl, 0.1% Triton-
100x, 0.25% SDS, 1 mM EDTA) containing protease and phosphatase inhibitors cocktail
(Roche, IN, USA). Protein concentration was determined by Bradford assay (Bio-Rad, CA,
USA). 40 ug of protein samples were heated at 95°C for 5 min, loaded on 10% SDS-PAGE gel
electrophoresis and then transferred on nitrocellulose membranes. The membranes were blocked
in 5% BSA/TBS-Tween 0.1% for 1 hour at room temperature and incubated overnight at 4°C
with the following primary antibodies: phospho- GSK-3o/ Y279/Y216 (1:2000, Abcam, MA,
USA), GSK-3a/f (1:2000, Millipore, MA, USA), phospho-Tau S202 (1:1000, Abcam),
phospho-Tau S404 (1:1000, Abcam) and Tau-5 (1:1000, Abcam). Membranes were washed
twice in TBS-Tween 0.1% and incubated with the corresponding horseradish peroxidase
conjugated secondary antibody (1:5000, Cell Signaling Technology, MA, USA) for 1 hour at
room temperature. Mouse monoclonal antibody against GAPDH (1:10000, Abcam) was used
as a loading control. Chemiluminescence reactions (SuperSignal West Femto
chemiluminescence kit, Pierce Chemical Co., IL, USA) were achieved to visualize protein and
performed densitometric analyses using the Visonwork LS software (UVP bioimaging, CA,

USA).
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STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism software (version 5.0, Graph Pad
Software, CA, USA). Data were subjected, as appropriate, to a two-way repeated measures
ANOVA followed by the post hoc Bonferroni test. Data were reported as the mean + S.E.M.

Statistical significance was set at p < 0.05.

RESULTS

Deletion of Akt3 compromised rotarod performances but not general motor abilities. The
accelerating rotarod task is commonly used to evaluate motor skill learning (Bureau et al., 2010;
Luft and Buitrago, 2005). As we previously reported (Bureau et al., 2010), rotarod performances
in WT mice rapidly improved at the first and second day of training and reached a plateau on
day 3 (Figure 1A). On the other hand, rotarod performances in Akt3 KO mice improved at a
much slower rate at day 1 and 2 when compared to WT littermates. In addition, the plateau of
performances is significantly lower than WT mice at day 3 (Figure 1A). Two-way repeated
measures ANOVA followed by Bonferroni post hoc test was performed on the average of the
first two trials and revealed a significant effect of genotype (F1,20y= 50.55, P < 0.001), an effect
of training days (F2,20= 48.59, P < 0.001) but no interaction between genotype and training
days (F2,20=2.557, P> 0.05) (Figure 1B). Analysis of the last two trials indicated a significant
effect of genotype (Fa,200= 13.44, P <0.01), an effect of training days (F,20= 4.958, P < 0.05),
but no interaction between genotype and training days (F2,200= 0.05394, P >0.05) (Figure 1B).
We next assessed gross motor skills in order to verify whether the impaired rotarod

performances were due to learning deficits or compromised motor abilities such as coordination,
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motion speed and muscular strength. We observed that both Akt3 KO mice and their WT
littermates exhibited similar performances at the pole (Figure 1C, unpaired ¢-test, P> 0.05) and

wire suspension tests (Figure 1D, unpaired #-test, P > 0.05).

Genetic deletion or pharmacological inhibition of GSK-3 has no effect on rotarod learning.
Homozygous deletion of GSK-3f or deletion of both o and f GSK-3 isoforms were known to
be lethal (Hoeflich et al., 2000). We therefore assessed the accelerating rotarod test in the GSK-
3a heterozygous and homozygous, as well as the GSK-33 heterozygous KO mice. Neither
genetic deletion of GSK-3a nor GSK-3[3 was associated with alteration in rotarod performances
(Figures 2A, 2B). In order to assess the effect of inhibiting both GSK-3a and GSK-3f3 isoforms
at the same time, we injected the selective GSK-3 o/} inhibitor SB216763 directly into the
dorsal striatum, a region well known to be implicated in motor skill learning (Bergeron et al.,
2014; Bureau et al.,2010; D'Amours et al., 2011; Lemay-Clermont et al., 2011; Yin et al., 2009).
Intra-striatal infusion of SB216763 prior each day of training did not impair rotarod learning

(Figure 2C).

Evidence of augmented GSK-3 activity in the striatum of Akt3 KO mice. Our previous study
on Akt3 KO mice has revealed that an increase in the levels of phospho-Ser21-GSK-3a and
phospho-Ser9-GSK-3p occurred in the striatum structure, which are known to enhance GSK-
3a/B activity (Bergeron et al., 2017). It has been shown that increased phosphor-Tyr279-GSK-
3a and phosphor-Tyr216-GSK-3p is also related to an increase in these kinases activity (Jope,
2003; Kirshenboim et al., 2004). Western blot analysis revealed that the levels of phospho-

Tyr279-GSK-3a and phospho-Tyr216-GSK-3[3 were both increased in the striatum of AKT KO
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mice (Figures 3A and 3B). Chronic LiCl treatment was able to reduce to control values the levels
of phospho-GSK-30o/B (Figures 3A and 3B). To further accumulate evidence of an increased
GSK-3 activity in the striatum of Akt3 KO mice, we assessed the levels of phospho-Ser202 and
phospho-Ser404 of Tau, two well-known molecular targets of activated GSK-3 (Sutherland,
2011). Western blot quantification revealed that LiCl treatments decreased the striatal levels of
phospho-Ser202-Tau in WT mice; whereas the levels of phospho-Ser404-tau were unaffected
(Figures 3C and 3D). In Akt3 KO mice, both levels of phospho-Ser-Tau were increased
compared to their WT littermates. The LiCl treatment reduced to control values the striatal levels

of phospho-Ser202/404 (Figures 3C and 3D).

LiCl administration rescued rotarod performances in Akt3 KO mice. We investigated the
effect of a chronic LiCl treatment on the accelerating rotarod performances of Akt3 KO mice.
It is noteworthy that serum LiCl concentrations were measured at the end of treatments and a
mean of 0.09 £ 0.08 mM were detected in mice fed with LiCl chow; levels in mice fed with
normal chow were undetectable. Our rotarod analyses confirmed the reduced performances in
Akt3 KO mice as previously displayed in Figure 1 and revealed that the LiCl treatment was
without effect on WT mice (Figure 4A). Notably, Akt3 KO mice fed with LiCl significantly
improved their performances on the rotarod when compared to Akt3 KO mice fed with normal
chow. Statistical analysis using two-way repeated measures ANOVA followed by the post hoc
Bonferroni test of the first two trials displayed a significant difference between the treatments
(F,32=10.40, P <0.001), an effect of training days (F2,32y= 140.2, P <0.00!) and no interaction
between treatments and days of training (F32= 1.519, P > 0.05). Analysis of last two trials

indicated a significant effect of treatments (F(334= 4.028, P < 0.05), an effect of training days
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(F,39= 13.94, P < 0.001), but no interaction between treatments and days of training (Fs 34)=

0.0707, P> 0.05) (Figure 4B).

DISCUSSION

Our findings using a mouse model with genetic deletion of Akt3 are demonstrating that the
specific isoform Akt3 throughout the Akt3/GSK-3 pathway is involved during motor learning.
Akt3 differs from other isoforms (Aktl and Akt2) as its distribution is more restricted, being
most highly expressed in the brain than Aktl and Akt2 (Nakatani et al., 1999; Yang et al., 2005).
It is noteworthy that deletion of Akt3 does not interfere with Aktl or Akt2 protein expression
and has no overall impact on body size or general health in two independent models of Akt3
genetic deletion (Bergeron et al., 2017; Howell et al., 2017). We propose that motor learning
impairments observed in the Akt3 KO mice are caused by a GSK-3 hyperactivity in the brain of
these mice.

The present study validates our previous observation that genetic deletion of Akt3 in
mice is not associated with impaired general motor aptitudes (Bergeron et al., 2017). Normal
performances of Akt3 KO mice are indeed described in two independent tests of motor abilities,
the slow constant speed rotarod and stepping tests (Bergeron et al., 2017). The present study
reaches the same conclusion by using two additional motor ability assessments, the pole and
wire suspension tests. The pole test is known to evaluate mice bradykinesia and motor
coordination whereas the wire suspension test assesses coordination and muscles strength.
Interestingly, however, regardless of this normal general motor abilities phenotype, the Akt3
KO mice exhibit marked impaired leamning performances at the accelerating rotarod test. This

later test is designed to arbitrary divide the leaming progression into several stages in parallel
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to the general pattern of memory encoding, which include acquisition (intrasession; day 1) and
consolidation (intersession; days 2-3) (Buitrago et al., 2004; Bureau et al., 2010; Karni et al.,
1998; Luft and Buitrago, 2005). Note that the test allows the investigation of motor skill learning
in the absence of associative and working memory components (Buitrago et al., 2004). Our data
revealed that Akt3 KO improved their performances at a much slower rate than their WT
littermates. A closer analysis using the average first two trials revealed that the performances of
Akt3 KO animals are significantly lower than WT, corresponding to the intersession phase.
Analysis of the average last two trials revealed that at the third training day, the difference
between both groups did not reach statistical significance. These data revealed that Akt3 KO
mice have the capacity to reach maximal rotarod performances, but require a much longer period
than WT animals. We believe the memory stabilization that undergoes at the end of each training
days, transferring the memory from an unsteady state to a more stable state, is impaired in Akt3
KO mice. As far as we know, this is the first demonstration that Akt3 deletion selectively altered
motor skill learning without affecting general motor abilities in mice.

The GSK-3 protein is a direct molecular target of Akt and the Akt/GSK-3 pathway
represents an important signaling corridor for the integration of the synaptic neurotransmission,
neuronal cell proliferation, migration, and plasticity (Beaulieu et al., 2011; Beaulieu et al.,
2009). Our study demonstrates that although deletion of Akt3 impaired motor learning, the
genetic deletion or pharmacological inhibition of GSK-3 is without effect at the accelerating
rotarod test. This is in accordance with the fact that we observe an increased activation of GSK-
3a/B in parallel with the impaired motor learning of Akt3 KO mice. Our study reveals the
activation of GSK-3 through phosphorylation of Tyr279 in GSK-3a and Tyr216 in GSK-3p.

This unrestrictive tyrosine-phosphorylation is widely used as an indicator of changes in GSK-3

32



activity because, when phosphorylated, it has been shown to act as a pseudosubstrate that folds
into the primed substrate binding pocket of GSK-3 to increase access of substrates and thereby
allow their phosphorylation by GSK-3 (Beurel et al., 2015; Li and Jope, 2010; Sutherland,
2011). In accordance, we have previously reported that levels of phosphorylated GSK-30/f at
serine 21/9 are significantly decreased in the Akt3 KO animals, which also indirectly propose
an increased activity of GSK-3 proteins in the brain of these mice (Bergeron et al., 2017).

Another evidence suggesting an increased GSK-3 activity is that levels of Tau
phosphorylated at Ser202 and Ser404 sites are increased. The Ser202 and Ser404 sites of Tau
have been recognized as substrates directly phosphorylated by activated GSK-3 (Liu et al., 2004,
Quet al., 2014). It is therefore reasonable to propose that the augmented GSK-3a/B activity we
reported in the brain of Akt3 KO mice is accountable, at least in part, for the impaired rotarod
learning observed in these mice. Recent studies are also suggesting that GSK-3 may be involved
in different phases of memory processes. For instance, activation of GSK-3 in the hippocampus
is required for contextual memory reconsolidation of fear-conditioning (Kimura et al., 2008)
and memory retrieval in a passive avoidance task (Hong et al., 2012). GSK-3 inhibition has been
shown to interfere with spatial learning in the Morris water maze (Hu et al., 2009). In fact, it is
demonstrated that enhanced GSK-3 activation impairs long-term potentiation and constrain
synaptic plasticity (Hooper et al., 2007; Peineau et al., 2007; Zhu et al., 2007).

Administration of LiCl has been shown to increase serine-phosphorylation of GSK-3 in
mouse brain, which is considered as lithium’s inhibition of GSK-3 (Freland and Beaulieu, 2012;
Jope, 2003; O'Brien et al., 2004). LiCl inhibits GSK-3 by a direct action (Klein and Melton,
1996; Stambolic et al., 1996), and this inhibitory effect is amplified by a subsequent increase in

the inhibitory serine-phosphorylation of GSK-3 (De Sarno et al., 2002). In the brain of Akt3 KO
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mice, chronic LiCl treatment increases phosphorylated GSK-3a/B at serine 21/9 (Bergeron et
al., 2017). In this context, we were interested to test whether the increased tyrosine-
phosphorylation of GSK-3 reported in our study is also modulated by LiCl, using a
therapeutically relevant regimen, a query that has never been investigated before in vivo. Our
finding demonstrate that these indicators of hyperactive GSK-3 in Akt3 KO mice brain can be
entirely reversed by LiCl. Another remarkable finding is our demonstration that chronic LiCl
administration reverse the impaired rotarod learning in Akt3 KO mice. We therefore establish a
link between direct GSK-3 inhibition and the rescue of motor learning deficit in the Akt3 KO
animals. These findings are highlighting a central role for Akt3 and GSK-3 activity in memory

stabilization during the consolidation periods of rotarod learning in mice.
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Figure 1. Impaired motor skill learning in Akt3 KO mice. (A) Time spent on the rod of the
accelerating rotarod for each trial at days 1, 2 and 3 were shown for Akt3 KO and WT mice.
Data represent the mean of latency to fall per trial expressed in seconds = S.E.M. (B) Average
of'the first two and last two trials of each training day. Values represent the average mean latency
to fall expressed in seconds + S.E.M. * p <0.05 and *** p <0.001vs. WT group. General motor
capacity of WT and Akt3 KO mice was assessed by the pole test (C) and the wire suspension

test (D). Data represent the time in seconds required to perform the task + S.E.M.. n = 6 mice

per group.
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Figure 2. Genetic deletion or pharmacological inhibition of GSK-3a and GSK-38 did not
affect motor learning. Time spent on the rod of the accelerating rotarod for each trial at days
1, 2 and 3 for mice with a genetic deletion of (A) GSK-3a (n =10 WT, 12 GSK-3a HT and 6
GSK-3a KO), (B) GSK-3B (=6 WT and 13 GSK-33 HT) or (C) mice treated with the GSK-

3 inhibitor SB216763 (n =7 mice per group). Data represent the mean of latency to fall per trial

expressed in seconds = S.E.M..
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0.001 vs. WT mice fed with normal chow. + p < 0.05, + + p <0.01, + + + p < 0.001 vs. Akt3

KO mice fed with normal chow. » =5 mice per group.
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Figure 4. LiCl treatment restored rotarod impairment of Akt3 KO mice. (A) Time spent
on the rod of the accelerating rotarod for each trial at days 1, 2 and 3. WT and Akt3 KO mice
were fed with normal or LiCl chow. Data represent the mean of latency to fall per trial expressed
in seconds + S.E.M.. (B) Average of the first two and last two trials of each training day. Values
represent the average mean latency to fall expressed in seconds + S.EM. ** p <0.01 and ***
p <0.001 vs. WT group‘ fed with normal chow, + p < 0.05, + + p <0.01 vs. Akt3 KO mice fed

with normal chow. n = 5 mice per group.
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Chapitre V : Discussion générale

GSK-3 est une protéine largement étudiée pour ses multiples effets sur le corps humain
tels que le diabéte, le cancer et les troubles de I’humeur (Jope et al., 2007; MacAulay et al.,
2007). Par contre, son implication dans |’apprentissage moteur est moins comprise. Mes
premiers résultats ont démontré que la délétion d’Akt3 induit un retard de 1’apprentissage du
rotarod sans pour autant affecter la capacité des rongeurs affectés a accomplir la tiche.
Effectivement, les résultats sur le pole test et le wire test n’ont démontré aucun déficit moteur
important chez les souris Akt3 KO. De plus, il a été possible d’établir que GSK-3 o/f serait
impliquée dans 1’apprentissage moteur et qu’Akt3 serait un important modulateur de I’activité
de GSK-3 dans le striatum. En effet, une augmentation de I’activité de GSK-3 o/p dans le
striatum a été apercu chez les souris Akt3 KO. De plus, les résultats obtenus avec un groupe de
souris génétiquement modifiées ont pu établir que la présence de GSK-3 ne serait pas
indispensable & 1’apprentissage moteur. En effet, sa délétion et son inhibition pharmacologique
dans le striatum n’entrainent pas de déficit d’apprentissage du rotarod. Les résultats complets
sont présentés sous forme d’article scientifique (Chapitre IV). Les principaux résultats qui ont

permis de répondre a mes hypothéses de recherche seront développés dans ce chapitre.

5.1 La délétion génétique d’ Akt3 KO induit des troubles

d’apprentissage moteur

Grace au rotarod et a la génération de souris Akt3 KO, il a été possible d’établir qu’Akt3
a un role important dans I’apprentissage d’une tache motrice complexe. Le rotarod est un
instrument de recherche bien décrit qui permet de reproduire les différentes phases de
I’apprentissage moteur (Buitrago et al., 2004). Au premier jour d’entrainement, le temps passé
sur le rotarod avant la chute de I’animal a augmenté de fagcon importante entre les premiers et
derniers essais. En effet, les souris ont €t€ capables de rester sur le rotarod en accélération
beaucoup plus longtemps, en moyenne, lors du dixiéme essai qu’au premier essai. Cette
importante amélioration correspond a la phase rapide de ’apprentissage moteur. Ce qu’il est
important de noter, c’est la différence importante entre les deux groupes de souris. En effet,

malgré le fait que chaque groupe se soit amélioré entre les premiers et derniers essais, il y a une



différence significative entre les groupes Akt3 KO et WT. Effectivement, les souris Akt3 KO
restent, en moyenne, moins longtemps sur le rotarod lors de leurs premiers et derniers essais
(Figure 1B, Chapitre 1V). Cette différence significative au premier jour peut étre expliquée par
un probléme au niveau de I’apprentissage rapide, ¢’est-a-dire 1’apprentissage durant la premiére
session d’une nouvelle tiche motrice complexe. Cette hypothese est supportée par les résultats
sur le pole test et le wire suspension test qui démontrent que le retard d’apprentissage n’est pas
causé par une incapacité motrice chez les souris Akt3 KO (Figure 1 C/D, Chapitre [V). Ainsi,
la délétion d’Akt3 n’induit pas de déficit moteur ou de coordination qui pourrait nuire a
’exécution du rotarod. Mes résultats sont par ailleurs en accord avec les études récentes qui
n’ont pas détecté de trouble d’habiletés motrices chez les souris Akt3 KO (Bergeron et al., 2017,
Howell et al., 2017). Mis ensemble, mes résultats suggérent fortement que Akt3 est une protéine
kinase essentielle a la phase rapide de I’apprentissage moteur. Au jour 2, le temps moyen aux
premiers essais est toujours significativement plus bas chez les souris Akt3 KO. Par contre, ce
temps moyen aux premiers essais du jour 2 est trés similaire au temps moyen des derniers essais
du jour 1 autant chez le groupe contrdle que le groupe Akt3 KO (Figure 1B, Chapitre 1V). Ceci
est un signe que I’animal a consolidé son apprentissage durant le temps de repos entre la
premicre et la deuxieme session d’entrainement (Luft et al., 2005). Ce résultat est intéressant,
car il signifie que malgré le fait que les souris Akt3 KO performent moins bien sur le rotarod
que le groupe controle, elles sont quand méme capables d’apprendre la tiche et méme de
s’améliorer. Aussi, contrairement au jour 1, il n’y a pas eu d’amélioration fulgurante durant cette
session d’apprentissage. La différence moyenne entre les premiers et derniers essais n’est pas
aussi importante. Cependant, il est quand méme possible d’observer une légere amélioration
entre les premiers et derniers essais, car les souris n’ont pas encore atteint la limite maximale de
la tache, fixée a 300 secondes. Ces légers progres correspondent a la phase lente d’apprentissage.
C’est a ce moment qu’il y a remodelage des neurones et consolidation de la mémoire a long
terme. Durant la troisi¢éme journée d’entrainement, les souris des deux groupes commencent la
session avec un niveau d’habileté au rotarod qui est similaire au temps moyen du demier essai
du jour précédent. Encore une fois, les souris ont consolidé les informations qu’elles ont apprises
durant la session du jour 2 pendant la période de repos entre le jour 2 et 3. A Iinstar du jour 2,
il n’y a pas eu d’amélioration trés importante entre les premiers et derniers essais lors de la

troisiéme journée d’apprentissage. 11 est méme possible d’observer un début de plateau des
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performances chez les souris contrdles. En effet, les souris WT ont presque atteint le maximum
du test, soit de tenir 300s sans tomber du rotarod. Continuer I’apprentissage n’apportera pas de
gain significatif a ce groupe de souris, car la mémorisation de la tiche est déja bien consolidée.
Par contre, le groupe Akt3 KO semble encore continuer a s’améliorer et il n’y a pas encore de
plateau visible (Figure 1A, Chapitre IV). Ceci suggere aussi que les souris Akt3 KO connaissent
un retard important dans I’apprentissage dans du rotarod, car en temps normal 3 jours suffisent
aux souris WT pour apprendre et maitriser le rotarod (Bureau et al., 2010; Chagniel et al., 2012;
Bergeron et al., 2014). Il aurait été intéressant de continuer 1’apprentissage du rotarod afin de
déterminer si les souris Akt3 KO sont capables de performer aussi bien que les WT avec

quelques jours d’entrainement en plus.

5.2 Implication de la voie Akt-GSK-3 dans I’apprentissage moteur

Afin de comprendre I’implication de GSK-3 o/} dans |’apprentissage moteur, nous
avons étudié les effets de sa délétion génétique sur I’apprentissage du rotarod. Comme
mentionné précédemment, la délétion complete de GSK-3 n’est pas viable chez la souris.
Plusieurs combinaisons (GSK-3a HT, GSK-3a KO, GSK-3(3 HT, inhibition pharmacologique)
ont alors été utilisées pour permettre de bien comprendre le role de GSK-3. Ainsi, la délétion
totale de GSK-3a, d’un allele de GSK-3B ou bien I’inhibition pharmacologique de GSK-3
o/P dans le striatum n’induit aucun retard d’apprentissage sur le rotarod (Figure 2, Chapitre IV).
Ceci suggere donc que I’activité de GSK-3 n’est pas indispensable a I’apprentissage du rotarod.
Par ailleurs, quelques études précédentes avaient déja expérimenté 1’apprentissage du rotarod
chez les souris GSK-3a KO et GSK-33 HT et n’avaient pas détecté de différence significative
entre le groupe KO et WT (Kimura et al., 2008; Kaidanovich-Beilin et al., 2009). Par contre,
ces études n’ont effectué que 3 essais par session ou moins durant 3 jours consécutifs. Mes
résultats indiquent que ceci est nettement insuffisant pour détecter un trouble d’apprentissage
dans la phase d’apprentissage rapide. Ainsi, @ ma connaissance, cette présente €étude est la
premiére qui a porté attention a I’implication de GSK-3 o/p dans ’apprentissage moteur. Fait
intéressant, plusieurs études ont démontré que I’inhibition de GSK-3 n’entraine pas de
problemes neurologiques négatifs, mais plutdt positifs tels qu’un effet neuroprotecteur,

antidépresseur et anti-inflammatoire (Eldar-Finkelman et al., 2011; Beurel et al., 2015). Ceci
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pourrait expliquer pourquoi les souris traitées avec I’inhibiteur SB2116763, les GSK-3a KO et
les GSK-3B HT n’ont pas de probleme d’apprentissage du rotarod. Inversement, une étude
antérieure a démontré que chez les souris Akt3 KO, I’activité¢ de GSK-3 est plutét augmentée
dans plusieurs régions du cerveau, dont le striatum, région importante de I’apprentissage moteur
(Bergeron et al., 2017). En effet, chez les souris Akt3 KO, il a été possible de détecter une
diminution de la phosphorylation de GSK-3 o/f3 sur les sérines 21/9. Ainsi, 1l est important de
se rappeler que la phosphorylation de GSK-3 o/} par Akt sur les sérines 21/9 respectivement
permet de réduire 1’activité¢ de GSK-3 (Hughes et al., 1993; Freland et al., 2012). Afin d’attester
cette hyperactivation de GSK-3, deux autres sites de phosphorylation de GSK-3 ont été étudiés.
La phosphorylation de la tyrosine 279 de GSK-3a. et de la tyrosine 216 de GSK-3p sont requis
pour une activité maximale de GSK-3 (Sutherland, 2011; Beurel et al., 2015). Mes résultats
indiquent une augmentation significative de la phosphorylation sur ces deux sites chez les souris
Akt3 KO (Figure 3 A/B, Chapitre IV). Ainsi, ’augmentation de la phosphorylation des tyrosines
279/216 et la diminution de la phosphorylation des sérines 21/9 signalent une activité accrue de
GSK-3. Puis, pour s’assurer que cette augmentation de 1’activité est bien concrete, 1’activité
fonctionnelle de GSK-3 a €té évaluée en examinant la phosphorylation des sérines 202 et 204
de la protéine Tau, sites bien connus pour étre phosphorylés par GSK-3 (Liu et al., 2004; Qu et
al., 2014). En accord avec les résultats précédents, les niveaux de phosphorylation des sérines
202 et 204 sont plus élevés chez les souris Akt3 KO (Figure 3 C/D, Chapitre [V).
L’hyperactivation de GSK-3 a été reliée a plusieurs troubles neurologiques, tels que le trouble
bipolaire la dépression et la schizophrénie (Eldar-Finkelman, 2002; Li et al., 2002; Karege et
al., 2007; Li et al., 2010; Polter et al., 2010; Avrahami et al., 2013; Cole, 2013). Par contre, son
role dans I’apprentissage moteur est nouveau. En supprimant la protéine Akt3, aucune
augmentation de I’expression des isoformes Aktl et Akt2 n’a été détectée, suggérant ainsi un
réle unique et non redondant & Akt3 (Bergeron et al., 2017). Akt est impliquée dans la régulation
de GSK-3 o/ par sa phosphorylation sur les sérines 21/9. Une étude in vivo a démontré que
I’inhibition de la régulation de GSK-3 sur les sérines 21/9 est importante pour la neurogenese
et qu'un dysfonctionnement de cette régulation cause d’importantes perturbations dans la
neuroplasticité (Eom et al., 2009). Le striatum est bien connu pour son implication dans

I’apprentissage moteur (Costa et al., 2004; Wachter et al., 2010). La perturbation de la plasticite
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synaptique dans cette région spécifique du cerveau par I’hyperactivation de GSK-3 pourrait
expliquer le retard d’apprentissage moteur chez les souris Akt3 KO. Ici, il est probable que la
diminution de la phosphorylation de GSK-3 sur les sérines 21/9 par Akt3 a permis a GSK-3
d’augmenter son activité. Par contre, il ne faut pas oublier qu’Akt a de multiples cibles et qu’il
est impossible de déterminer avec certitude que les effets observés ne découlent pas aussi de
’altération d’une autre voie de signalisation impliquant Akt. L’implication de la voie
Akt3/GSK-3 est d’autant plus plausible que I’administration d’un inhibiteur de GSK-3 permet
le renversement du déficit d’apprentissage moteur du rotarod (Figure 4 A/B, Chapitre V).
Malgré les multiples effets répertoriés du LiCl, 1l est généralement bien accepté que le LiCl agit
comme Inhibiteur compétitif du magnésium et inhibe directement GSK-3 comme principale
fonction (Phiel et al., 2001; Ryves et al., 2001; Gould et al., 2005; Jope, 2011). Effectivement,
a dose thérapeutique, le traitement chronique au LiCl des souris Akt3 KO a rétabli les niveaux
de phosphorylation des sérines 21/9 (Bergeron et al., 2017) et tyrosines 279/216 de GSK-3 o/3
au niveau du groupe contrdle (Figure 3 A/B, Chapitre IV). De plus, la diminution de la
phosphorylation des sérines 202/204 du Tau suite a ’administration chronique de LiCl
témoignent une baisse de 1’activité fonctionnelle de GSK-3. Malheureusement, le mécanisme
moléculaire par lequel D’administration chronique de LiCl rétablit les niveaux de
phosphorylation de GSK-3 et Tau chez les souris Akt3 KO n’a pas été établi pendant mes
recherches. Par contre, mis ensemble, mes résultats suggérent fortement que la voie Akt3-GSK-
3 est impliquée dans 1’apprentissage d’une tiche motrice complexe et que I’hyperactivation de

GSK-3 aurait un impact négatif sur I’apprentissage du rotarod.

5.3 Perspectives et objectifs a long terme

Pour aller plus loin, il est intéressant de noter que les souris Akt3 KO ont été récemment
caractérisées et expriment des symptdmes suggérant des troubles psychiques. Effectivement, les
souris Akt3 KO seraient plus susceptibles a développer des symptomes reliés a la dépression et
a I’anxiété (Bergeron et al., 2017). La dépression est une maladie caractérisée par plusieurs
symptémes cognitifs tels que I'état dépressif, une perte d'intérét et de plaisir dans la majeure
partie des activités courantes, de I'insomnie et de la difficulté & réfléchir et a se concentrer

(American Psychiatric et al., 2013). Plusieurs études de neuroimagerie ont révélé que de
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nombreuses structures cérébrales sont affectées durant la dépression (Lorenzetti et al., 2009;
Zou et al., 2010). Ces structures incluent le lobe temporal, les ganglions de la base, I'amygdale
et I'hippocampe. De plus, des études récentes ont démontré que la plasticité synaptique et les
activités psychomotrices sont diminuées chez les patients dépressifs (Pittenger et al., 2008;
Player et al., 2013). Il est donc légitime de se questionner et d’émettre I’hypothése que le retard
d’apprentissage moteur chez les souris Akt3 KO pourrait étre en fait causé par une démotivation
des souris a effectuer la tache. Cette hypothese est intéressante, car elle peut étre corrélée avec

mes résultats suite au traitement chronique avec le LiCl, molécule aussi reconnue pour étre un
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Figure 8. Conception expérimentale

régulateur de [’humeur et pour avoir un effet antidépresseur (Li et al., 2002; Bauer et al., 2014).
Ainsi, il serait intéressant de scinder ’effet réel du lithium sur I’apprentissage moteur de son
effet antidépresseur. Pour ce faire, des souris WT et Akt3 KO ont été trait¢ au LiCl puis
entrainées au rotarod selon un protocole précis (Figure 8). Tel que prévu, les deux groupes de

souris ont bien appris la tiche en 3 jours et aucune différence significative n’a été détectée entre
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Figure 9. Moyenne des deux premiers et deux derniers essais pour chaque journée

d’entrainement.
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les premiers et derniers essais (Figure 9, Figure 10). Par la suite, un sevrage du LiCl été effectué

et les deux groupes ont subits plusieurs jours supplémentaires d’entrainement du rotarod. Il est
important de noter qu’une aucune trace de LiCl n’est détectée dans le sérum des rongeurs apres
48h de sevrage (O'Brien et al., 2004). Mes résultats sont intéressants, car autant les souris WT
qu’Akt3 KO ont continué a bien performer sur le rotarod (Figure 10). Cette expérience m’a
permis de constater qu’une fois la tdche motrice apprise, les souris Akt3 KO n’ont plus besoin
de LiCl pour performer. Ceci suggére donc que le LiCl, et par conséquent I’inhibition de GSK-
3, est trés important pour apprendre la tdche, mais pas pour I’exécuter. Si le retard
d’apprentissage du rotarod avait été causé par une démotivation des souris Akt3 KO a effectuer
le rotarod, alors je me serais attendu a un retour en arriere des performances suite a 1’arrét du
traitement au LiCl. D’autres expériences telles que ’analyse de la phosphorylation de GSK-3
avant et apres le sevrage du LiCl, ainsi que la mesure du niveau d’activité fonctionnelle de GSK-

3 via I’étude de la protéine Tau permettront de confirmer mes résultats.
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Figure 10. = Courbe d’apprentissage sur le rotarod par les souris Akt3 KO et WT

Temps passé sur le rotarod par les souris Akt3 KO et WT pour chacun des 10 essais au jour 1,2, 3 et 4. Les
souris WT et Akt3 KO ont été nourris avec de la nourriture normale ou enrichie de lithium. Les données

représentent la moyenne de temps sur le rotarod par essai pour chaque jour d’entrainement, exprimées en
secondes n=7 WT et n=6 Akt3 KO
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Chapitre VI : Conclusion

Ce projet a permis de mettre en évidence I’implication de la voie Akt-GSK-3 dans
’apprentissage d’une tiche motrice complexe telle que le rotarod. Tout d’abord, mon étude a
démontré que la délétion génétique d’ Akt3 induit un retard de I’apprentissage moteur du rotarod
(Figure 1A/B, Chapitre 1V). De plus, I’absence de trouble de moteur et de coordination
objectivés par le pole test et wire test (Figure 1 C/D, Chapitre IV) renforcit la théorie qu’Akt3
est impliquée dans ’apprentissage moteur d’une tiche motrice complexe et non dans son
exécution. Inversement, GSK-3 /(3 ne serait pas indispensable a I’apprentissage du rotarod car
mes travaux sur des souris GSK-3a KO et GSK-33 HT n’ont pas décelé de différence
significative durant I’apprentissage du rotarod (Figure 2 A/B, Chapitre IV). De plus, I’inhibition
de GSK-3a et GSK-3B dans le striatum par I’inhibiteur SB216763 n’a pas induit de retard
d’apprentissage moteur (Figure 2C, Chapitre V). Par contre, ceci ne veut pas dire pour autant
que GSK-3 n’est pas impliquée dans I’apprentissage moteur. En effet, mes travaux de recherche
ont démontré que plusieurs marqueurs d’activité¢ de GSK-3 sont significativement plus élevés
chez les souris Akt3 KO. Etant donné que GSK-3 est une cible d’Akt3, la délétion d’Ak3
pourrait étre la cause de I’hyperactivation de GSK-3. Cette hypothese est pour autant corrélée
avec mes résultats suite au traitement chronique au LiCl. En inhibant GSK-3, les souris Akt3
KO ont retrouvé leur capacité d’apprentissage moteur. Ainsi, ce projet a permis de mieux
comprendre le réle de la voie de signalisation Akt/GSK-3 et son implication dans
’apprentissage moteur. Il reste encore beaucoup de travail pour bien comprendre le role exact
de GSK-3 dans I’apprentissage moteur, mais la poursuite des recherches permettra de cerner les
mécanismes moléculaires précis qui sont responsables de la mémorisation a long terme et ainsi

mieux comprendre le fonctionnement de la mémorisation de tiches motrices complexes.
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