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SOMMAIRE

Dans une situation d’apprentissage, il a été proposé que les neurones recrutés et les
synapses activées pour accomplir cet exercice mental se modifient afin de laisser, a I'échelle
cellulaire, une trace mnésique. Les récents et nombreux travaux de recherche en neurobiologie
de la mémoire ont permis de confirmer I’existence potentielle d’une partie de ces processus
cognitifs hypothétiques. Entre autres, il a été démontré que les changements neuronaux
survenant lors de divers phénoménes de modulation de la fonction synaptique (plasticité
synaptique) seraient, en partie, le résultat d’une modification des pfopriétés des récepteurs
glutamatergiques de type AMPA (0i-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate) par
des processus enzymatiques dépendants de I’ion calcium (Ca®"). Cependant, la caractérisation
des effets de plusieurs conditions (pathologies, comparaisons interespéces, modifications
génétiques) sur les capacités mnésiques des sujets expérimentaux et sur les phénomenes de
plasticité synaptique observés dans leur cerveau a été et est encore principalement effectuée
par I’utilisation de souris, tandis que les données sur les propriétés de liaison des récepteurs
AMPA sont, dans I’ensemble, tirées d’expériences effectuées avec des rats. Par conséquent,
la caractérisation des mécanismes de régulation des propriétés de liaison des récepteurs AMPA
chez la souris s’avére nécessaire afin de faciliter et d’approfondir la compréhension des
processus cellulaires impliqués dans l’expression des différentes formes de plasticité
synaptique associées aux circuits neuronaux glutamatergiques.

Durant mes travaux de maitrise, des analyses qualitatives et quantitatives de la Liaison
de ligands tritiés sur des coupes de cerveaux congelés de différentes souches de souris ont été

effectuées afin de déterminer comment 1’exposition de ces coupes a des ions calcium
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(traitement calcique) est en mesure de modifier les propriétés de liaison des récepteurs
glutamatergiques AMPA. Les résultats obtenus avec la souche B6C3F1 montrent que le Ca**
a des effets sur les propriétés de liaison d¢ ces récepteurs qui sont différents d’une région
cérébrale A Iautre : la liaison est augmentée dans I’hippocampe, diminuée dans le cortex et le
striatum, et inchangée dans le thalamus. De plus, ces effets semblent spécifiques aux
récepteurs AMPA puisque le traitement calcique des coupes de cerveau n’a pas induit de
changements de la liaison de ligands tritiés aux récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), un
autre type de récepteurs glutamatergiques. L’analyse de courbes de saturation de la liaison de
I’ AMPA tritié a révélé que la hausse de la liaison induite par le Ca** dans la région CA,
radiatum de ’hippocampe est due a un changement dans le nombre maximal de sites de liaison
(Bmax), alors que la baisse de la liaison observée dans le cortex et induite par le Ca** semble
étre le résultat d’une diminution de 1’affinité (exprimée par le K4) des récepteurs AMPA envers
le ligand. Cette régulation calcique a la béisse de I'affinité des récepteurs AMPA dans le
cortex et le striatum semble impliquer I’activation de la phospholipase A; et de la voie
lipoxygénase du métabolisme de I’acide arachidonique puisqu’elle est bloquée par des
inhibiteurs de ces systémes enzymatiques. De plus, les effets du Ca®" sur la liaison du
[’HJAMPA varient entre des souches de souris réputées pour posséder des différences au
niveau des propriétés plastiques de leurs synapses ainsi qu’au niveau de leurs capacités
d’apprentissage et de résistance aux dommages cérébraux induits expérimentalement. L’étude
comparative entre les souches a révélé que le niveau de modulation a la hausse des propri€tés
de liaison des récepteurs AMPA induite par le Ca® dans I’hippocampe est négativement
corrélé au niveau de la modulation calcique a la baisse retrouvée dans le cortex. Ainsi, les

récepteurs AMPA de I’hippocampe de souris de souche C57BL/6 sont les plus facilement
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régulés A la hausse, tandis que ceux du cortex des souris de souche DBA/2 répondent le plus
fortement a la modulation calcique a la baisse.

En somme, les résultats de ces travaux démontrent que, selon la région cérébrale, les
ions calcium peuvent générer des effets opposés sur les propriétés de liaison des récepteurs
AMPA, et que la nature et 'amplitude de ces effets varient en fonction de la souche de souris
utilisée et, par rapport 2 la littérature existante, en fonction de I’espéce animale étudiée (e.g.
rats vs souris). Etant donné que la régulation des récepteurs AMPA par des enzymes
dépendantes du Ca®* est impliquée dans les phénomenes de plasticité synaptique, ces résultats
suggérent que les variations régionales et interespéces de la régulation calcique des récepteurs
AMPA sont 2 la base, du moins en partie, de la divergence des propriétés plastiques des
synapses glutamatergiques retrouvée dans les diverses structures du cerveau, ainsi que de la
divergence des capacités mnésiques observée chez différentes souches murines. Avec le
modele expérimental utilisé durant ces travaux, il sera éventuellement possible de mieux
définir les mécanismes cellulaires impliqués dans les processus normaux et pathologiques de
la plasticité synaptique et de I’apprentissage, notamment ceux concernant la régulation des

récepteurs AMPA par le Ca**.



Les résultats expérimentaux présentés dans ce mémoire ont servi & la rédaction de deux
manuscrits scientifiques présentement en préparation ou en impression pour leur future
publication dans la revue Hippocampus :

Lapierre L., Valastro B., Miceli D. et Massicotte G. (en impression) AMPA

receptor modulation in frozen mouse brain sections: opposite effects of calcium
in the cortex and hippocampus. Hippocampus.

Lapierre L. et Massicotte G. (en préparation) Rapid Communication — Inter
species variations of AMPA receptor modulation by calcium in frozen mouse
brain sections.
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1 INTRODUCTION

1.1 Généralités

Le cerveau est un organe complexe dont I’étendue de ses capacités demeure imprécise
i ce jour. Toutefois, 'effort de recherche en neurosciences est considérable et,
progressivement, l'anatomie, I’histologie, la biochimie et la physiologie de cet organe se sont
détaillées au fil des ans avec comme conséquence une amélioration de la compréhension des
diverses fonctions cérébrales et des pathologies qui y sont associées. Il aura tout de méme
fallu prés de trois siécles de recherches et d’expérimentations pour arriver, a partir des débuts
de l'exploration du tissu cérébral, 2 élaborer une esquisse des mécanismes fins de la régulation
des récepteurs glutamatergiques dont une partie est I'objet du présent mémoire. Un bref apergu
des événements historiques entourant le développement des concepts de neurotransmetteur et
de récepteur permettra de mieux comprendre les détails de ces mécanismes de régulation qui

seront décrits ultérieurement.

Les premiéres descriptions microscopiques du tissus nerveux remontent au XVIIr®
sidcle lorsque Antony van Leeuwenhoek y observe des structures tubulaires (17 18)!. Dans le
siecle qui suivit, Fontana y fit I’observation de structures fibrillaires (1781), puis, en 1824,

Dutrochet repéra des structures d’une nature différente qu’il désigna par le terme de «cellules

! Les références historiques proviennent des ouvrages suivants : Dupont J.C. (1999), Levine R.R. (1996),
Zigmond MLJ. et coll. (1999).



globuleuses». Mais ce n’est qu’a la fin du XIX" siécle que la microanatomie des cellules
nerveuses et de leurs multiples connections est révélée de fagon précise par I'entremise des
travaux de Santiago Ramén y Cajal. Ses observations lui permettent d’affirmer, dés 1888, que
les neurones ne sont pas des éléments liés en «continuité», mais bien des unités distinctes liées
entre elles par «contiguité» et possédant des points de contacts pe’:ricellulaires2 (Ramén y Cajal,
1894). Puis, en 1897, un dénommé Charles Scott Sherrington introduit le terme de synapse
pour désigner ces «articulations» cellulaires dont I’existence sera définitivement acceptée au
milieu du XX° siécle suite a leur observation au microscope €lectronique (Palade et Palay,
1954). Toutefois, au moment ol Sherrington propose ce terme, le moyen utilisé par les
neurones pour communiquer entre eux et avec d’autres cellules est inconnu. En 1904, Thomas
R. Elliott formule la premiére hypothése solide de la neurotransmission chimique’, ou
humorale, suite 2 ses travaux sur les effets sympathomimétiques de I’adrénaline (Elliott, 1904),
mais ce n’est qu’environ 15 ans plus tard que Otto Loewi en obtient les premiéres preuves
expérimentales concluantes®. En effet, il démontre, d’abord, en travaillant sur le cceur isolé
de grenouille et/ou de crapaud, que, suite 2 la stimulation du nerf cardiaque, le ceeur libere
diverses substances dans le liquide de perfusion (Loewi, 1918; Loewi et Lieb, 1919). Puis, il
observe que, lorsque remis en contact avec le coeur aprés un temps de repos, ce perfusat «actif»
provoque les mémes effets’ qu’une stimulation du nerf cardiaque (Loewi, 1921, 1922).

Finalement, il démontre que ces effets du perfusat «actif» sont dus a la substance «cardiaque»

? Ce postulat est mieux connu sous le terme de «doctrine du neurone».

3 En résumé : lorsqu’un influx nerveux (dans un nerf sympathique) atteint une cellule (musculaire lisse), le nerf
excité libere localement une substance chimique (adrénaline) médiatrice de la stimulation ou de I'inhibition des
fonctions de cette cellule.

*J.C. Eccles fournit, en 1951, la preuve électrophysiologique de son existence (voir Eccles, 1982).

5 C’est-a-dire des effets inotropes (force contractile) et chronotropes (fréquence cardiaque) négatifs chez la
grenouille, et positifs chez le crapaud.



libérée dont I’action est, d’une part, liée uniquement a sa concentration (Loewi, 1924) et,
d’autre part, localisée sur 1’organe effecteur, non pas sur les terminaisons nerveuses afférentes
(Loewi et Navratil, 1924). A partir de ce moment, il n’y avait plus de doute quant & I'existence
des neurotransmetteurs® (NT), et ce n’était qu’une question de temps avant que I’on puisse
déterminer leur nature chimique. Ce qui arriva assez rapidement pour le premier NT,
I’acétylcholine, identifié par Loewi et Navratil en 1926 (Loewi et Navratil, 1926a-1926b).
D’autres études, dont celle de Feldberg et Gaddum (1934), viendront ultérieurement confirmer
cette identification. Puis, la liste s’allongea avec I’ajout, dans les années 60, du glutamate
(Takeuchi et Takeuchi, 1963). Initialement, on constata que cet acide aminé avait une action
dépolarisante sur certains neurones (Curtis et coll., 1959, 1961; Curtis et Watkins 1960, 1961),
et il fut ultérieurement reconnu comme le principal NT excitateur’ du systéme neveux central
des vertébrés (en revue par Collingridge et Lester, 1989; Monaghan et coll., 1989; Mayer et

Westbrook, 1987b).

Par ailleurs, au moment ot la théorie de la neurotransmission chimique prend forme,
Paul Ehrlich développe la notion de substance réceptrice humorale et cellulaire pour I’aider
a expliquer les interactions spécifiques observées entre anticorps et antigénesg, puis entre
dérivés organiques de synthése et micro-organismes. Suite i des travaux sur des dérivés de

la cocaine (1898), il propose également que I'action pharmacologique inhérente a certains

% A distinguer de neuromédiateur, terme désignant I’ensemble des substances neuro-actives (neurotransmetteurs,
neuromodulateurs et neurohormones) jouant un rdle dans les communications cellulaires.

7 Dont I’action entraine une dépolarisation membranaire qui favorise le développement de potentiels d’action dans
I’élément postsynaptique.

8 Cest suite A ses travaux sur les réactions antignes/anticorps que Ehrlich formula, en 1900, sa fameuse théorie
selon laquelle la surface des globules blancs serait couverte d’une multitude de chaines latérales, ou récepteurs,
qui forment des liens chimiques avec les antigénes qu’elles rencontrent (Ehrlich, 1900; résumé extrait de Cziko,
1995).



composés est possible seulement s’ils se lient spécifiquement, telle une clé dans une serrure’,
aux «récepteurs» situés, selon lui, a la périphérie des cellules. En 1906, J.N. Langley,
s’inspirant des théories de Ehrlich, propose que les effets de la nicotine et du curare sur la
contraction musculaire s’expliqueraient par leur action sur des substances réceptrices situées
dans les muscles (Langley, 1906). Ce concept de substances réceptrices apporta un soutien
important 3 la théorie chimique de la neurotransmission. Néanmoins, ce n’est qu’avec
I'explosion chimiothérapeutique'® des années 30 et les multiples études effectuées sur les
effets des agonistes et des antagonistes'' dés le début des années 40, que cette notion
pharmacologique des récepteurs' - est devenue progressivement une théorie constituant les
assises de la pharmacologie moléculaire actuelle. Il fallut toutefois attendre jusqu’au début
des années 70 pour que le récepteur, déja hypothétiquement reconnu par les pharmacologues,
ne devienne une espéce chimique isolée et que, par conséquent, la neurobiologie et la
neuropharmacologie moléculaires ne prehnent leur essor. Cette percée scientifique est
attribuée A ’équipe de Jean-Pierre Changeux qui, en 1970, isole le récepteur de ’acétylcholine
par extraction 2 partir de ' organe électrique de la raie Torpedo (Changeux et coll., 1970). A
cette époque, les récepteurs glutamatergiques (RGLU) ne sont que trés peu connus, mais, au
courant des années 70, I’équipe de Jeffrey Watkins développe des agonistes sélectifs et réussit
A caractériser pharmacologiquement les différents sous-types de cette catégorie de récepteurs

(en revue par Watkins et coll., 1990). Puis, en 1989, I'équipe de Stephen Heinemann isole les

° Parallélement, Emil Fisher avait, d&s 1894, énoncé 1'idée d’une complémentarité entre structures différentes
suite a ses travaux sur les enzymes.

10 Cest-a-dire ’essor de la thérapeutique basée sur les relations entre la structure chimique et I'activité
pharmacologique des médicaments.

' C’est J.H. Gaddum qui introduit ce terme en 1926 et formule, en 1937, la notion d’antagoniste compétitif.
12 Pour en savoir plus sur I’histoire des récepteurs, voir : Bacq (1980), Carrier (1986), Changeux (1980),
Parascandola (1986), Waser (1986).



premiers RGLU en exprimant, dans les oocytes de Xenopus, le produit protéique d’ADN
complémentaire cloné (Hollmann M. et coll., 1989). A partir de ce moment, la caractérisation

des RGLU au niveau moléculaire est devenue possible et a permis de mieux comprendre la

physiologie des synapses glutamatergiques.

De nos jours, il est reconnu que le systéme glutamatergique est impliqué dans plusieurs
phénomenes et fonctions cérébrales, tels la plasticité neuronale, la mémoire et I’apprentissage,
mais aussi dans la physiopathologie de diverses affections neurologiques aigués et chroniques.
Dans la présente introduction, nous ferons un bref survol de ces aspects, mais d’abord, nous
réviserons les caractéristiques pharmacologiques et moléculaires des récepteurs
glutamatergiques, leurs interactions avec diverses protéines cellulaires, tant structurelles que

régulatrices, de méme que leur régulation par le calcium et différentes enzymes cellulaires.
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1.2 Aspects pharmacologiques et moléculaires des récepteurs
glutamatergiques

Les récepteurs a neurotransmetteurs" se divisent en deux types structuraux : ionotropes
ou métabotropes. Un récepteur ionotrope est un complexe de sous-unités protéiques
individuelles qui forment, en se combinant, un canal ionique transmembranaire. La sélectivité
ionique du canal est différente selon le type, et sa perméabilité est fonction a la fois de sa
structure et de I’état d’activation du récepteur. Les récepteurs métabotropes, quant a eux, sont
formés par un unique polypeptide couplé a une ou plusieurs cascades de seconds messagers
par I'intermédiaire de protéines G. Historiquement, les RGLU ionotropes ont été séparés en
sous-types NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et non-NMDA selon qu’ils liaient ou non I’agoniste
NMDA. Puis, ils ont été divisés en 3 sous-types : les récepteurs NMDA, les récepteurs
AMPA" (e-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate) et les récepteurs kainate (KA),
respectivement selon leur affinité sélective pour chacun de ces agonistes glutamatergiques
(Dingledine et coll., 1999; Watkins et coll., 1990).

Les études de clonage effectuées durant la derni¢re décennie ont cependant révélé que
la diversité des RGLU est plus grande que celle observée initialement par les études
électrophysiologiques et pharmacologiques. Ainsi, jusqu’a maintenant, 17 sous-unités de
RGLU ionotropes (Tableau I) (Dingledine et coll., 1999; Ozawa et coll., 1998), 4 pour les
récepteurs AMPA (GluR1-GluR4), 5 pour les récepteurs KA (GluR5-GluR7, KAl et KA2),

5 pour les récepteurs NMDA (NR1, NR2A-NR2D et NR3A) et 2 sous-unités orphelines (31

' Les informations générales sur les récepteurs a2 NT sont tirées de Waxham (1999).
' Ces récepteurs ont été initialement nommés récepteurs quisqualate, mais a cause de la faible discrimination
qu’offrait cet agoniste entre récepteurs AMPA et RGLU métabotropes, cette dénomination a été abandonnée.



Tableau I: Les sous-unités des récepteurs glutamatergiques ionotropes

Groupe Famille de récepteur Sous-unité Géne
| AMPA GluR1 GRIAI
1 AMPA GluR2 GRIA2
1 AMPA ' GluR3 GRIA3
l AMPA GluR4 GRIA4
2 KA GluR5 GRIK1
2 KA GluR6 GRIK?2
2 KA ' GluR7 GRIK3
3 KA KAl GRIK4
3 KA KA2 GRIKS
4 NMDA NR1 GRINI
5 NMDA NR2A GRIN2A
5 NMDA NR2B GRIN2B
S NMDA NR2C GRIN2C
5 NMDA NR2D GRIN2D
6 NMDA NR3A GRIN3A
7 orphelin o1 GRID1
7 orphelin 32 GRID2

Tiré de Dingledine et coll., 1999.

et 82), et 8 types de récepteurs glutamatergiques métabotropes (RGLUm) (Tableau IT) (Conn
et Pin, 1997; Ozawa et coll., 1998; Shoepp et coll., 1999) ont été répertoriés chez les
mammiféres. Les sous-unités des RGLU ionotropes ont une structure et une topologie
similaire (Fig. 1). Elles possédent un large domaine N-terminal et 4 segments membranaires
hydrophobes (M1-M4). Selon une étude topologique effectuée sur la sous-unité GluR1 des
récepteurs AMPA (Hollmann et coll., 1994), le domaine N-terminal est extracellulaire, le
domaine C-terminal est intracellulaire et seul le segment M2 n’est pas transmembranaire. 1
est apparu que ce modele est également applicable aux sous-unités des récepteurs NMDA et
KA (Bennett et Dingledine, 1995; Laube et coll., 1997; Wo et Oswald, 1994,1995; Wood et

coll., 1995). Il semblerait que ce soit les domaines membranaires qui régissent ’assemblage



des sous-unités (Stern-Bach et coll., 1994). Selon les études considérées , un groupement de
4 ou 5 sous-unités (tétrameére ou pentamére) identiques ou différentes (groupements homo- ou
hétéromériques) permettrait de former des récepteurs fonctionnels possédant un ou plusieurs
sites de liaison pour les agonistes, les co-agonistes et les antagonistes (Dingledine et coll.,
1999; Ziff, 1999). Ces sites de liaison, présents sur chacune des sous-unités des RGLU
ionotropes, sont des pochettes d’acides aminés formées par deux segments, S1 et S2 (voir
Fig.1), le premier étant situé en N-terminal de M1 et le second, entre M3 et M4 (Stern-Bach
et coll., 1994; Uchino et coll., 1992; en revue par Dingledine et coll., 1999; Ozawa et coll,
1998: Ziff, 1999). Bref, tous ces récepteurs lient le neurotransmetteur endogéne L-glutamate
qui est reldché par I'élément présynaptique, mais leur mode d’activation, leur composition
moléculaire, leurs actions sur les mécanismes cellulaires et leurs affinités pour une variété de

ligands exogenes different.



Tableau II : Les sous-unités des récepteurs glutamatergiques métabotropes

Sous-unités

Nb d’a.a.

Especes (groupe) (% d’homologie rat vs humain) Couplage
rat, humain mGlula (I) 1199/ 1194 (98) hydrolyse des PI
rat, humain mGlulb (I) 906 / 906 (99.8) hydrolyse des PI

rat mGlulc (I) 897 hydrolyse des PI
humain mGluld (I) 908 hydrolyse des PI
rat mGlule () 578 77
rat, humain mGlu2 (IT) 872 /872 (97) ! AMPc
rat, humain mGlu3 (I) 879 / 879 (96-97) J AMPc
rat, humain mGlu4a (III) 912/912 (96) J AMPc
rat mGlu4b (1II) 983 { AMPc
rat, humain mGluSa (I) 1171/ 1171 (95) hydrolyse des PI
rat, humain mGlu5b () 1203 / 906 (98) hydrolyse des PI
rat, humain mGlu6 (I1T) 871/877 (94 | AMPc
rat, humain mGlu7a (IIT) 915/915 (99) { AMPc
rat, humain mGlu7b (11I) 922 /922 (99) | AMPc
rat, humain, souris mGlu8a (III) 908 / 909 / 908 (99) 4 AMPc
rat, humain mGlu8b (III) 908 / 909 { AMPc
humain mGlu8c (III) 501 777

Les RGLUm sont divisés en trois groupes selon le degré d’homologie de leur séquence d’a.a.,
le systéme de seconds messagers auquel ils sont couplés et le ligand qui les active le plus
efficacement (quisqualate pour le groupe I, L-CCG-I pour le groupe II et L-AP4 pour le groupe
II). a.a., acides aminés; AMPc, adénosine monophosphate cyclique; L-AP4, L-2-amino-4-
phosphonobutanoate; L-CCG-I, (28,1'S,2'S)-2-(carboxycyclopropyl)glycine; PI,
phosphoinositides. Tiré de Schoepp et coll., 1999.
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Figure 1: Structure topologique des sous-unités des récepteurs glutamatergiques
ionotropes. La topologie transmembranaire d’une sous-unité est illustrée avec I’emplacement
des sites d’épissage alternatif (tracés larges en mauve), des sites de modifications ponctuelles
(+, site [/V; #, site Y/C; *, site Q/R; @, site R/G), des sites de glycosylation (G) et des sites
de phosphorylation (P). COOH, extrémité C-terminale; Glu, glutamate; M1-M4, segments
membranaires; NH;, extrémité N-terminale; S1 et S2, domaines de liaison (Bi et coll., 1997,
Dev et Henley, 1998; Dingledine et coll., 1999; Seeburg, 1996; Zigmond et coll., 1999).

1.2.1 Les récepteurs AMPA

Les récepteurs AMPA sont responsables de la neurotransmission excitatrice rapide de
base a la plupart des synapses du systtme nerveux central. Les quatre sous-unités qui
composent ces récepteurs ont été clonées au début des années 90 (Boulter et coll., 1990;
Keininen et coll., 1990; Nakanishi et coll., 1990). Elles sont de taille similaire (~900 acides
aminés) et ont des séquences d’acides aminés (a.a.) homologues a 68-73%. Chacune se
présente en deux versions possibles, flip et flop, produites par épissage alternatif du transcrit
primaire au niveau d’une séquence encodant la région précédant immédiatement le segment

M4 (Fig. 1) (Sommer et coll.,, 1990). Dans le cerveau embryonnaire, la forme flip est
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prédominante, mais quelques jours aprés la naissance, la forme flop apparait progressivement
et, dans le cerveau adulte, les deux formes atteignent des niveaux d’expression similaires.
Néanmoins, certaines populations neuronales matures, comme les cellules pyramidales de la
région CAs de I'hippocampe ou le gyrus dentelé et la région CA; de cette méme structure (voir
Fig. 2 pour les régions cérébrales), peuvent n’exprimer que la forme flip o u flop,
respectivement (Monyer et coll., 1991; Sommer et coll., 1990). GluR2 et GluR4 possédcnt
également une séquence C-terminale alternante, produite elle aussi par épissage alternatif
(Gallo et coll., 1992; Kohler et coll., 1994). De plus, 2 sites de I’ARN de certaines sous-
unités (site Q/R, pour les GluR2, et site R/G pour les GluR2-GluR4)"® peuvent subir, 4 partir
d’un certain stade du développement embryonnaire (Burnashev et coll., 1992; Higushi et coll.,
1993), une modification ponctuelle dirigée de leur ARN («site-directed nuclear RNA editing»)
qui augmente la diversité des sous-unités des récepteurs AMPA (voir Fig. 1) (Lomeli et coll.,
1994; Sommer et coll., 1991; en revue par Seeburg, 1996). Bref, les récepteurs AMPA sont
des assemblages homomériques ou hétéromériques de ces sous-unités, et leurs propriétés
fonctionnelles différent selon la composition de ces assemblages.

La fonction excitatrice rapide des récepteurs AMPA résulte 4 la fois de leur cinétique
rapide, i.e. qu’ils s’ouvrent, se ferment et se désensibilisent rapidementm, et de la
dépolarisation membranaire qu’ils induisent dans I'élément postsynaptique lorsqu’ils sont
activés. Cette dépolarisation membranaire est provoquée par un échange sodique et potassique

qui est assuré par la perméabilité du canal aux cations monovalents (Na' et KH" (en revue par

15 Q = glutamine, R = arginine, G = glycine.

16 Le temps d’ ouverture moyen des récepteurs AMPA est de I'ordre de 1 ms et, selon leur composition en sous-
unités, ils se désensibilisent en environ 14 6 ms pour un temps de récupération variant de 6 jusqu’a 147 ms (en
revue par Dingledine et coll., 1999; Ozawa et coll., 1998).

7 Tous les RGLU sont perméables au Na* et au K* et certains, notamment les récepteurs NMDA, sont perméables
aux ions calcium (Ca®*) (Dingledine et coll., 1999).
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\ & subiculam

Figure 2 : Les régions du cerveau de souris en coupe horizontale. A) Schéma d’une coupe
horizontale de cerveau de souris au niveau de I'hippocampe dorsal. Le cortex cérébral (Cx,
niveau pariéto-temporal; I-III, couches externes; IV-VI, couches internes), la formation
hippocampale, le complexe amygdaloide (non visible) et les ganglions de la base, dont la
composante principale est le striatum (Stria), forment le télencéphale, i.e. les hémispheres
cérébraux. B) Vue détaillée de la formation hippocampale et de ses 3 composantes : le
subiculum, la corne d’Ammon (CA) et le gyrus dentelé (GD, sur le stratum moleculare).
Gran et Mol, strata granulare et moleculare du cortex cérébelleux; Thal; thalamus.
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Dingledine et coll., 1999; Ozawa et coll, 1998). Néanmoins, des études électrophysiologiques
ont montré que certains récepteurs AMPA sont hautement perméables aux ions calcium (Ca™)
et autres cations divalents (Iino et coll, 1990), une caractéristique particuliére retrouvée
uniquement chez les récepteurs ne possédant pas la sous-unité GluR2 (en revue par Dingledine
et coll., 1999; Jonas et Burnashev, 1995; Ozawa et coll., 1998). Toutefois, comme GIuR2 est
exprimée de fagon ubiquitaire dans le systéme nerveux central (SNC), peu de récepteurs
AMPA sont perméables au Ca™, et la plupart des neurones qui en possédent sont des neurones
GABAergiques'® qui expriment une protéine de Liaison du Ca®, la parvalbumine (Bochet et
coll,, 1994; Jonas et coll., 1994; Kondo et coll., 1997; Leranth et coll., 1996). Cette propriété
unique de GluR2 4 contrdler la perméabilité calcique des récepteurs AMPA est attribuable a
un seul résidu d’acide aminé, une arginine (R), situé dans le segment M2 au fameux site Q/R
(voir ci-haut et Fig.1) (Burnashev et coll, 1992a; Hume et coll, 1991; Mishina et coll, 1991).
Cette arginine, parce que chargée positivement et située prés de I'entrée du canal, empéche le
passage de ’ion calcium. A I'opposé, GluR 1, GluR3 et GluR4, de méme que les GluR2 non
modifiées, possédent, au site Q/R, une glutamine (Q) dont la charge est neutre. Ainsi, un
assemblage de ces sous-unités forme des canaux perméables au Ca**. Par ailleurs, ’AMPA
et le glutamate, mais pas le KA, évoquent une profonde désensibilisation des récepteurs
AMPA (Kiskin et coll., 1986; Tang et coll., 1989; Trussel et coll, 1988) dont la vitesse, tout
de méme élevée, est influencée par les caractéristiques des sous-unités. En effet, les récepteurs
AMPA composés de sous-unités n’ayant pas subi au site R/G (voir ci-haut et Fig.1) une
modiﬁcation‘ponctuelle (Lomeli et coll., 1994) ou présentant, & I’exception de GluR1, la forme

flop (Bochet et coll, 1994; Mosbacher et coll., 1994), se caractérisent par une désensibilisation

18 ; ¢. des neurones dont le NT principal est I’acide y-aminobutyrique (GABA), le NT inhibiteur majoritaire du
systéme nerveux central.
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plus rapide et plus profonde. Les régulateurs allostériques, tels la cyclothiazide ou
I’aniracétam, affectent les mécanismes de désensibilisation et, par conséquent, en modifient
également la vitesse (en revue par Dingledine et coll., 1999; Ozawa et coll., 1998).

Au moins trois sites de liaison, au niveau desquels différentes molécules peuvent agir,
sont retrouvés sur les récepteurs AMPA. Le site de liaison du glutamate est le lieu de
compétition entre agonistes (glutamate, KA, AMPA et dérivés, willardiine et dérivés,
quisqualate, domoate)" et antagonistes (CNQX et analogueszo) (pour une revue des ligands
des RGLU voir Dev et Henley, 1998; Dingledine et coll., 1999; Lees, 1996; Ozawal et coll.,
1998). Des études cinétiques de la liaison de I’ AMPA tritié (’HJAMPA) ont révélé que ce
site de Liaison posséde 2 états d’affinité définis comme sites de haute ou de basse affinité (pour
une revue, voir Dev et Henley, 1998). Dans ces études, environ 80% du [3H]AMPA, a une
concentration de 5 nM, est lié aux sites de basse affinité (Honoré et Drejer, 1988; Olsen et
coll., 1987) dont le nombre est grandement» supérieur 2 celui des sites de hautes affinité¢ (Dev
et coll., 1996; Sheardown et coll., 1990). En autoradiographie, les sites de haute affinité sont
principalement détectés, du moins dans I’hippocampe, au niveau de la couche des corps
cellulaires, le stratum pyramidale, tandis que les sites de basse affinité sont présents dans les
strata oriens et radiatum, 13 ot les synapses sont concentrées (Dev et coll., 1996; Young et
Fagg, 1990). Ainsi, c’est dans la fraction microsomale (P3), ou cytosolique, de préparations
membranaires de tissu cérébral que sont retrouvés les sites de hautes affinités, tandis que les

sites de basse affinité sont, eux, associés i la fraction synaptosomale (P2) (Henley, 1995;

1% 1e degré d’affinité de ces ligands pour le récepteur AMPA est, en ordre croissant : quisqualate > (s)-5-
fluorowillardiine > AMPA > glutamate >> kainate > domoate.

2 Ce sont des quinoxalines dont le pouvoir de discrimination entre récepteurs AMPA et récepteurs KA est
variable : CNQX = DNQX < NBQX < YM90K. CNQX : 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione. DNQX : 6,7-
dinitroquinoxaline-2,3-dione. NBQX : 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulphamoyl-benzo(F)quinoxaline. YM90K : 6-
(1H-imidazole-1-yl)-7-nitro-2,3(1H,4H)-quinoxalinedione.
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Standley et coll., 1994, 1998a, 1998b; Tocco et coll., 1992¢). L’état d’affinité du récepteur
AMPA n’est pas déterminé par sa composition en sous-unités, car toutes lient le ’HIAMPA
avec la méme affinité (Honoré et coll., 1986), mais il a été suggéré que cet état serait controlé
par une hypothétique protéine modulatrice (Honoré et Nielsen, 1985) et influencé par
I’environnement lipidique du récepteur (Massicotte et Baudry, 1990). D’autres sites sur les
sous-unités vont lier des régulateurs allostériques, tels la cyclothiazide, ’aniracetam et le
diazoxide, ou des antagonistes non-compétitifs, soit certaines benzodiazépines atypiques. Tout
en agissant probablement sur des sites différents (Johansen et coll,, 1995; Partin et Mayer,
1996; Randle et coll., 1993), ces régulateurs allostériques potentialisent la réponse des
récepteurs AMPA en ralentissant leur vitesse de désensibilisation, tandis que les antagonistes
non-compétitifs viendraient I’accélérer. Enfin, une troisi¢me catégorie de molécules, des
toxines d’araignées ou de guépes et leurs analogues (ex. argiotoxine, spermine,
philanthotoxine), vont, en se lja‘nt a lintérieur méme du canal, bloquer la transmission
synaptique glutamatergique (en revue par Bowie et coll., 1999). Toutefois, ces molécules sont
hautement sélectives et n’affectent que les récepteurs AMPA qui posseédent la sous-unité
GIuR2 non modifiée au site Q/R et qui, par conséquent, sont perméables au Ca®. De plus, ce
blocage est non-compétitif puisque les toxines et leurs dérivés n’agissent que sur les récepteurs
activés dont I’ouverture du canal libére I’acces au site de liaison.

La distribution des récepteurs AMPA est ubiquitaire dans I’ensemble du SNC, quoique
des différences régionales de densité sont manifestes. Ainsi, des études de liaisons effectuées
avec le [P’HJAMPA sur des coupes de rats (Chabot et coll., 1997; Foster et coll., 1996; Gagné
et coll, 1996, 1997, 1998; Insel et coll., 1990; Monaghan et colL, 1984; Nielsen et coll., 1990;
Olsen et coll., 1987) ont révélé que I’hippocampe est une structure possédant une densité de

liaison intense qui est légérement plus élevée dans la région CA; que dans la CAs, d’une part,
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et dans la couche de cellules pyramidales que dans les stratum oriens et radiatum, d’autre part
(voir Fig.2 pour les régions cérébrales). La densité de liaison dans la couche moléculaire du
gyrus dentelé est également élevée. Des niveaux intermédiaires, qui varient selon les études,
sont retrouvés dans le cortex, avec une densité plus élevée pour les couches superficielles (I-11I
ou cortex externe), le striatum (noyau caudé-putamen) et la couche moléculaire du cervelet.
Les plus faibles densités sont retrouvées dans le diencéphale (thalamus), le tronc cérébral, et
la couche granulaire du cortex cérébelleux. Des études d’hybridation histochimique in sifu
(Bahn et Wisden, 1996; Monyer et coll, 1991; Sommer et coll, 1990) et
d’immunohistochimie (1996; Petralia et Wenthold, 1992) ont permis de révéler que les quatre
sous-unités des récepteurs AMPA sont coexprimées dans la majorité des régions du cerveau
des mammiferes adultes. Toutefois, le niveau d’expression de chacune de ces sous-unités
varie d’une région cérébrale A I’autre selon un patron de distribution similaire & celui observé
avec les études de liaison. Au niveau cellulaire, les études d’immunohistochimie ont révélé
que les 4 sous-unités étaient retrouvées dans le cytoplasme et dans la membrane plasmique du
corps cellulaire et des dendrites (Petralia et Wenthold, 1992). Le marquage des sous-unités
dans le cytoplasme s’est révélé tre épars et serait le résultat du transport des récepteurs en
partance ou vers la membrane cytoplasmique. Les récepteurs de la membrane, quant a eux,
seraient principalement localisés au niveau des densités postsynaptiques (DPS; voir section
1.3) (Petralia et Wenthold, 1992), et correspondent, comme mentionné précédemment, aux
sites de basse affinité (Standley et coll., 1994; Tocco et coll., 1992¢). Toutefois, au cours du
développement embryonnaire, les récepteurs AMPA sont d’abord uniformément répartis dans
le neurone, puis se concentrent au niveau des dendrites pour finalement étre confinés en
groupes restreints dans les densités postsynaptiques des épines dendritiques (Craig et coll.,

1993). Enfin, des études en microscopie électronique de synapses marquées a 1’or par
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immuno-sélection (immunogold labeling) ont permis de révéler que les récepteurs AMPA
étaient distribués de fagon relativement uniforme au sein de la membrane postsynaptique
contrairement aux récepteurs NMDA qui tendent a étre confinés pres du centre des synapses

(Kharaziga et Wienberg, 1997; Somogyi et coll., 1998).

1.2.2 Les récepteurs kainate

Les récepteurs KA se distinguent pharmacologiquement des récepteurs AMPA du fait
que les cing sous-unités entrant dans leur composition ont une plus forte affinité pour le KA
que pour ' AMPA. Les sous-unités GluR5-GIuR?7 sont de tailles similaires (~900 a.a.) et leur
séquence d’acides aminés sont homologues a 75-80% entre elles et 4 ~40% par rapport aux
sous-unités GluR1-GluR4 des récepteurs AMPA. KAI-KA2 sont légérement plus
volumineuses (~970 a.a.) avec une homologie de séquence d’acides aminés de I’ordre de 70%
entre elles, et de ~40% lorsque comparées a celles de GluR1-GluR4 ou GluR5-GluR7. 1l est
fort probable que les récepteurs KA soient formés par un assemblage hétéromérique de ces
sous-unités, selon différents ratios et combinaisons, puisque 1) des assemblages homomériques
avec GluR7, KA1 ou KA2 ne forment pas de récepteurs fonctionnels (Bettler et coll., 1992;
Herb et coll., 1992; Lomeli et coll., 1992; Werner et coll., 1991), et 2) GluR5-GluR6 sont
coexprimées avec au moins I'une de ces sous-unités «non-fonctionnelles» dans une méme
population de neurones (Bahn et coll., 1994; Wisden et Seeburg, 1993). Par ailleurs, comme
pour les sous-unités des récepteurs AMPA, des modifications ponctuelles de I’ ARN ont été
retrouvées sur les sous-unités GluR5 et GIuR6 : un site Q/R dans le segment M2 (Sommer et

coll., 1991), et 2 sites (I/V et Y/C)*!' dans le segment transmembranaire M1 (voir Fig. 1)

2 I = isoleucine, V = valine, Y = tyrosine, C = cystéine.
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(Kohler et coll., 1993; en revue par Dingledine et coll., 1999; Seeburg, 1996). Cependant,
contrairement A GluR2, la modification de I’ ARN au site Q/R, qui s’effectue aussi durant le
développement embryonnaire, n’est pas complete. Ainsi, les deux formes de GluRS et GluR6,
modifiées ou non, sont retrouvées dans le cerveau mature. De plus, selon les mémes raisons
énoncées pour les récepteurs AMPA, les sous-unités qui conservent leur glutamine (Q) au site
Q/R sont perméables au Ca®* (Dingledine et coll., 1999). Enfin, GluR5-GluR7 possedent
également une séquence C-terminale alternante produite par épissage alternatif (Gallo et coll.,
1992; Kshler et coll., 1994).

De fagon similaire aux récepteurs AMPA, on retrouve des états de haute et de basse
affinité pour les récepteurs KA envers le [’H]KA. Toutefois, et contrairement aux récepteurs
AMPA, les sites de haute et de basse affinité sont respectivement associés aux sous-unités
KA1-KA2 et GluR5-GluR7 (Bettler et coll., 1990, 1992; Honoré et coll., 1986; Lomeli et coll.,
1992; Ogita et coll., 1994; Werner et coll., 1991; Young et Fagg, 1990). Ces sites de liaison
sont abondamment retrouvés dans I’ensemble du SNC, mais une plus forte densité est
retrouvée au niveau de la région CA; de I’hippocampe et dans le stratum granulare du cortex
cérébelleux (Foster et coll., 1981; Miller et coll., 1990; Monaghan et Cotman, 1982; Represa
et coll, 1987). Toutefois, chacune des sous-unités qui forment les récepteurs KA ont une
distribution différentielle : KAl est présente surtout dans la région CA; et le gyrus dentelé de
I’hippocampe, KA2 est exprimée de fagon ubiquitaire, GluR5-GluR7 sont retrouvés dans
différentes régions, avec une faible expression de GluR6 au niveau de I’hippocampe. Il est
apparu que les sous-unités des récepteurs KA et AMPA peuvent étre coexprimées dans le
méme neurone (Mackler et Eberwine, 1993), mais jamais elles ne semblent s’agencer

ensemble pour former des récepteurs mixtes (Wenthold et coll., 1994).
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1.2.3 Les récepteurs NMDA

Les récepteurs AMPA et NMDA sont généralement co-activés durant la transmission
synaptique 2 la plupart des synapses glutamatergiques du SNC. Néanmoins, contrairement aux
récepteurs AMPA, les récepteurs NMDA médient une neurotransmission excitatrice retardée
et de durée plus longue due 2 leur cinétique relativement plus lente* que celle des récepteurs
AMPA. Cette particularité est associée & une plus grande affinité des récepteurs NMDA
envers le glutamate (ECso ~ 1 uM) comparativement a celle que démontrent les récepteurs
AMPA (ECso ~ 500uM) (pour une revue voir Dingledine et Coll.,, 1999; McBain et Mayer,
1994; Ozawa et coll., 1998; Ziff, 1999). Le clonage et l’éxpression dans des oocytes de la
premiére sous-unité des récepteurs NMDA, NR1, ont été effectués par Moriyoshi et coll. en
1991. Cette étude a permis de décrire et de confirmer trois des plus importantes
caractéristiques des récepteurs NMDA : 1) le canal est obstrué par des ions magnésium Mg™),
dont I’action bloquante est dépendante du pbtentiel membranaire®’; 2) la glycine agit comme
co-agoniste du glutamate puisqu’elle est nécessaire pour I'ouverture efficace du canal®; 3) le
canal est perméable aux ions calcium et autres cations divalents” en plus des cations
monovalents (Na* et K*). Ainsi, I'activation des récepteurs NMDA nécessite a la fois la liaison
du glutamate et une dépolarisation membranaire suffisante, généralement fournie par -
Pactivation préalable des récepteurs AMPA et KA, pour lever le blocage du canal

Contrairement aux récepteurs AMPA et KA, les sous-unités des récepteurs NMDA ne peuvent

22 1 es récepteurs NMDA prennent de 10 4 50 ms de plus que les récepteurs AMPA pour s’activer (Wyllie et coll.,
1998). Selon leur composition en sous-unités, leur temps d’ ouverture moyen varie entre 0.1 et 8.0 ms avec une
désensibilisation survenant apres environ 700 ms pour un temps de récupération variant de 300 jusqu’a 1200 ms
(en revue par Dingledine et coll., 1999; Ozawa et coll., 1998).

3 Ce blocage par le Mg?* a été initialement découvert par Nowack et coll. (1984) et Mayer et coll. (1984) lors
d’études électrophysiologiques effectuées sur des coupes d’hippocampe. .

 Initialement découvert par Johson et Asher (1987) ainsi que par Bowe et Nadler (1990).

%5 nitialement découvert par MacDermott et coll. (1986) ainsi que par Mayer et Westbrook (1987a).
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probablement pas former de récepteurs homomériques fonctionnels. En effet, une étude
récente indique que NR1 doit s’unir avec une ou plusieurs sous-unités NR2 pour former des
récepteurs fonctionnels (Soloviev et Barnard, 1997). 11 a été établi que NR1 contient le site
de liaison de la glycine (Hirai et coll., 1996), et NR2, celui pour le glutamate (Laube et coll,
1997). Le rdle de la sous-unité NR3A est, quant 2 lui, inconnu. Néanmoins, lorsque NR3A
est coexprimée dans des oocytes de Xenopus avec NR1 et NR2A, elle provoque une réduction
du courant cellulaire total induit par le NMDA ou le glutamate (Ciabarra et coll,, 1995). De
plus, les canaux dotés de cette sous-unités se caractérisent par une plus faible conductance et
probablement par une moins grande perméabilité au Ca® comparativement aux canaux ne
possédant NR3A (Das et coll., 1998).

Les récepteurs NMDA sont retrouvés dans I’ensemble du cerveau, mais sont
prédominants dans le télencéphale (voir Fig. 2 pour les régions cérébrales) avec les plus hautes
concentrations situées dans la région CA, de I'hippocampe (en revue par Monaghan et coll,,
1989). De plus, selon la comparaison quantitative des sites de liaisons de différents ligands,
il semblerait que les récepteurs NMDA présentent plusieurs types pharmacologiquement
distincts (Monghan et coll., 1989). En ce qui concerne les sous-unités de ce type de RGLU,
les études d’hybridation histochimique in situ ont révélé que NRI est distribuée de fagon
ubiquitaire dans 'ensemble du cerveau, mais que les quatre transcrits de NR2 présentent un
patron d’expression régional différentiel, du moins chez le rongeur (en revue par Mori et
Mishina, 1995). Du point de vue structural, aucune modification ponctuelle de I’ARN n’a été
détectée sur I’une ou I’autre des six sous-unités des récepteurs NMDA, mais neuf isoformes
de NR1 et deux de NR2D, produits par épissage alternatif et caractérisés par des domaines C-
terminal et N-terminal différents, sont connus jusqu’a présent (en revue par McBain et Mayer,

1994; Mori et Mishina, 1995). Enfin, I'inspection de la structure primaire des sous-unités des
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récepteurs NMDA a révélé qu’un résidu asparagine (N) occupe la position équivalente au site
Q/R du segment M2 des récepteurs AMPA (Ozawa et coll., 1998). Ce site N gouverne a la

fois la perméabilité au Ca®* et le blocage au Mg** du canal des récepteurs NMDA (Burnashev

et coll., 1992b; Sakurada et coll., 1993).

1.2.4 Les récepteurs métabotropes

Les RGLUm médient les actions neuromodulatrices lentes du glutamate dans le SNC
(pour une revue sur les RGLUm, voir : Conn et Pin, 1997; Holscher et coll., 1999; Ozawa et
coll., 1998). En effet, I’activation des RGLUm entraine une réponse a retardement de durée
plus longue que celle engendrée par les RGLU ionotropes et permet au glutamate de réguler
la réponse excitatrice rapide qu’il évoque au sein d’une méme synapse. Cette caractéristique
est due au fait que les RGLUm sont couplés a des protéines G (Gg, Go, Gi) (Bokaert et coll.,
1993; Schoepp et coll., 1999) qui contrdlent I'activité d’enzymes membranaires (adénylate
cyclase, phospholipase C et D (PLD)) et des canaux ioniques (Saugstad et coll,1995). Le
premier RGLUm a été cloné en 1991 (Houamed et coll, 1991; Masu et coll,, 1991), et depuis,
huit types de RGLUm ont été identifiés (voir Tableau II). En 1992, Nakanishi a propos€ une
classification en trois groupes basée sur le degré d’homologie de la séquence d’a.a. des
récepteurs (environ 70% d’homologie a I'intérieur d’un groupe et 40% d’homologie entre les
groupes), le systtme de seconds messagers auquel ils sont couplés (hydrolyse des
phosphoinositides (PI) pour le groupe I et couplage négatif & 1’adénylate cyclase pour les
groupes II et IIT) et le ligand qui les active le plus efficacement (quisqualate pour le groupe 1,
L-CCG-I pour le groupe II et L-AP4 pour le groupe III) (voir Tableau II; en revue par Schoepp
et coll., 1999). En ce qui concerne le systeme de trénsduction, I’hydrolyse des PI comprend

la transformation du phosphoinositol diphosphate (PIP,) en acide phosphatidique par la PLD
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ou en inositol triphosphate (IP;) et diacylglycérol (DG) par la PLC, tandis que I'adénylate
cyclase est, quant a elle, responsable de la transformation de I’adénosine triphosphate (ATP)

en adénosine monophosphate cyclique (AMPc).

Les membres de la famille des RGLUm, bien qu’ils possédent 7 domaines
transmembranaires comme les autres récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), ne partagent
pas d’homologie de séquence avec ces autres RCPG (voir Nakanishi, 1992; Strader et coll,,
1995). IIs sont toutefois structurellement reliés aux récepteurs-détecteurs de calcium
extracellulaire (CaR), un type de récepteur métabotrope retrouvé entre autre dans plusieurs
structures cérébrales, dont I’hippocampe (Chattopadhayay et coll., 1997; Hebert et Brown,
1995; Ruat et coll., 1995), et aux récepteurs métabotropes GAB Ag (Kaupmann et coll., 1997).
Ils possédent un large domaine N-terminal extracellulaire (~560 a.a.), sur lequel est situé le
site de liaison du glutamate, et un domaine C-terminal, dont la longueur varie selon le sous-
type de récepteurs, potenticllement responsable de la régulation des mécanismes de
transduction impliquant les protéines G (voir Ozawa et coll. 1999; Schoepp et coll,,1999). Les
RGLUm du groupe I sont exprimés au niveau postsynaptique, tandis que ceux du groupe I et
III sont retrouvés au niveau présynaptique o ils font office d’autorécepteurs a rétroaction

négative dont la fonction est de réduire la reliche de NT (Shigemoto et coll., 1997).

1.2.5 Les récepteurs orphelins

Les sous-unités 81 et 62 sont des voisins structuraux distants (18-25% d’homologie sur
la séquence d’acides aminés) des autres sous-unités des RGLU ionotropes (Lomeli et coll,
1993). Ces sous-unités ne forment pas d’elles-mémes de canaux fonctionnels ni ne modifient

la fonction d’autres combinaisons de sous-unités. Leur fonction est présentement inconnue.



23

1.3 Interactions des récepteurs glutamatergiques avec les
protéines cellulaires

Les RGLU sont associés, au niveau de la membrane postsynaptique, 4 un assemblage
complexe de protéines structurelles et régulatrices (protéines de liaison aux récepteurs,
protéines du cytosquelette, kinases, phosphatases, protéases, facteurs de régulation) connu sous
le terme de densité postsynaptique (DPS) (pour une revue, voir Bi et coll., 1998b; Dingledine
et coll,, 1999; Kennedy, 1997; O’Brien, 1998; Ziff, 1997, 1999). La DPS, retrouvée juste en
dessous de la membrane postsynaptique, est une spécialisation de la jonction synaptique
analogue aux complexes protéiniques associés A d’autres types de jonctions cellulaires (e.g.
jonctions serrées, jonctions adhérentes). Une des face de la DPS est en contact direct avec les
domaines cytoplasmiques des canaux ioniques, tandis que la face opposée est en lien avec les
composantes du cytosquelette, tels les filaments d’actine. La DPS joue a la fois un role
important dans le regroupement et le confinement des RGLU au niveau de la synapse, dans
la modulation de Dactivité des récepteurs de méme que dans l’activation des voies de
signalisation intracellulaires.

La liaison des récepteurs glutamatergiques aux composantes de la DPS et les
mécanismes associés qui sous-tendent leur regroupement et de leur confinement au niveau de
la synapse est présentement mieux connu pour les récepteurs NMDA.  Ainsi, des études ont
pu déterminer que la sous-unité NR2 et certaines isoformes de NR1 forment un complexe de
liaison avec la protéine SAP90*® (aussi nommée PSD-95%"), une composante majeure de la

DPS (Cho et coll.,, 1992; Kistner et coll., 1993). Cette protéine contient 5 domaines

% De I'anglais synapse associated protein of 90 kDa.
7T De I’anglais postsynaptic density protein of 95 kDa.
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globulaires, soit, A partir de I'extrémité N-terminale, trois domaines PDZ*, un domaine SH3%
et un domaine formé par I'extrémité C-terminale et muni d’une activité guanylate kinase
(domaine GK). Elle se lie & I'extrémité C-terminale des sous-unités des récepteurs NMDA par
I’entremise de ses domaines PDZ-1 et PDZ-2 (Cabral et coll, 1996; Doyle et coll, 1996). Le
domaine PDZ-3, quant 2 lui, A la propriété de se lier a la protéine neuroligane (Irie et coll.,
1997) et 4 une protéine riche en résidus cystéine, la CRIPT*® (Niethammer et coll., 1998). La
neuroligane est une protéine transmembranaire dont le domaine N-terminal extracellulaire
interagit, au sein de la fente synaptique, avec la neurexine, une protéine présynaptique. Ce
mécanisme pourrait permettre 1'alignement des récepteurs postsynaptiques avec les structures
présynaptiques, un phénomeéne récemment proposé comme I’'un des mécanismes potentiel
d’expression de la potentialisation synaptique (Xie et coll,, 1997) (voir section 1.4). La
protéine CRIPT pourrait, quant 2 elle, permettre de relier SAP90 aux microtubules de la
structure cytosquelettique adjacente a la DPS. Enfin, les protéines SAP90 ont aussi la capacité
de former des homodimeres par I’entremise de leur peptide primaire N-terminal, situé en aval
du domaine PDZ-1 (Hsueh et coll., 1997). Il a été proposé que c’est la multimérisation de la
protéine SAP90 qui permettrait, entre autre, de regrouper les récepteurs NMDA au sein de la
DPS (voir Ziff, 1997). Par ailleurs, une étude a démontrée que la sous-unité NR1 peut aussi
s’associer directement & I’0-actinine-2, une protéine qui se lie  I’actine (Wyszynski et coll.,

1997). 11 semble que cette association pourrait constituer un autre mécanisme de liaison des

% Domaines protéiques liant des séquences C-terminales spécifiques, généralement de récepteurs
transmembranaires ou de canaux ioniques, et permettant des interaction protéine-protéine. Ils ont initialement
6té caractérisés sur la protéine PSD-95 et désignés domaines PDZ d’aprés le nom des premitres protéines
reconnues pour en posséder : PSD-95, Dig, ZO-1 (Alomone Labs, 1999; Lin et coll., 2000; Ponting et coll., 1997)
¥ De I'anglais Src Homology 3, domaines protéiques reconnaissant des séquences riches en acide aminé proline
et impliqués dans les mécanismes de communication intercellulaires et de transduction de signaux de la surface
cellulaire vers le noyau. Les domaines SH ont initialement été découverts sur la protéine Src, le produit du proto-
oncogene c-src (Fana, 1997a, 1997b; Lin et coll., 2000).

* De I’anglais cystein-rich protein.
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récepteurs NMDA au cytosquelette via I'interaction du complexe NR1/a-actinine-2 avec
I’actine (Ehlers et coll., 1996; Wyszynski et coll., 1997).

Les récepteurs AMPA sont également regroupés au sein des synapses
glutamatergiques, mais les mécanismes de confinement de ces récepteurs sont moins bien
connus. Néanmoins, il a été démontré que, a I'instar des récepteurs NMDA, les récepteurs
AMPA se lient A des protéines contenant des domaines PDZ telles la protéine d’interaction
avec les RGLU (GRIP3 !y (Dong et coll., 1997) et la protéine se liant aux récepteurs AMPA
(ABP?) (Srivastava et coll, 1998). Fortement homologues I’'une a I’autre, la protéine ABP
contient toutefois six domaines PDZ, tandis qu’on en a dénombré sept pour GRIP, et chacune
est encodée par un géne distinct. Ces protéines interagissent via leurs domaines PDZ avec les
domaines C-terminaux des sous-unités GluR2 et GluR3 et forment des multimeres tant
hétérogénes que homogeénes (Srivastava et coll.,, 1998). A ce jour, le phénomene de
regroupement des RGLU n’a été étudié que par ’entremise de cellules hétérologues, mais il
semble fort possible que de tels phénomenes, engendrés par des mécanismes dépendants de
composantes telles SAP90, GRIP et ABP, soient retrouvés au sein des neurones

glutamatergiques.

Par ailleurs, 'une des découvertes les plus marquantes concernant les protéines
interagissant avec les RGLU est la mise en évidence de I'implication des récepteurs ionotropes
AMPA dans I’activation de protéines G, et par conséquent, dans les voies de signalisation

métabotropes (Wang et Durkin, 1995; Wang et coll., 1997b).

3! De I’anglais glutamate receptor interacting protein.
%2 De ’anglais AMPA receptor-binding protein.
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1.4 Aspects neurophysiologiques et neuropathologiques des

récepteurs glutamatergiques

Tel que mentionné précédemment, la grande majorité de la neurotransmission
excitatrice survenant au sein du systéme nerveux central est médiée par les RGLU. Etant
donné qu’ils sont présents dans pratiquement chacune des structures de ce systéme, on peut
s'attendre 4 ce que les RGLU soient impliqués dans une panoplie de conditions
neuropathologiques”. Ainsi, on leur attribue, entre autres, un rle dans I’épilepsie (Tower,
1955; en revue par Choi, 1998; Dingledine et coll., 1990; Meldrum, 1991), la douleur
neuropathique (Dickenson, 1990; Zieglginsberger et Télle, 1993), I'anxiété (Davis et coll,
1994) et la schizophrénie (Javitt et Zukin, 1991; Thornberg et Saklad, 1996). Plusieurs études
ont également démontré qu’il y a activation excessive des RGLU lors de conditions stressantes
subies par le cerveau, telles I'ischémie provoquée par un arrét cardiaque ou un accident
vasculaire cérébral (AVC), les traumatismes criniens, I'épilepsie et I’hypoglycémie. Cette
activation excessive provoque une entrée exagérée de Ca** dans la cellule, ce qui entraine la
nécrose des neurones centraux qui sont affectés par ce processus pathologique mieux connu
sous le terme d’excitotoxicité cellulaire™ (en revue par Choi, 1988; Doble, 1995; Choi et
Rothman, 1990; Lees, 1996; Meldrum et Garthwaite, 1990; Szatkowski et Attwell, 1994). A

titre plus spéculatif, ce mécanisme d’excitotoxicité pourrait &tre impliqué dans certains

3 Pour une revue des role physiologiques et pathologiques des RGLU, voir Dingledine et coll. (1988), Mayer
et Westbrook (1987b), Monaghan et coll. (1989), Ozawa et coll. (1998).
3 Terme proposé par J.W. Olney suite 2 ses travaux sur la toxicité cellulaire du glutamate (Olney, 1978).
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empoisonnements métaboliques ou intoxications alimentaires ainsi que dans divers désordres
neurodégénératifs tels les maladies de Parkinson et d’ Alzheimer, la chorée de Huntington, la
sclérose latérale amyotrophique et la démence du SIDA. Cette entrée excessive de Ca** qui
est induite par la sur-activation du systéme glutamatergique peut s’effectuer par I'intermédiaire
de trois composantes membranaires : les récepteurs NMDA, constituant la principale porte
d’acces, les canaux calciques 4 ouverture dépendante du voltage membranaire (CCDV) ou les
récepteurs AMPA perméables au Ca™.

A ce jour, plusieurs traitements ont été ou sont actuellement envisagés pour prévenir
Iexcitotoxicité cellulaire induite par le glutamate (en revue par Choi, 1998; Dingledine et
coll., 1999; Doble, 1995;’Lees, 1996; Ozawa et coll., 1998). En effet, les sévéres dommages
neuronaux causés par ’activation excessive des RGLU, et particulierement des récepteurs
NMDA, peuvent étre efficacement prévenus par I'utilisation d’antagonistes spécifiques, tel le
D-AP5%, auquel on attribua, dans les années 80, des propriétés neuroprotectives et
anticonvulsivantes (en revue par Rothman et Olney, 1987). L’utilisation d’antagonistes
sélectifs aux récepteurs AMPA s’est également révélée efficace dans la prévention de la mort
neuronale causée par I'ischémie et d’autres conditions neufopathologiques. Enfin, selon
d’autres études, il semblerait que les RGLUm soient impliqués dans les mécanismes cellulaires
entrainant les dommages neuronaux associés 2 certaines des conditions pathologiques
précédemment mentionnées (traumatismes cérébraux, ischémie, épilepsie, hypoglycémie). En
effet, divers agonistes des RGLUm ont des propriétés neurotoxiques et neuroconvulsives, et

plusieurs antagonistes spécifiques a ces récepteurs se sont avérés utile dans la prévention ou

35 Un antagoniste des récepteurs NMDA; D-2-amino-5-phosphonopentanoate.
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dans la diminution des effets dévastateurs de I'excitotoxicité cellulaire (en revue par Holsher
et coll., 1999).

D’un point de vue physiologique, les RGLU participent a la formation des réseaux
neuronaux durant le développement embryonnaire (Constantine-Pafon et coll., 1990; Durand
et coll. 1996) et sont impliqués dans plusieurs formes de plasticité synaptiqueaé, phénomene
hautement susceptible de sous-tendre des processus cérébraux tels ’apprentissage et la
mémoire (en revue par Aztély et Gustafsson, 1997; Bliss et Collingridge, 1993; Chen et
Tonegawa, 1997; Kaczmarek et coll., 1997; Lynch, 1998; Maren et Baudry, 1995; Martinez
et Derrick, 1996; Nayak et Browning, 1999; Shors et Matzel, 1997, Wang J.-H. et coll.,, 1997a;
Zhuo et Hawkins, 1995). Cette idée de plasticité synaptique est retracée aussi loin qu’au
XVIII® siecle dans les écrits de Sir Charles Bonnett (1720-1793) qui propose alors que les
souvenirs sont représentés dans le cerveau par des changements survenant dans le «seuil de
résonance» des nerfs aprés que ceux-ci aient été activés (en revue par Frégnac, 1994;
Gomulicki, 1953; Ito, 1994). L’idée a ensuite été reprise par le psychologue américain
William James en 1890, puis par le psychiatre italien Eugenio Tanzi en 1893, et enfin par
Ramoén y Cajal qui, en 1911, propose que la synapse serait 1’endroit privilégi€ ou lactivité
nerveuse pourrait laisser une trace et permettre ainsi aux circuits nerveux d’adapter leurs
fonctions en réponse aux stimuli extérieurs. S’inspirant de ces théories, le psychologue
canadien Donald Olding Hebb formula, en 1949, son fameux postulat selon lequel I’efficacité
de la connexion qui unit deux neurones sera accrue si I’activité du neurone présynaptique
parvient i exciter de maniére répétée ou persistante le neurone postsynaptique (voir Fig. 3)

(Hebb, 1949). En d’autres termes, il y a modulation de I’efficacité de la transmission du

% De plastique, malléable : modulation de I’efficacité de la transmission synaptique.
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message nerveux au travers des synapses en fonction de I’activité concomitante des neurones
pré- et postsynaptiques, et selon Hebb, I'information est stockée dans les réseaux neuronaux
du cerveau par I'entremise de cette plasticité synaptique. Ainsi, I’apprentissage est défini
comme une modification de I’efficacité synaptique a I’intérieur du réseau neuronal durant le
traitement de I’information, tandis que la mémoire est représentée par la distribution spatiale
de ces synapses dont la modification fonctionnelle persiste longtemps aprés que I'information

initiale ait été prise en charge (Baudry et Massicotte, 1992).

Figure 3 : La synapse de Hebb.

Transmission synaptique Selon Hebb, lefficacité de la
avant memor lsatmn transmission de I’influx nerveux au
Synapse travers d’une synapse qui unit deux

Neurone A /] F Neurone B neurones sera accrue si ces deux
»

neurones sont, de maniere répétée

V.
\ l / ou persistante, simultanément actifs.

Cette plasticité synaptique serait a la

. . base du processus de mémorisation.
Transmission synaptique

apres mémorisation

Synapse

Neurone A /I Neurone B
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11 fallut attendre presque 25 ans aprés que Hebb eut formulé son postulat pour obtenir
les premiéres preuves expérimentales de I’existence du phénomene de la plasticité synaptique.

En effet, en 1973, Bliss, Gardner-Medwin et Lgmo observérent, a I'aide d’électrodes
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implantées in vivo dans le cerveau de lapin, une augmentation de longue durée de I'efficacité
de la transmission synaptique suite 3 une stimulation électrique intense des neurones
présynaptiques du gyrus dentelé de I’hippocampe (Bliss et Gardner-Medwin, 1973; Bliss et
Lgmo, 1973). Ils nommérent ce phénoméne potentialisation a long terme de la transmission
synaptique (PLT)*". Peu de temps aprés, des chercheurs réussirent a observer, d’abord dans
'hippocampe (Lynch et coll., 1977; Dunwiddie et Lynch, 1978), puis dans le cervelet (en
revue par Ito M., 1989), une dépression 2 long terme de 'efficacité synaptique (DLT), le
penchant inverse de la PLT, en utilisant des paramétres de stimulation différents. Depuis, une
multitude de formes de plasticité synaptique, de courte ou de longue durée, potentialisatrice
ou dépressive, ont été découvertes dans diverses structures cérébrales telles I’hippocampe, le
cervelet, le néocortex, I’amygdale et les ganglions de la base (striatum). Or, la grande majorité
de ces types de plasticité synaptique sont associées aux voies neuronales glutamatergiques. A
ce jour, il est généralement reconnu que leurs mécanismes d’expression nécessitent, pour €tre
enclenchés, une élévation de la concentration intracellulaire de Ca* ([Ca2+]i) et I'activation
subséquente d’une multitude d’enzymes et de facteurs protéiques (voir section 2.1). De plus,
un nombres imposant d’études ont permis de démontrer que la modulation des fonctions
synaptiques qui est engendrée par ces mécanismes est le résultat de changements survenant
tant au niveau postsynaptique que présynaptique (pour une revue, voir Manabe, 1998; Nayak
et Browning, 1999; Nicoll et Malenka, 1995).

Ainsi, au niveau présynaptique, la plasticité synaptique s’exprimerait’™ par une
modification des paramétres de reldche des neurotransmetteurs (en revue par Capogna, 1998;

Manabe, 1998; Nayak et Browning, 1999; Nicoll et Malenka, 1995) : taux d’échec de la

37 Le phénomene de la PLT fut initialement observé en 1966 par Terje Lgmo alors qu’il travaillait dans le
laboratoire de Per Andersen. Le premier article décrivant la PLT parut en 1973. Cf. Shors et Matzel (1997).
3 11 faut noter ici que le débat entre hypothéses pré- et postsynaptiques est toujours d’actualité. Entre autre, Liao
et coll. (1995) (sans &tre les seuls protagonistes de I’hypothese présynaptique cependant) ont présent¢ un modele
postsynaptique compatible avec des données initialement interprétées comme indicateurs de modifications
présynaptiques survenant durant la PLT.
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transmission (Xiang et coll., 1994), taux de probabilité€ de relache (Schulz, 1997; Weisskopf
et Nicoll, 1995), activation des mécanismes de reliche au niveau de synapses préalablement
«muettes»>> (Ma et coll., 1999; Malgaroni, 1999; Tong et coll,, 1996). Par contre, les
modifications postsynaptiques consisteraient principalement, quant a elles, en la régulation de
la distribution et des propriétés des RGLU, et plus particulierement des récepteurs AMPA (en
revue par Bear et Abraham, 1996; Bi et coll,, 1998b; Chen et Tonegawa, 1997; Davis et
Laroche, 1998; Levenes et coll., 1998; Linden et Connor, 1995; Lovinger et Tyler, 1996;

Manabe, 1998; Turrigiano, 2000; Zhuo et Hawkins, 1995) (voir section 2.1 pour de plus

amples détails).

% j.e. des synapses dites silencieuses, mais d’un point de vue présynaptique : leurs mécanismes d’exocytose des
vésicules synaptiques ne sont pas actifs, mais elles ont la capacité «d’entendre» un message potentiel
(neurotransmetteur). Ces synapses ont initialement ét¢ découvertes dans la moelle épiniere (Jack et coll., 1981).



2 PROBLEMATIQUE ET HYPOTHESES DE
RECHERCHE

2.1 Problématique

Depuis la découverte de la PLT et de la DLT, les neurobiologistes se sont acharnés a
étudier leurs propriétés d’induction et leurs mécanismes d’expression dans diverses structures
cérébrales®®. Les recherches incessantes dans ce domaine ont permis de démontrer que
I’induction de la PLT et de la DLT dépend, selon les hypotheses postsynaptiques du moins,
A la fois d’une dépolarisation dendritique suffisante (Malinow et Miller, 1986; Wigstrom et
Gustafsson, 1986) et d’une subséquente hausse de la [Ca®*); dans I'élément postsynaptique
(Lynch et coll., 1983; Malenka et coll., 1988). Selon la forme de PLT et de DLT, I'influx de
Ca* dans I’élément postsynaptique s’effectue soit via le canal des récepteurs NMDA (en revue
par Malenka, 1994a; Malenka et Nicoll, 1993), soit via les CCDV (Daniel et coll., 1992;
Grover et Teyler, 1990a; Wickens et Abraham, 1991). De plus, il est généralement admis que
les changements de la fonction synaptique observés avec la PLT et la DLT semblent résulter,
du moins en partie, d’une modification du courant excitateur postsynaptique rapide médiée par
les RGLU AMPA (Carroll et coll., 1999; Davies et coll., 1989; Isaac et coll., 1995; Kauer et
coll, 1988; Liao et coll, 1995; Muller et coll., 1988). Plusieurs mécanismes sous-tendants ces
modifications postsynaptiques ont été proposés au cours de la derni¢re décennie. Parmi ceux-

ci, notons par exemple la modification directe des récepteurs AMPA (Barria, 1997; Biet coll.,

“ Pour une revue sur la PLT et la DLT, voir les références mentionnées dans la section 1.4, pages 28 a 31.
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1994; Hemart et coll.,, 1994; Musleh et coll., 1997; Raymond et coll., 1993) et le changement
de leur distribution au sein des compartiments intracellulaires (Carroll et coll., 1999; Lissin
et coll, 1998, 1999; Shi et coll., 1999; Standley et coll., 1998; Turrigiano et coll., 1998),
I’alignement des sites de reliche présynaptiques avec les récepteurs postsynaptiques (Xie et
coll.,, 1994), I’apparition de nouvelles synapses (Malinow et Mainen, 1996; Moser et coll,
1994), et, finalement, I'insertion de nouveaux récepteurs AMPA dans la membrane
postsynaptique via des mécanismes d’exocytose et/ou le recrutement de récepteurs AMPA
physiologiquement inertes au niveau tant de synapses dites silencieuses*' que de synapses
exprimant déja des récepteurs AMPA (Desmond et Weinberg, 1998; Durand et coll., 1996;
Gomperts et coll., 1998; Isaac et coll., 1995; Liao et coll., 1995; Lledo et coll, 1998; Malenka
et Nicoll, 1997; Musleh et coll:, 1997; Nishimune et coll., 1998; Petralia et coll., 1999). Au
niveau moléculaire, il semble que la hausse de la concentration intracellulaire de Ca®* ([Ca™])
médiée par les récepteurs NMDA ou les CCDV soit responsable de I'activation d’une
multitude de processus enzymatiques dépendants du Ca®* susceptibles de contribuer au
développement et & I'expression de la PLT et de la DLT en convertissant le signal d’induction
en changements durables des propriétés des récepteurs AMPA (Baudry et Lynch, 1993; Chen
et Tonegawa, 1997; Wang et coll, 1997). En effet, plusieurs études ont démontré que
I'expression de la PLT dans I’hippocampe est associée avec une hausse des propriétés de
liaisons des récepteurs AMPA (Bernard et coll., 1994; Maren et coll,, 1993; Musleh et coll.,
1997; Tocco et coll., 1992b). D’autres études ont méme révélé que le traitement de coupes

de cerveaux congelés de rat avec du Ca®, une approche pharmaco-biochimique de I'étude des

# j.e., selon le point de vue postsynaptique, des synapses ne transmettant que par I’entremise de récepteurs
NMDA, et qui, par conséquent, ne sont fonctionnelles que lors d’une forte dépolarisation membranaire (voir les
références mentionnées ci-haut). Par analogie avec les synapses «muettes» (voir note 38, p. 31), ont dit de ces
synapses qu’elles sont «sourdes» (voir Malgaroli, 1999).
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mécanismes d’expression postsynaptiques (voir section 2.2) des phénomenes de plasticité
synaptique, génére une augmentation de la liaison du PHJAMPA dans diverses structures
cérébrales incluant certaines régions de 1’hippocampe (Chabot et coll., 1997; Gagné et coll,,
1996, 1998; Tocco et coll., 1992¢).

Les mécanismes précis impliqués dans I'expression de la PLT ou de la DLT dans
différentes structures cérébrales sont encore sujets de controverses de nos jours. Néanmoins,
un nombre impressionnant d’expériences montrent que I’activation par le calcium de protéines
kinases, phosphatases et/ou protéases semble é&tre critique pour I’établissement des
changements des propriétés des récepteurs AMPA survenants durant ’expression de la PLT
et de la DLT (en revue par Baudry et Lynch, 1993; Bi et coll,, 1998b; Dev et Henley, 1998;
Lynch, 1998; Malenka, 1994b; Tokuda et Hatase, 1998; Wang et Kelly, 1996). Parallélement,
plusieurs éléments de preuves supportent 1’hypothése selon laquelle I'activation d’autres
enzymes dépendantes du Ca®, telles les phospholipases, pourraient également &tre impliquées
dans la régulation des propriétés des récepteurs AMPA (en revue par Baudry et coll,, 1993;
Baudry et Massicotte, 1992; Biet coll, 1998b; Dev et Henley, 1998; Lynch, 1998). En effet,
une stimulation durable de I'activité de la phospholipase Az (PLA;) endogene est associe avec
I’activation des récepteurs NMDA (Kim et coll., 1995; Lazarewicz et coll., 1992; Tapia-
Arancibia et coll., 1992), et une panoplie d’inhibiteurs de cette enzyme empéchent la formation
de la PLT dans la région CA; de I'hippocampe (Linden et coll., 1987; Massicotte et coll.,
1990b; Okada et coll., 1989; Williams et Bliss, 1988). De plus, I'incubation de tissu cérébral
avec de la PLA; exogene induit une hausse des propriétés de liaison des récepteurs AMPA
(Catania et coll., 1993; Deyv et coll., 1998; Massicotte et coll., 1991; Massicotte et Baudry,

1990; Tocco et coll.,, 1992d), mais sans modifier celles des récepteurs NMDA (Massicotte et
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Baudry, 1990), un effet presque totalement absent dans des conditions caractérisées par un
déficit en PLT (Chabot, 1997; Massicotte et coll., 1991, 1992). Inversement, la PLA,, selon
son degré d’activité (Chabot et coll., 1998), la période de développement cérébral (Massicotte
et coll., 1992) ou la structure cérébrale impliquée (Dev et coll., 1995, 1998), peut également
induire une diminution de la liaison d’agonistes aux récepteurs AMPA. Une étude récente
démontre que les métabolites de la voie lipoxygénase de I'acide arachidonique (AA), le produit
libéré par I'action de la PLA; sur les phospholipides membranaires (voir Fig.4), seraient
impliqués dans cette régulation 2 la baisse des propriétés de liaison des récepteurs AMPA
(Chabot et coll., 1998). En somme, ces résultats suggérent que la PLA, pourrait étre impliquée
dans un contrdle bidirectionnel de I'efficacité synaptique des neurones glutamatergiques

(Chabot et coll., 1998).

Par ailleurs, un nombre important d’études évaluant les propriétés plastiques des
synapses en électrophysiologie ou encore les capacités mnésiques et d’apprentissage chez la
souris révélent une importante variation des résultats d’une souche a I'autre. En effet, il a été
démontré que la performance de souris dans le labyrinthe aqueux de Morris (Upchurch et
Wehner, 1988; Wehner et coll, 1990) ou dans le labyrinthe en «T» a tiche alternative continue
(T-CAT)42 (Gerlai, 1998) est différente selon les souches, un effet qui semble étre relié, du
moins en partie, au niveau d’activité de la protéine kinase C (PKC) endogene et a l'intégrité
fonctionnelle de I'hippocampe. D’autres études ont révélé une corrélation (négatives ou
positives selon le type d’apprentissage en cause) entre la taille du champ synaptique des fibres

moussues intra- et infra-pyramidales de I"hippocampe (FM-iip) et les niveaux d’apprentissages

2 Du terme anglais T-maze continuous alternation task.
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Figure 4 : La PLA; et les voies métaboliques de I’acide arachidonique. La PLA; libére
I’acide arachidonique (AA) par son action sur les phospholipides membranaires. Ce produit
peut &tre métabolisé par la cyclooxygénase (COOX) ou différentes lipoxygénases (5-, 12-, et
15-LPO). Certains inhibiteurs enzymatiques utilisés fréquemment pour I’étude de ces voies
métaboliques sont indiqués en rouge. Notez que le NDGA agit sur I’ensemble de la voie
lipoxygénase. Par I'utilisation de tels inhibiteurs, I'équipe de Chabot et coll. (1998) a
démontré que les métabolites issus de la voie lipoxygénase seraient fort probablement
impliqués dans les mécanismes de régulation des propriétés de liaison des récepteurs AMPA.
BPB, bromophénacylbromide; NDGA, acide nordihydroguaiarétique.
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de différentes souches de souris et de rats placés dans divers types de labyrinthes (Crusio et
coll., 1987; Lipp et coll., 1988; Schwegler et coll., 1988; Schwegler et Lipp, 1983; Wolfer et
coll., 1987). De plus, selon certaines études, les propriétés de la PLT sont différentes entres
les souches de souris C57BL/6 et DBA/2, une différence reliée également a I'activité endogeéne
de la PKC (Lovinger et coll., 1985; Matsuyama et coll., 1997). De fagon similaire, I’étude
d’une tout autre problématique, ciblée par plusieurs équipes de recherche et portant sur
les processus pathologiques neurologiques provoqués par 'ischémie cérébrale (Barone et
coll,, 1993; Fujii et coll., 1997; Sheldon et coll., 1998; Yang et coll, 1997) ou suivant
I’induction de convulsions par le KA*® (Ferraro et coll., 1997, 1995; Kurschner et coll., 1998;
Royle et coll., 1999; Schauwecker et Steward, 1997, Wang et Chow, 1994), a révélé
d’importantes variations en terme de résistance aux dommages causés par I’excitotoxicité
cellulaire entre différentes souches de souris. Par exemple, chez les souris de souche
129/SVEMS et FVB/N, le KA induit une mort cellulaire excitotoxique dans ’hippocampe
similaire a celle observée chez le rat, tandis que les souris de souche C57BL/6 et BALB/c ne
démontrent qu’une excitotoxicité cellulaire restreinte a des doses de KA beaucoup plus grande

(Schauwecker et Steward, 1997).

# 1’induction de convulsions par le KA, qui entraine une forte activation non désensibilisante des récepteurs
AMPA, est un modele expérimental développé chez le rat pour I'induction d’excitotoxicité neuronale de
I’hippocampe similaire 2 celle observée dans diverses conditions pathologiques (pour une revue, voir Fisher,
1989; Nadler, 1981).
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2.2 Hypotheses de recherche

La majorité des données, ci-avant mentionnées, qui impliquent les enzymes
dépendantes du calcium, en particulier la PLA;, dans les mécanismes de régulation des
propriétés de liaison des récepteurs AMPA responsables des modifications durables de la
fonction synaptique, dérives d’études effectuées chez le rat. Toutefois, les études qui
démontrent que, selon les souches, certaines caractéristiques anatomiques, physiologiques et
biochimiques différent, ont été principalement effectuées chez la souris. Etant donné que
capacités mnésiques et plasticité synaptique semblent étre reliées, du moins en partie, aux
mécanismes de régulation des propriétés de liaison des récepteurs AMPA, il est possible que
les propriétés de ces récepteﬁrs soient affectées différemment par le calcium chez ces
différentes souches de souris. Cette hypothése est d’autant plus pertinente considérant le fait
que I’enrichissement cognitif (Foster et coll., 1996; Gagné et coll., 1998) et certaines formes
d’apprentissage (Tocco et coll,, 1991, 1992a) sont associées a une hausse de la liaison du
[*’HJAMPA sur des coupes de cerveaux congelés de rats. Par ailleurs, I'utilisation de la souris
en laboratoire est maintenant trés fréquente puisqu’il est relativement facile, comparativement
au rat ou a d’autres espéces de rongeurs, d’en modifier le génome dans le but d’évaluer plus
spécifiquement les roles physiologiques et pathologiques des produits d’expression des génes
étudiés. Par conséquent, la caractérisation des mécanismes de régulation des propriétés de
liaison des récepteurs AMPA chez différentes souches de souris devient nécessaire et pourrait
aider A mieux comprendre les processus cellulaires impliqués dans I’expression de la PLT et

de la DLT.
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Les travaux effectués dans le cadre de ma maitrise tentaient justement de faire face a
cette problématique. Ainsi, des analyses qualitatives et quantitatives de la liaison de ligands .
tritiés ((CHJAMPA, [*H]glutamate, ["H]CPP) ont d’abord été effectuées afin de déterminer
comment le traitement de coupes de cerveaux congelés de souris B6C3F1 avec du calcium est
en mesure de modifier les propriétés de liaison des RGLU AMPA et NMDA. Selon les
résultats obtenus chez le rat par la méme approche expérimentale (Chabot et coll., 1997; Gagné
et coll., 1996, 1998; Tocco et coll., 1992¢) nous nous attendions & observer une hausse de la
liaison du ["HJAMPA dans I’ensemble des régions cérébrales, en particulier I’hippocampe.
Etant donné que la PLA; semble impliquée dans la régulation des propriétés des récepteurs
AMPA et qu’elle joue un rdle clé dans le contrdle de la reldche d’acide arachidonique (AA)
et dans la production de divers métabolites (voir Fig. 4), une attention particuliere a été portée
aux effets d’inhibiteurs des voies lipoxygénase et cyclooxygénase du métabolisme de I’ AA sur
la régulation calcique des propriétés de liaison des récepteurs AMPA chez la souris B6C3F1.
Considérant que certains de ces inhibiteurs préviennent la baisse de la liaison du H]JAMPA
induite par une faible activité de la PLA; dans des suspensions de synaptoneurosomes de rats
(Chabot et coll., 1998), nous pensions pouvoir observer par le traitement de coupes de souris
avec ces inhibiteurs, du moins dans certaines régions cérébrales, une amplification d’une
potentielle régulation calcique 2 la hausse des propriétés de liaison des récepteurs AMPA.
Enfin, la derniére étape de ce projet de maitrise consistait & effectuer une analyse comparative
des effets du traitement calcique sur la liaison du [’H]JAMPA dans le cerveau de différentes
souches de souris (C57BL/6, DBA/2, C3H, BALB/c, FVB/N et 129/SVEMS) réputées pour
posséder des différences au niveau des propriétés plastiques de leurs synapses ainsi qu’au

niveau de leurs capacités d’apprentissage et de résistance aux dommages cérébraux induits par
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le kainate et I’ischémie. Puisque diverses études ont révélées que les souris C57BL/6, en plus
de présenter une persistance plus durable de I’expression de changements synaptiques,
possédent de meilleures capacités mnésiques et d’apprentissage que les souris DBA/2 (Gerlai,
1998; Matsuyama et coll., 1997; Upchruch et Wehner, 1988; Wehner et coll., 1990), nous
avions supposé qu’une différence sensiblement importante de la régulation calcique des

propriétés de liaison des récepteurs AMPA serait possiblement révélée entre ces deux souches

de souris.



3 MATERIEL ET METHODES

3.1 Meéthodologie expérimentale

3.1.1 Préparation du tissu cérébral

Des souris males de souche B6C3F1/CrIBR (B6C3F1), C57BIV/6NCrIBR (C57BL/6),
C3H/HeNCrl BR (C3H), BALB/cAnNCrIBR (BALB/c), DBA/2NCriBR (DBA/2), obtenues
chez Charles River Canada (St-Constant, Québec), et de souches 129T2/SVEMS
(129/SVEMS), FVB/NJ (FVB/N), obtenues chez Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine),
furent placées sous un cycle jour/nuit de 12 heures, la nourriture et 'eau étant fournies a
volonté. A ’dge de 4 mois, les souris étaient anesthésiées sous une cloche a l'aide de
méthoxyflurane (METOFAN E®; Janssen pharmaceutica) et sacrifiées par décapitation. Leurs
cerveaux, rapidement prélevés, furent immédiatement congelés par immersion dans
I’isopentane (2-méthylbutane) & -20°C, puis conservés 4 -70°C jusqu’au moment de la coupe.
Des sections horizontales de 10 pm d’épaisseur, au niveau des hippocampes dorsaux, furent
préparées dans un cryostat puis collées par décongélation bréve sur des lames de verre
enrobées d’une gélatine au sulfate de potassium chromique. Les sections furent conservées
2 -70°C jusqu’au moment de leur utilisation pour I'étude des effets d’un traitement calcique

sur les propriétés de liaison des récepteurs glutamatergiques.
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3.1.2 Traitement des coupes de cerveau

Des sections adjacentes furent décongelées rapidement et préincubées immédiatement,
en présénce ou non de différentes concentrations d’acétate de calcium et/ou d’inhibiteurs
enzymatiques, dans 50 mL de tampon Tris-acétate (T/A) (100 mM, pH 7.4), contenant 100 uM
@’EGTA, durant 1 h 2 0-4°C ou 2 35°C. Apres un lavage rapide dans du T/A glacé (100 mM,
pH 7.4; 100 uM d’EGTA), les coupes furent incubées avec différents ligands radioactifs. Trois
des inhibiteurs utilisés, le bromophénacylebromide (BPB), I'acide nordihydroguaiarétique
(NDGA) et I'indométhacine, se solubilisent dans le diméthyle sulfoxide (DMSO). Les
tampons de préincubation préparés pour les expériences effectuées avec ces inhibiteurs
contenaient une concentration finale de DMSO de 0.1 % (v/v), et ce pour toutes les conditions

expérimentales.

3.1.3 Principes et limitations du modele expérimental

La congélation rapide de tissus biologiques pour la préparation de minces coupes a
aide d’un cryostat permet, au contraire de la fixation chimique et du paraffinage, non
seulement de conserver I'état naturel des échantillons biologiques et leur ultrastructure
cellulaire (Hauser, 1977; Schellens et coll., 1992, 1995; Tokuyasu, 1980; Usuda et coll., 1990;
Van Noorden et Frederiks, 1992), mais aussi la fonctionnalité de leurs systémes enzymatiques
(Holt et coll., 1992; Prentg, 1997; Sathananthan et coll., 1987; Song et coll., 1995; Usuda et
colL, 1990; Van Noorden et Frederiks, 1992). Cependant, on ne peut exclure la possibilité que
ces manipulations puissent entrainer une perturbation du rendement d’une partie ou de la
totalité des systémes enzymatiques, ce qui nécessiterait peut-étre alors un stimulus de plus

grande intensité, comparativement 3 une cellule vivante, afin de les activer. A cela s’ajoute
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I'impossibilité de déterminer la quantité exacte de Ca®* qui pénétre dans les cellules lors du
traitement calcique des coupes, mais plusieurs éléments contribuent toutefois a la pénétration
du Ca?* extracellulaire dans les neurones. En effet, il a été démontré que la congélation-
décongélation de divers tissus biologiques entraine des perforations de la membrane
cytoplasmique des cellules (Holt et coll, 1992; Ishiguro et Rubinsky, 1994; Pegg, 1987,
Sathananthan et coll., 1987). De plus, comme le diamétre du corps cellulaire d’un neurone
chez le rat et la souris est généralement plus grand que 10 microns (Cooper, 1981; Falls et
coll, 1985; Ikegaya et coll., 2000; Roberts et Ribak, 1987; Takasu et Hashimoto, 1988; Tazaki
et Suzuki, 1997), une partie des neurones contenus sur les coupes de tissu cérébral de 10 um
d’épaisseur devraient présenter un soma sectionné. Ainsi, la procédure expérimentale devrait
rendre les cellules perméables au milieu extracellulaire et permettre au Ca® qui y est dissout
d’avoir accés a I'élément postsynaptique. Enfin, le modele est limité€ par la perte des
propriétés électrophysiologiques des neurones et donc, de I'influence que peuvent avoir les
variations de potentiels membranaires sur I’activité des systémes enzymatiques et la régulation
des propriétés des récepteurs glutamatergiques ionotropes (Abraham et Tate, 1997; Aztély et
Gustafsson, 1996; Cohen et Abraham, 1996; Holscher et coll., 1999; Wang et Durkin, 1995;
Wang et coll., 1997b). Cependant, par 'utilisation combinée de diverses variantes
(concentration calcique variable, ajout d’inhibiteurs et/ou d’activateurs, etc. dans le tampon
de préincubation) de la présente approche expérimentale (i.e. le traitement calcique de coupes
de cerveaux congelés), et de techniques analytiques, telle I’autoradiographie quantitative (voir
section 3.2), il est possible d’évaluer d’une fagon sensiblement spécifique les effets du Ca*
sur les propriétés de liaison des RGLU ionotropes et de cibler, pour chaque région cérébrale,

les voies enzymatiques impliquées dans ce phénoméne (Tocco et coll., 1992c).



3.2 Méthodologie Analytique

3.2.1 Epreuves de liaison
3.2.1.1 Etude des récepteurs AMPA

Suivant le traitement expérimental, les coupes furent incubées durant 45 min. a 4°C,
dans du T/A (50 mM, pH 7.4; 100 uM d’EGTA) contenant 50 mM de thiocyanate de
potassium, en présence de différentes concentrations de [’HJAMPA (activité spécifique de
53.1 Cirmmol!; NEN Life Science Products, Boston, MA). La liaison non spécifique a été
définie comme étant celle obtenue en présence de 5.0 mM de L-glutamate. Les coupes furent
ensuite rincées par lavages successifs : 2 fois durant 10 s dans du tampon d’incubation glacé,
une fois durant 5 s dans le méme tampon dilué 4 50%, suivi par trois brefs ringages dans de
I'eau distillée. Puis, elles furent rapidement enlevées par frottis avec un filtre GF/C pour
évaluer la liaison spécifique du ligand par mesure de la radioactivité résiduelle  I'aide d’un
compteur A scintillation liquide. D’autres coupes ont été séchées sous un jet d’air chaud en vue

de leur utilisation en autoradiographie.

3.2.1.2 Etude des récepteurs NMDA

Suivant le traitement expérimental, les coupes furent incubées durant 45 min a 4°C
avec 150 nM de [H]glutamate (44.0 Cimmol''; NEN Life Science Products) ou de [’H]CPP
(3-((%)-2-carboxypipérazin-4-yl)-propyl- 1-phosphonate) (37.0 Cirmmol"; NEN Life Science
Products) dans du T/A (50 mM, pH 7.4; 100 uM d’EGTA). Toutefois, pour I'épreuve de

liaison du [*H]glutamate, le tampon contenait aussi 5 UM d’AMPA, 2 uM d’acide kainique
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et 20 UM de quisqualate dans le but de prévenir la liaison du ligand aux sites non-NMDA, et
100 pM de SITS (acide 4-acetanido-4-isothiocyanato-stilbene-2,2'-disulfonique) afin de
bloquer les sites présynaptiques de recapture du glutamate (Fykse et Fonnum, 1991; Roseth
et coll,, 1995; Waniewski et Martin, 1983). La liaison non spécifique pour les deux ligands
a été définie comme étant celle obtenue en présence de 5.0 mM de glutamate et de 1 mM de
NMDA. Les coupes furent ensuite rincées par lavages successifs : 2 fois durant 15 s dans du
tampon d’incubation glacé, une fois durant 5 s dans le méme tampon dilu€ a 50%, suivi par
trois brefs ringages dans de 'eau distillée. Puis, elles furent rapidement séchées sous un jet

d’air chaud en vue de leur utilisation en autoradiographie.

3.2.2 Autoradiographie

Des films a émulsion d’argent sensible au tritium (Hyperfﬂm-[3H]; Amersham) furent
exposés pendant 12 4 30 jours en présence des coupes séchées et d’étalons de tritium (ARC,
St.-Louis, MO). Les films furent développés a I'aide de développeur et de fixateur GBX de
Kodak, puis analysés sur syst¢éme d’analyse d’image (MCID ver 3.0; Imaging Research, St.
Catherines, Ontario). Aprés leur mesure sur le systeme, les densités optiques au niveau de
différentes régions cérébrales furent converties en unités radioactives a I’aide des bandes
étalons présentes sur le film. Pour certaines expériences, les résultats furent transposés en
courbes de saturations, et les valeurs de K4 et de Bmax furent obtenues par régression non
linéaire A hyperbole rectangulaire effectuée i I’aide d’un logiciel informatique (GraphPad
Inplot, ver. 4.0, 1990; GraphPad Software). Des images des autoradiogrammes furent
sauvegardées dans des fichiers informatiques et le montage pour la présentation fut réalisé a
I’aide du logiciel Adobe Photoshop (ver 4.0.1). Le résultat final fut imprimé au laser sur

papier Kodak a I’aide d’une imprimante Kodak ColorEase.
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3.2.3 Analyses statistiques

Toutes les données représentent des moyennes = E.T.M. Toutes les analyses
statistiques, sauf I’analyse de variance & deux facteurs (two-way ANOVA), ont ét€ effectuces
a I’aide du logiciel GraphPad InStat, ver. WIN 95/NT 3.01. Les two-way ANOVA ont été
effectuées a I’aide du logiciel inerSTAT-a v1.3 (Mario H. Vargas, Instituto Nacional de
Enfermedade Respiratorias, México; mhvargas@mailer.main.conccyt.mx). Chacune des
régions cérébrales étudiées ont été considérées séparément les unes des autres. De plus, sauf
pour les Figures 7 et 8, ce sont les pourcentages de variation par rapport a une condition de
référence qui ont été comparés. Par conséquent, seules les données issues de I’expérience
comparant les effets combinés du Ca®" et de la température (voir p. 47) ont été analysées a
I’aide d’une ANOVA 3 deux facteurs. Les données présentées aux Figures 7, 8, 11,12, 13 et
14, sont considérées comme issues d’expériences a une variable dépendante (concentration du
Ca*" ou concentration de I’inhibiteur ou souche de souris) et ont été analysées par un ANOVA
a un facteur (one-way ANOVA). Les one-way ANOVA étaient suivies d’un apres-test
analytique de Student-Newman-Keuls, et le two-way ANOVA, par I’aprés-test analytique de
Student. Les valeurs p < 0.05 furent considérées comme étant un indicateur d’une différence

significative entre les éléments statistiques comparés.



4 RESULTATS

4.1 Induction de changements par le calcium de la liaison aux
récepteurs AMPA dans le cerveau de souris

Les effets d’une incubation de coupes de cerveaux congelés de souris B6C3F1 en
présence de concentrations croissantes de Ca®* sur les propriétés de liaison des récepteuré
AMPA ont d’abord été évalués. Des sections horizontales de cerveaux de souris ont €té
préincubées dans du tampon T/A contenant différentes concentrations d’acétate de calcium
(0.1 34.0 mM), et la liaison du [*HJAMPA a été mesurée en comptant la radioactivité liée
spécifiquement sur les sections récupérées par frottis. De fagon surprenante, les résultats
indiquent qu’il y a une diminution dépendante de la dose de Ca** de la liaison du ["H]JAMPA
sur les sections de cerveaux (Fig. 5). Cette diminution atteint un maximum, a partir de 1.0 mM
de Ca*, représentant environ 70% de la liaison obtenue avec la condition contrdle. Cet effet
du Ca** sur les récepteurs AMPA semble étre assuré par des processus enzymatiques
dépendants du Ca®*. En effet, la régulation 4 la baisse des propriétés de liaison des récepteurs
AMPA s’est avérée dépendante de la température. Précisément, 3 une concentration de 1.0
mM, le Ca** a induit une réduction de 30 + 4% (+E.T.M.) de la liaison spécifique du
[*’HJAMPA dans les sections préincubées a 35°C, mais n’a eu aucun effet sur les sections
préincubées 4 0-4°C (4*£4%; n=6, *p < 0.05, test-t de Student, 0-4°C vs 35°C); two-way
ANOVA [F=16.3, p < 0.001, effet du Ca*"). De plus, tel que rapporté précédemment, la
liaison spécifique du "HJAMPA en absence de Ca®* 4 35°C s’est avérée plus faible que celle

mesurée sur les coupes préincubées i 0-4°C (73*+4%; n=6, *p < 0.001, test-t de Student, 35°C



48

vs 0-4°C; two-way ANOVA [F=297.5, p < 0.05; effet de la température]), un effet

possiblement dii 4 action des protéases endogeénes (Tocco et coll., 1992¢).
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0 1 2 3 4
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Figure 5 : Effet du traitement calcique sur la liaison globale du [’HJAMPA sur des
sections horizontales de cerveaux congelés de souris. Des sections horizontales adjacentes
de cerveaux de souris B6C3F1, prises au niveau des hippocampes dorsaux, ont €té préincubées
4 35°C durant 1h dans du tampon T/A en présence ou non de différentes concentrations (0.1
mM 2 4.0 mM) d’acétate de calcium. Les sections ont ensuite été lavées puis préparées pour
I'épreuve de liaison du [*’H]AMPA tel que décrit 4 la section 3. La liaison spécifique a été
déterminée i I’aide d’un compteur A scintillation liquide. Les résultats représentent la
modulation de Ia liaison du [’HJAMPA induite par le calcium et sont exprimés en pourcentage
de la liaison de base obtenue sur des coupes préincubées dans du tampon T/A vierge. Les
données représentent les moyennes = E.T.M. de valeurs obtenues chez au moins 5 souris avec
3 mesures différentes par animal.

Liaison spécifique du [3H]JAMPA
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Afin d’évaluer dans quelle mesure les effets du Ca** sur les propriétés de liaison des
récepteurs AMPA varient dans les diverses régions cérébrales des coupes horizontales de
cerveaux de souris, des autoradiographies de la liaison du [’HJAMPA sur ces coupes ont été
effectuées. L’examen visuel des autoradiogrammes indique clairement que la préincubation
des sections en présence de 1.0 mM de Ca* induit une diminution de la liaison aux récepteurs
AMPA au niveau du cortex cérébral et du striatum (Fig. 6A et 6B). L’analyse quantitative de
ces autoradiogrammes a révélé que le Ca** a induit une réduction d’environ 25% de la liaison

du [3H]AMPA dans le cortex cérébral pariéto-temporal et le striatum (Fig. 7A).
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Controle Calcium

Figure 6 : Images digitalisées des autoradiogrammes de la liaison du ['HJAMPA dans
différentes régions du cerveau de souris. Des sections horizontales adjacentes de cerveaux
de souris B6C3F1, prises au niveau des hippocampes dorsaux, ont été préincubées 3 35°C
durant 1h dans du tampon T/A en présence ou non de 1.0 mM d’acétate de calcium. Leg
sections ont ensuite €té lavées puis préparées pour I'épreuve de liaison du ["HJAMPA te] que
décrit a la section 3. Les images digitalisées des autoradiogrammes de la laison dy
["HJAMPA dans le cortex et le striatum (A et B), le thalamus (C et D) et I'hippocampe (E et
F) sont présentées dans cette figure. Les résultats sont représentatifs des effets observés chez
6 souris B6C3F1 différentes. CA, corne d’Ammon; Cx, cortex;GD, stratum moleculare dy
gyrus dentelé; or, stratum oriens; rad, stratum radiatum; Stria, striatum; Thal, thalamuys,
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Figure 7 : Effet du traitement calcique sur la liaison du [’HJAMPA dans différentes
régions du cerveau de souris. Des autoradiogrammes comme ceux présentés 2 la Figure 6
ont été analysés A I'aide d’un systéme d’analyse d’image. Les densités optiques au niveau des
différentes régions de I’hippocampe (CA, corne d’Ammon; GD, stratum moleculare du gyrus
dentelé: or; stratum oriens; rad, stratum radiatum), du cortex pariéto-temporal (CxExt,
couches externes; CxInt, couches internes), du striatum (Stria) et du thalamus (Thal) ont été
mesurées et converties en unité de liaison (pmol/mg de prot.). Les résultats ont ét€ obtenus
A partir de coupes contrdles (barres vide) et de coupes traitées avec 1.0 mM de Ca** (barres
pleines). Les panneaux A et B représentent respectivement la liaison du [ H]AMPA dans les
structures non hippocampales et hippocampales. Les données représentent les moyennes *
E.T.M. de valeurs obtenues chez au moins 6 souris B6C3F1 différentes avec au moins 8
mesures par animal pour chacune des reglons étudiées. *p < 0.05; one-way ANOVA avec
I’apres-test de Student-Newman-Keuls; Ca®* vs contrdle.
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Par contre, au niveau de I’hippocampe, le traitement calcique a induit une augmentation de la
liaison du [PHJAMPA, et ce dans toutes les régions de cette structure comme le montre les
Figures GE et 6F. Les plus fortes augmentations sont confinées dans le stratum radiatum du
CA, et du CA; (~30%) tandis que de plus faibles hausses sont apparues dans les strata
moleculare du gyrus dentelé et oriens du CA; et du CAs (~13%) (Fig. 7B). Enfin, aucune
modification significative de la liaison du [P’H]JAMPA suite au traitement calcique n’a été
détectée au niveau du thalamus.

Par ailleurs, I’étude par autoradiographie quantitative des effets de ce méme traitement
calcique sur la liaison de ligands tritiés aux récepteurs NMDA, sur des sections de cerveaux
congelés de souris, a été effectuée dans le but de préciser le degré de spécificité de ce
traitement envers les récepteurs AMPA. La liaison de 100 nM de [*H]glutamate a été
effectuée en présence de 1.0 pM de kainate, 5.0 pM d’AMPA et 10 uM de quisqualate pour
empécher la liaison non souhaitée aux récepteurs non NMDA, et en présence de 100uM de
SITS afin de bloquer les site de recapture du syst¢éme glutamatergique présynaptique. Sous
ces conditions, la grande majorité de la liaison du [’H]glutamate représente la liaison aux
récepteurs NMDA (Fykse et Fonnum, 1991; Monaghan et coll., 1985; Monaghan et Cotman,
1986; Roseth et coll., 1995; Waniewski et Martin, 1983). Les résultats obtenus & partir de
coupes de six animaux différents montrent qu’aucun changement significatif de la liaison du
[ H]glutamate n’a été induit par le traitement calcique pour I'ensemble des régions cérébrales
analysées (Fig. 8A). Des résultats identiques ont été obtenus avec I’étude de liaison du
[*H]CPP, un antagoniste tritié spécifique du site glutamatergique des récepteurs NMDA (Fig.

&B).
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Figure 8 : Effet du traitement calcique sur la liaison du [3H]glutamate etdu [3H]CPP aux
sites NMDA dans différentes régions du cerveau de souris. Des sections horizontales
adjacentes de cerveaux de souris BEC3F1, prises au niveau des hippocampes dorsaux, ont été
préincubées 4 35°C durant 1h dans du tampon T/A en présence (barres pleines) ou non
(barres vides) de 1.0 mM d’acétate de calcium. Les sections ont ensuite été lavées puis
préparées pour I'épreuve de liaison aux sites NMDA tel que décrit a la section 3. Les
autoradiogrammes (non inclus) ont été analysés tel que décrit dans la légende de la Figure 7.
Les résultats sont exprimés en ?mollmg de protéine. Les panneaux A et B représentent
respectivement la liaison du ["H]glutamate et du [PHJCPP dans différentes structures
cérébrales. Les données représentent les moyennes * E.T.M. de valeurs obtenues chez au
moins 6 souris B6C3F1 différentes avec au moins 4 mesures par animal pour chacune des
régions étudiées. Aucune différence significative entre les valeurs contrdles et calcium n’a été
révélée pour 'ensemble des régions cérébrales étudiées.



53

4.2 Effets du calcium sur les propriétés de liaison a ’équilibre
des récepteurs AMPA (K, et B,,,,) dans le cerveau de souris

Afin de déterminer si les changements de la liaison du [’HJAMPA induit par 1.0 mM
de calcium sur les coupes de cerveaux congelés de souris sont le résultat d’une modification
de Paffinité (représentée par le Kqg) des récepteurs et/ou de leur nombre (Bmax),™ des
expériences dites de saturation & I’équilibre ont été effectuées. Les représentations graphiques
selon Scatchard de I’évolution de la saturation de la liaison du [3H]AMPA dans le cortex
pariéto-temporal (Fig. 9B) et dans le stratum radiatum de la région CA; de ’hippocampe (Fig.
10B) révelent clairement un modele de réception a un site de liaison. Une régression non
linéaire par hyperbole rectangulaire des courbes de saturation (Fig. 9A et 10A) a établi un Kq
de 112 + 19 nM et un By de 3.2 = 0.14 pmol/mg de protéine dans le cortex des coupes
contrdles (voir tableau IIT pour un résumé des valeurs). Pour les coupes traitées avec 1.0 mM
de calcium, le Bmax est resté inchangé dans cette région (3.41 = 0.14 pmol/mg prot.; Fig. 9A),
tandis que 1’affinité des récepteurs AMPA s’est révélée étre diminuée d’environ 45% (K4 =
243* + 33 nM; % + E.T.M. de 6 expériences; *p < 0.01, test-# de Student; calcium vs contrdle).
Les résultats obtenus dans le stratum radiatum de la région CA, de I’hippocampe ont révél€,
contrairement au cortex, que I’augmentation de la liaison du [*’H]JAMPA n’est pas due 2 un
changement de I'affinité des récepteurs AMPA (contrdle : Ky = 154 £26 nM; calcium : K4 =
179 + 14 nM; % + E.-T.M. de 6 expériences). En effet, la Fig. 10B montre clairement le

changement du By, dans cette région de 1’hippocampe provoqué par le traitement des coupes

“ Le Kq, exprimé en unité de moles par litre, est la constante de dissociation a I’équilibre et représente la
concentration 2 laquelle le ligand occupe la moitié des sites de liaison a I’équilibre. Plus I’affinité du récepteur
envers un ligand est élevée, plus la valeur du K est faible. Le By représente le nombre total de sites de liaison.
La liaison spécifique d’un ligand est fonction 2 la fois de sa concentration ([L]) et de ces deux parametres : liaison
spécifique = (Bpax * [L])/(Kq + [L]). Pour un guide sur les données de radioliaison, voir Motulsky, 1996.
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de cerveaux de souris avec 1.0 mM de Ca**. (contrdle : Bmax = 7.2 + 0.34; calcium : 11.9* +
0.3 pmol/mg prot.; X + E-T.M. de 6 expériences; *p < 0.01, test-¢ de Student; calcium vs
contrdle). 1l est important de mentionner ici que les sites de hautes affinités n’ont pas été
détectés lors de ces expériences, et ceci est probablement ddi 4 la préincubation des sections
1 35°C. En effet, les sites de haute affinité pour I’ AMPA représentent, tel que mentionné dans
I’introduction (section 1.2.1), les récepteurs cytoplasmiques, et il a été démontré que ces

derniers sont facilement éliminés par une telle préincubation (Standley et coll., 1994, 1998a).

TABLEAU HI : Valeurs des Kq et des By calculées a partir de la liaison du ’HJAMPA

Cortex pariéto-temporal CA,; radiatum
Kd Bmax Kd Bmax
(nM) (pmol/mg prot.) (nM) (pmol/mg prot.)
Controle 112+ 19 32%+0.14 154 £26 7.2%+0.34
Calcium 243* + 33 341£0.14 179 £ 14 11.9*£0.3

Valeurs des Kg et des Buax ,tirées d’une régression non linéaire par hyperbole rectangulaire,
des courbes de saturation de Ia liaison du "THJAMPA, sur des coupes de cerveaux congelés de
souris, similaires A celles présentées aux Fig. 9A et 10A. Les données représentent les
moyennes + E.T.M. de 6 expériences; *p < 0.01, test-¢ de Student; calcium vs controle.
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Figure 9 : Effets du calcium sur les propriétés de liaison des récepteurs AMPA dans le
cortex du cerveau de souris. Des sections horizontales adjacentes de cerveaux de souris
B6C3F1, prises au niveau des hippocampes, dorsaux ont été préincubées a 35°C durant lh
dans du tampon T/A avec (cercles pleins) ou sans (cercles vides) acétate de calcium (1.0
mM). La liaison du [*H]JAMPA (B, pmol/mg de prot.) a été déterminée par I'utilisation de
concentrations de ligand (F) allant de 20 nM jusqu’a 3 uM, et mesurée par autoradiographie
quantitative tel que décrit dans la légende de la Fig. 7. Les expériences ont €t€ effectuées avec
six animaux différents. A) Courbes de saturation représentatives de celles obtenues par
analyse de la liaison du [P’HJAMPA dans le cortex pariéto-temporal (CxExt et CxInt
confondus) des différents animaux. Une régression non linéaire par hyperbole rectangulaire
effectuée sur ces courbes a permis d’extraire les valeurs de Kq et de Bmax présentées dans le
Tableau III. B) Représentation graphique de Scatchard des données moyennes + E-T.M.
permettant de visualiser la variation de Iaffinité des récepteurs AMPA dans le cortex cérébral.



56

A 15
: t
ot
[~
Mg §
2
£
N 2 M N | i i
0 1000 2000 3000
F
(nM)
B s,
60 |
=
=) 40
20 F
0 ]
0 16

B
(pmol/mg prot.)

Figure 10 : Effets du calcium sur les propriétés de liaison des récepteurs AMPA dans
Phippocampe du cerveau de souris. Les mémes expériences que celles décrites dans la
légende de la Figure 9 ont servis & produire les graphiques présentés dans cette figure (cercles
vides, condition contrdle; cercles pleins, condition calcium). A) Courbes de saturation
représentatives de celles obtenues par analyse de la liaison du [*H]AMPA dans la région CA,
radiatum de " hippocampe des différents animaux. Une régression non linéaire par hyperbole
rectangulaire effectuée sur ces courbes a permis d’extraire les valeurs de Kq et de Bmax
présentées dans le Tableau III. B) Représentation graphique de Scatchard des données
moyennes + E.T.M. permettant de visualiser la variation du nombre maximal de sites de
liaison des récepteurs AMPA dans la région CA; radiatum de I’hippocampe.
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4.3 Effets de I’inhibition de la voie lipoxygénase sur la régulation
calcique des propriétés de liaison des récepteurs AMPA dans le
cerveau de souris

Les mécanismes exacts recrutés par le calcium qui permettent de réguler les propriétés
de liaison des récepteurs AMPA dans les coupes de cerveaux congelés de souris restaient a tre
identifiés. Afin de combler, du moins en partie, cette lacune, une série d’expériences
permettant d’évaluer les effets de différents inhibiteurs enzymatiques sur les changements de
la liaison du [°’H]AMPA induits par le calcium sur les sections de cerveaux congelés de souris
a été effectuée. Considérant que les produits dérivés de la voie 12-lipoxygénase (12-LPO) du
métabolisme de I’acide arachidonique (AA) semblent impliqués dans la régulation a la baisse
de la liaison aux récepteurs AMPA (Chabot et coll., 1998), il s’imposait de vérifier si certains
inhibiteurs du métabolisme de I’ AA pouvaient affecter la régulation calcique de ces récepteurs
dans les sections de cerveaux congelés de souris. Les résultats présentés ci-apres ont €té
obtenus avec un inhibiteur de la PLA; (bromophénacylbromide, BPB), deux inhibiteurs de la
voie LPO (baicaléine et acide nordihydroguaiarétique, NDGA) et un inhibiteur de la voie
cyclooxygénase (indométhacine) du métabolisme de I’AA (voir Fig. 4). La Fig. 11A montre
que la préincubation de sections horizontales de cerveaux congelés de souris avec 40 UM de
baicaléine, un puissant inhibiteur de la voie 12-LPO, a eu pour effet de réduire
significativement la baisse de la liaison de [’H]JAMPA provoquée par le traitement calcique
dans le cortex et le striatum. Cependant, la hausse de la liaison de [3H]AMPA observée dans
I’hippocampe suite au traitement calcique n’a pas été significativement affectée par la présence
de cet inhibiteur (Fig. 11B). Des effets similaires ont été obtenus avec un autre inhibiteur de

la voie LPO, le NDGA (Fig. 12A), de méme qu’avec un inhibiteur de la PLA,, le BPB (Fig.
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12B). Enfin, la préincubation des sections avec I'indométhacine, un inhibiteur de la voie
cyclooxygénase (COOX), n’a pas induit d’effets significatifs sur la baisse ni sur la hausse de

la liaison du [’H]AMPA induites par le Ca** dans les différentes régions analysées (Fig. 13).
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Figure 11 : Effet de la baicaléine sur la modulation calcique de la liaison du ’HJAMPA
dans différentes régions du cerveau de souris. Des sections horizontales adjacentes de
cerveau de souris B6C3F1, prises au niveau des hippocampes dorsaux, ont été préincubées a
35°C durant 1h dans du tampon T/A avec 1.0 mM d’acétate de calcium en I’absence (barres
vides) ou en présence (barres pleines) de 40 UM de baicaléine. Les sections ont ensuite été
lavées puis préparées pour I'épreuve de liaison aux sites AMPA tel que décrit & la section 3.
Les autoradiogrammes (non inclus) ont été analysés tel que décrit dans la légende de la Figure
7. Les résultats représentent la modulation, induite par le Ca*, de la liaison du [3H]AMPA
et sont exprimés en pourcentage de variation de la liaison de base déterminée sur des sections
préincubées en absence de Ca**. Les panneaux A et B représentent respectivement la liaison
du [’HJAMPA dans les structures non hippocampales et hippocampales. Les données
représentent les moy. = E.T.M. d’au moins 4 mesures par animal chez 6 souris différentes. *p
<0.05; one-way ANOVA avec I’aprés-test de Student-Newman-Keuls; baicaléine vs controle.
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Figure 12 : Effet du NDGA et du BPB sur la modulation calcique de la liaison du
[SH]AMPA dans différentes régions du cerveau de souris. Des sections horizontales
adjacentes de cerveaux de souris B6C3F1, prises au niveau des hippocampes dorsaux ont été
préincubées 4 35°C durant 1h dans du tampon T/A avec 1.0 mM d’acétate de Ca® en I’absence
(barres vides) ou en présence (barres pleines) de 40 UM de NDGA (A) ou de 10uM de BPB
(B), tous deux solubilisés dans le DMSO (0.1% v/v final). Les coupes ont ensuite €t utilisées
tel que decrlt dans la legende de la Fig. 11. Les résultats représentent la modulation, induite
par le Ca?*, de la liaison du [’HJAMPA, et sont exprimés en pourcentage de variation de la
liaison de base déterminée sur des sections préincubées en absence de Ca®*. Les données
représentent les moy. + E.T.M. d’au moins 4 mesures par animal chez 6 souris dlfférentes *p
< 0.05; one-way ANOVA avec I'aprés-test de Student-Newman-Keuls; inhibiteur vs contrdle.
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Figure 13 : Effet de I'indométhacine sur la modulation calcique de la liaison du
[3H]AMPA dans différentes régions du cerveau de souris. Des sections horizontales
adjacentes de cerveaux de souris B6C3F1, prises au niveau des hippocampes dorsaux, ont été
préincubées a 35°C durant lh dans du tampon T/A avec 1.0 mM d’acétate de calcium en
I'absence (barres pleines) ou en présence (barres vides) de 100 uM d’indométhacine,
solubilisé dans le DMSO (0.1% v/v final). Les coupes ont ensuite été utilisées tel que décrit
dans la légende de la Figure 11. Les résultats représentent la modulation, induite par le Ca*,
de la liaison du [°’HJAMPA et sont exprimés en pourcentage de variation de la liaison de base
déterminée sur des sections préincubées en absence de Ca**. Les données représentent les
moyennes + E.T.M. d’au moins 4 mesures par animal chez 6 souris différentes. Aucune
différence significative entre les valeurs contrdles et calcium n’a été révélée pour I’ensemble

des régions cérébrales étudiées.
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4.4 KEtude des effets du traitement calcique sur la liaison du
[PHJAMPA sur des coupes de cerveaux congelés de différentes
souches de souris

A la lumiére des précédents résultats, il restait & vérifier si un niveau de sensibilité
différentiel intersouche des récepteurs AMPA aux effets du Ca® pouvait étre considéré comme
un des facteurs 2 la base des variations des capacités mnésiques, des capacités de résistance
aux dommages cérébraux induits expérimentalement ainsi que des propriétés plastiques des
synapses glutamatergiques observées entre différentes souches de souris couramment utilisées
en laboratoire (voir section 2.1). Pour arriver i cette fin, les effets du traitement calcique (1.0
mM) sur la liaison du [3H]AMPA sur des sections horizontales de cerveaux congelés,
prélevées sur des souris de telles souches (C57BL/6, C3H, BALB/c, DBA/2, 129/SVEMS et
FVB/N), ont été déterminés par autoradiographie quantitative. Les résultats indiquent que la
modulation calcique des propriétés de liaison des récepteurs AMPA, observée dans chacune
des régions cérébrales étudiées, sauf le thalamus, varie de fagon significative (one-way
ANOVA; p < 0.05; F > 3.1) d’une souche & I'autre (Fig. 14). Une analyse de corrélation (test
de Pearson; ¥ = 0.7145, p < 0.05) entre les niveaux de modulation calcique (exprimés en
pourcentage de la valeur de base) de la liaison du [P’HJAMPA, mesurés dans le cortex (CxExt
et CxInt confondus) et ’hippocampe (GD, CA; et CAs oriens et radiatum confondus)
respectivement, révéle que, chez une souche particuliére, plus le niveau de modulation a la
hausse est élevé dans I”hippocampe, plus celui de la modulation 2 la baisse dans le cortex est
faible (Fig. 15). En particulier, les souches présentant les plus faibles niveaux de modulation
calcique hippocampale, et, par conséquent, les plus forts niveaux de modulation calcique

corticale, sont, en ordre décroissant : DBA/2 (107% vs 70%), 129/SVEMS (109% vs 74%),
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BALB/c (115% vs 75%), C3H (126% vs 76%), FVB/N (125% vs 86%) et C57BL/6 (130%
vs 89%). 1l est intéressant de noter ici que le profil de modulation calcique des souris B6C3F1

(121% vs 77%; voir section 4.1) ressemble a celui des souris C3H.
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Figure 14 : Comparaison de la modulation calcique de la liaison du [’HJAMPA entre
différentes souches de souris au niveau de diverses régions cérébrales. Des sections
horizontales adjacentes de cerveaux de souris de différentes souches, au niveau des
hippocampes dorsaux, ont été préincubées & 35°C durant 1h dans du tampon T/A avec ou sans
acétate de calcium (1.0 mM). Les coupes ont ensuite été utilisées tel que décrit dans la légende
de la Figure 11. Les panneaux A et B montrent respectivement la liaison du [’H]AMPA dans
les structures non hippocampales et hippocampales. Les résultats représentent la modulation,
induite par le Ca?, de la liaison du ["’HJAMPA et sont exprimés en pourcentage de variation
de la liaison de base déterminée sur des sections préincubées en absence de Ca**. Les données
représentent les moyennes + E.T.M. d’au moins 4 mesures par animal chez 6 souris différentes
par souche. *p < 0.05; est indicatif d’une différence significative de I'effet du Ca*? entre les
souches pour une méme région cérébrale; one-way ANOVA (F>3.1).
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Figure 15: Etude de corrélation sur les niveaux de modulation calcique de la liaison du
[*HJAMPA dans le cortex et Phippocampe de cerveaux de différentes souches de souris.
Les données qui sont présentées 2 la Figure 14 ont été compilées pour I’hippocampe (GD, CA;
et CA; oriens et radiatum) et le cortex pariéto-temporal (CxInt et CxExt) de fagon séparée
pour chacune des 6 souches de souris. Les valeurs moyennes £ E.T.M. obtenues ont été
transposées en abscisse et en ordonnée, respectivement pour le cortex et I’hippocampe, et
soumises 2 un test de corrélation linéaire (test de Pearson; coefficient de détermination () =
0.7145, p = 0.034). Les résultats représentent la modulation régionale moyenne, induite par
le Ca%, de la liaison du ["THJAMPA et sont exprimés en pourcentage de variation de la liaison
de base déterminée sur des sections préincubées en absence de Ca®*. L’analyse statistique a
révélé une corrélation négative significative entre le niveau de modulation calcique a la hausse
dans I’hippocampe et celui de la modulation calcique 2 la baisse dans le cortex.



5 DISCUSSION

Ces résultats montrent que le Ca** a des effets sur les propriétés de Laison des
récepteurs AMPA qui sont différents d’une région cérébrale & I'autre : la liaison est augmentée
dans I"hippocampe, diminuée dans le cortex et le striatum, et inchangée dans le thalamus. De
plus, ces effets semblent étre spécifiques aux récepteurs AMPA puisque le traitement calcique
des sections n’a pas induit de changements de la liaison du [3H] glutamate nidu [3H]CPP aux
récepteurs NMDA. L’analyse des courbes de saturation de la liaison du [P'HJAMPA a révélé
que la hausse de cette liaison induite par le Ca** dans la région CA, radiatum de I'hippocampe
est due 4 un changement dans le nombre maximal de sites de liaison (Buax), tandis que la
baisse de la liaison induite par le Ca** observée dans le cortex est le résultat d’une diminution
de laffinité (exprimée par le Ky) des récepteurs AMPA envers le ligand. Cette régulation
calcique 2 la baisse de affinité des récepteurs AMPA dans le cortex et le striatum semble
impliquer I’activation de la PLA, et de la voie lipoxygénase du métabolisme de I'AA
puisqu’elle est bloquée par des inhibiteurs de ces systémes enzymatiques. De plus, les effets
du Ca? sur la liaison du ["THJAMPA dans différentes régions cérébrales varient d’une souche
de souris & 'autre. L’étude comparative entre les souches a révélé que le niveau de
modulation 2 la hausse des propriétés de liaison des récepteurs AMPA induite par le Ca** dans
I’hippocampe est négativement corrélé au niveau de la modulation calcique 2 la baisse
retrouvée dans le cortex. Ainsi, les récepteurs AMPA de I’hippocampe de souris de souche
C57BL/6 sont les plus facilement régulés a la hausse, tandis que ceux du cortex des souris de

souche DBA/2 présentent les plus forts niveaux de modulation calcique  la baisse.
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5.1 Variation des effets du calcium sur les récepteurs AMPA
entre différentes régions cérébrales chez la souris

L’ensemble des résultats obtenus pour I"hippocampe chez la souris est compatible avec
les études précédentes qui montrent qu’un traitement par le Ca** de coupes de cerveaux
congelés de rat induit une hausse de la liaison du [3H]AMPA sur ces derniéres (Chabot et coll,,
1997; Gagné et coll., 1996, 1998; Tocco et coll., 1992¢). Cependant, le patron de régulation
observé dans le cortex et le striatum de la souris est treés différent de celui retrouvé chez le rat.
En effet, dans ce modele, le Ca®* n’induit pas une baisse de la liaison du [3H]AMPA dans le
cortex ni dans le striatum, tandis que chez la souris, il génére une baisse de cette liaison pour
les mémes structures, un effet qui n’a jamais été observé auparavant. La raison de ces
différences entre espéces murines et entre régions cérébrales dans la régulation des propriétés
de liaison des récepteurs AMPA reste A déterminer. Toutefois, les capacités mnésiques, les
propriétés plastiques ainsi que la vulnérabilité & I'ischémie cérébrale et a I'excitotoxicité
cellulaire induite par le KA (voir la section 2.1) sont différentes entre diverses especes de rats
et de souris au niveau de ces deux structures cérébrales. De plus, pour une méme espece, les
propriétés des phénoménes de plasticité synaptique observables dans le cerveau sont largement
différentes d’une région a I'autre (Izquierdo et Medina, 1993; Linden et Connor, 1995;
Lovinger et Tyler, 1996; Maren et Baudry; 1995; Tsumoto, 1992; Zhuo et Hawkins, 1995).
Or, plusieurs possibilités sont envisageables pour expliquer ces différences de régulation des
récepteurs AMPA observées entre espéces murines, d’une part, et entre chacune des multiples
structures cérébrales d’une méme espeéce, d’autre part.

D’abord, il se peut que ces variations de I’effet du Ca®* sur les propriétés de liaison des

récepteurs AMPA soient le reflet de différences, entre espéces murines et entre régions
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cérébrales, au niveau de la structure méme des récepteurs. En effet, les techniques de clonage
moléculaire ont montré que d’importantes propriétés fonctionnelles des récepteurs AMPA sont
régies par leur composition en sous-unités (voir la section 1.2.1). Par exemple, la région CA;3
de I’hippocampe exprime majoritairement les variantes flip des sous-unités, tandis que dans
la région CA, et le gyrus dentelé, c’est la forme flop qui prédomine (Monyer et coll., 1991;
Sommer et coll., 1990). Une étude récente a également établi que les cellules pyramidales des
couches externes du cortex ne renferment presque exclusivement que les variantes flip, alors
que les variantes flop sont confinées dans les cellules non pyramidales (Lambolez et coll.,
1996). Ainsi, il est possible que les changements opposés que le Ca®* induit sur les propriétés
de liaison des récepteurs AMPA entre les diverses régions soient le résultat d’une expression
différentielle des sous-unités. D’ailleurs, plusieurs études démontrent que les sous-unités des
récepteurs AMPA et leurs variantes d’épissage exhibent un patron développemental postnatal
différent (Monyer et coll., 1991; Pellegreni-Giampietro et coll,, 1991; Stanley et coll., 1995,
1998b) et que les lipases dépendantes du calcium réduisent la liaison aux récepteurs AMPA
dans les stades de développement postnataux, contrairement A une augmentation a la maturité
(Baudry et coll., 1991; Chabot et coll., 1996).

Par ailleurs, il se peut que ces différences de régulations calciques des récepteurs
AMPA soient attribuables 2 une activation régionale différentielle des enzymes dépendantes
du Ca?* connues pour moduler les propriétés de Liaisons de ces récepteurs. En effet, des études
ont démontré que les lipases dépendantes du Ca**, telles les phospholipases C (PLC) et A,,
peuvent étre impliquées dans la régulation des propriétés de liaison des récepteurs AMPA (voir
section 2.1) (en revue par Baudry et coll., 1993; Baudry et Massicotte, 1992; Dev et Henley,

1998; Lynch, 1998). En particulier, la liaison du [’HJAMPA peut étre modulée de fagon
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bidirectionnelle par le traitement de synaptoneurosomes de rat avec différentes concentrations
de PLA; : les faibles concentrations générent une baisse, et les fortes concentrations, une
hausse de la liaison du ["HJAMPA. De plus, la direction de cette régulation des récepteurs
AMPA par la PLA; semble étre déterminée par des processus cellulaires distincts, associés a
I’activation de I'enzyme, puisque seule la réduction de la liaison du [’H]AMPA est provoquée
par I’accumulation de métabolites de I’ AA produits par la voie lipoxygénase (Chabot et coll.,
1998). Or, les résultats présentés dans ce mémoire indiquent que la baisse de la liaison du
[*'HJAMPA, induite par le calcium et observée dans le cortex et le striatum, est bloquée par la
présence d’inhibiteurs de PLA; et de lipoxygénase. On peut dés lors postuler que la variation
des effets calciques sur la liaison du [PHJAMPA observée d’une région cérébrale a I'autre peut
étre en partie reliée A des niveaux de modulation différents des récepteurs AMPA par les
métabolites de la voie lipoxygénase. Une telle interprétation cadre bien avec une étude
biochimique indiquant que la PLA, induit des changements opposés sur la liaison du
[P’HJAMPA, soit respectivement une baisse ou une hausse, lorsqu’ajoutée a des préparations
de membranes corticales ou hippocampales (Dev et coll., 1998). Néanmoins, la Figure 12
nous montre que ni le NDGA ni le BPB n’ont eu d’effets significatifs sur la hausse de la
liaison du [’H]JAMPA induite par le Ca** dans I’hippocampe. 1l est donc possible que le
présent modéle expérimental ne soit pas assez sensible pour détecter les effets de ces
inhibiteurs sur la modulation calcique observée dans cette structure. Il se peut toutefois, si les
métabolites de la voie lipoxygénase sont en partie responsable d’une modulation des propriétés
de liaison des récepteurs AMPA, que leurs effets soient conditionnels & une activité
enzymatique non présente dans les neurones de I’hippocampe ou encore qu’ils soient freinés

par un autre systéme enzymatique peu ou pas actif dans les neurones du cortex et du striatum.
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Enfin, ces différences observées entre 1’hippocampe et le cortex ou le striatum peuvent étre
attribuables au phénotype d’expression des sous-unités des récepteurs AMPA qui varie en
fonction de la région cérébrale et du type de neurone (Bahn et Wisden, 1996; Hampson et coll,,
1992; Jonas et coll., 1994; Kharazia et coll., 1996; Leranth et coll,, 1996; Monyer et coll,,
1991; Petralia et Wenthold, 1992; Sommer et coll., 1990).

En dehors de la PLA; et des métabolites de la voie lipoxygénase, d’autres enzymes
dépendantes du calcium risquent donc d’étre impliquées dans la régulation calcique des
récepteurs AMPA. En effet, des études ont démontré que la régulation a la hausse de la liaison
du [’HJAMPA induite par le Ca** sur des coupes de cerveaux congelés de rat est en partie
médiée par la calpaine endogéne, une protéase dépendante du calcium dont ’activation
entraine la coupure de GluR1 au niveau de son domaine C-terminal (Bi et coll., 1994, 1996,
1997; Tocco et coll, 1992c). Etant donné que plusieurs sites de phosphorylation sont
retrouvés dans la région voisinant les sites de coupures du domaine C-terminal de GluR1
(Hollmann et coll, 1994; Roche et coll,, 1996), il est fort possible que la régulation
protéolytique des récepteurs AMPA induite par le calcium soit le résultat d’une interaction
complexe entre kinases, phosphatases et calpaine (Bi et coll,, 1997). De plus, comme cette
régulation protéolytique est associée a une hausse de la liaison du [’HJAMPA, il n’est pas
exclu qu’elle puisse tre, en plus de la PLC, en partie responsable de I'effet du calcium sur les
propriétés liaison des récepteurs AMPA observé dans I’hippocampe de souris et de rats. Bref,
dans chacune des régions cérébrales, de multiples systémes enzymatiques sont potentiellement
activés par le calcium et leurs actions sont susceptibles d’entrainer une modification des
propriétés des récepteurs AMPA. Néanmoins, avant d’en arriver a établir une charte régionale

précise des processus enzymatiques intervenant dans la régulation calcique de ces récepteurs,
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d’autres études seront nécessaires afin d’identifier les métabolites en cause et les multiples
autres enzymes (phospholipases, protéases, kinases, phosphatases) potentiellement impliquées

dans ce phénomene.

5.2 Variation des effets du calcium sur les récepteurs AMPA de
diverses régions cérébrales entre différentes souches de souris

L’étude clomparative des effets du traitement calcique sur la liaison du ["’HJAMPA sur
des coupes de cerveaux de différentes souches de souris s’est révélée extrémement intéressante
(voir section 4.4). En effet, les résultats de cette étude montrent que les souris C57BL/6 sont
caractérisées ﬁar des facteurs cellulaires, qui restent & étre définis d’ailleurs, favorisant la
modulation A la hausse des propriétés de liaison des récepteurs AMPA au niveau de
I’hippocampe. Inversement, les neurones des souris DBA/2 démontrent, d’apres les résultats
présentés dans ce mémoire, la plus faible capacité & produire une telle régulation a la hausse
induite par le Ca2+. Or, il est connu que la performance des souris C57BL/6 dans le labyrinthe
aqueux de Morris ou dans le T-CAT, des tiches permettant d’évaluer la qualité¢ de la
mémorisation spatiale (Gerlai, 1998; Morris, 1981) dont le si¢ge nerveux serait formé par
I’hippocampe et le cortex frontal (e.g. Barnes, 1988; Sutherland et coll, 1983), est de
beaucoup supérieure A celle obtenue avec des souris DBA/2 (Gerlai, 1998; Upchruch et
Wehner, 1988; Wehner et coll., 1990). De plus, une récente étude a démontré que la PLT
hippocampale, une fois induite, est exprimée de fagon beaucoup plus persistante chez les
souris C57BL/6 que les DBA/2 (Matsuyama et coll., 1997). Fait intéressant, les souris

C57BL/6 sont les plus vulnérables, parmi différentes souches de souris, dont les DBA/2, les
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BLAB/c et les C3H, a I'ischémie cérébrale par comparaison dﬁ taux de survivance et du degré
de mort neuronale associés a ce traumatisme (Yang et coll., 1997). Dans cette étude, les souris
DBA/2 démontraient le plus haut degré de survivance avec pratiquement aucun signe de mort
neuronale dans les régions cérébrales étudiées suivant la période ischémique. Il est donc
tentant de suggérer qu’un fort potentiel de régulation calcique 2 la hausse des propriétés de
liaison des récepteurs AMPA au niveau de "hippocampe soit une cause directe d’une plus
grande activité excitotoxique provoquée par I'ischémie ou d’autres traumatismes métaboliques,
tel I"hypoglycémie (voir Lees, 1996). Néanmoins, des facteurs autres que les mécanismes de
régulation des propriétés de liaison des récepteurs AMPA, tel le niveau de développement du
réseau vasculaire irriguant le cerveau (cercle de Willis), semblent €tre déterminant dans le
degré de sensibilité des neurones & I'ischémie cérébrale conféré a une espece animale
particuliére (Yang et coll., 1997).

Par ailleurs, I’'un des facteurs cellulaires potentiellement impliqué dans ce processus
pathologique hypothétique est le degré d’activité de la protéine kinase C (PKC) au sein des
neurones. En effet, activité corticale et hippocampale de la PKC chez les souris C57BL/6
est supérieure 2 celle retrouvée chez les souris DBA/2 (Wehner et coll,, 1990), et activation
in vivo de cette enzyme par des activateurs, délivrés par injection chez des souris BALB/c,
permet A ces dernieres d’exécuter plus facilement des tiches mnésiques dans un labyrinthe
radial (Nogués et coll., 1996). Comme la PLT est associée a I’activation de différentes
kinases, dont la PKC (Malenka, 1994b; Tokuda et Hatase, 1998; Wang et Kelly, 1996), et a
la régulation des propriétés de liaison des récepteurs AMPA (Bernard et coll., 1994; Maren et
coll, 1993; Mushleh et coll., 1997; Tocco et coll,, 1992b), il est fort possible que des

variations intersouches dans le degré d’activation de la PKC, ou d’autres kinases induites par
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le Ca®, soient en partie responsables des variations dans la modulation calcique de la liaison
du [3H] AMPA observées entre les différentes souches de souris utilisées pour les travaux dont
fait I’objet le présent mémoire. Il sera donc intéressant, lors de prochaines expériences, de
comparer, entre chacune de ces différentes souches de souris, les niveaux d’induction de
Iactivité de la PKC endogéne ainsi que le degré des changements de I’état de phosphorylation
des sous-unités des récepteurs AMPA induits par le traitement calcique.

En somme, il semble raisonnable de proposer que les variations au niveau des capacités
mnésiques et des propriétés plastiques des synapses, retrouvées entre diverses souches et
especes murines, ’sont en partie le résultat d’une régulation calcique différentielle interespéce
et intersouche des récepteurs AMPA. Du moins, la variation des effets du Ca**, observée entre
diverses souches de souris et rapportée dans le présent ouvrage, sur la liaison du PH]AMPA
dans différentes régions cérébrales représente un argument important en faveur de cette
hypothése. D’autres expériences pourront permettre de mieux définir, sur une base cellulaire
et moléculaire, ces variations interespéces de la régulation des propriétés de liaison des
récepteurs AMPA, et, par conséquent, les mécanjsmes cellulaires sous-tendant les phénomenes
de mémorisation et de plasticité des synapses glutamatergiques prenant place au sein du
cerveau. Eventuellement, ces expériences pourront peut-étre aider a cibler, en partie du
moins, les mécanismes cellulaires déficients sous-tendant les faibles capacités mnésiques,
observées chez des déficients mentaux de naissance, et apparaissant au cours de diverses

conditions neuropathologiques, telle la maladie d’ Alzheimer.



72

5.3 Liens entre la plasticité synaptique et la régulation calcique
des propriétés de liaison des récepteurs AMPA

Indépendamment des détails intimes des mécanismes impliqués dans la variation
régionale des effets du calcium sur la liaison du [’H]AMPA sur des coupes de cerveaux de
souris, les résultats de ces travaux de maitrise ont le potentiel de fournir une meilleure
compréhension des mécanismes sous-tendant les phénoménes de plasticité synaptique. Par
exemple, il est possible que la hausse du nombre de récepteurs induite par le Ca* dans
I’hippocampe joue un role dans le phénomene physiologique des synapses silencieuses qu’on
associe i la PLT (voir section 2.1). En effet, 'expression de la PLT pourrait impliquer, entre
autre au niveau de la région CA, de I’hippocampe, le recrutement de nouveaux récepteurs
AMPA précédemment absents de la membrane postsynaptique ou physiologiquement «sourds»
(Durand et coll., 1996; Gomperts et coll., 1998; Isaac et coll., 1995; Liao et coll., 1995; Lledo
et coll., 1998: Malenka et Nicoll, 1997; Musleh et coll., 1997; Nishimune et coll., 1998;
Petralia et coll., 1999). Particuliérement, c¢’est I'intervention des mécanismes d’endocytose
et d’exocytose qui, déclenchés par I'activation ou I'inhibition de certains facteurs tels la
protéine de fusion sensible au N-éthylmaleimide (NSF), I’adaptine et la clathrine, sous-tendrait
ce phénoméne de recrutement (Lledo et coll., 1998; Nishimune et coll., 1998; Shi et coll.,
1999; en revue par Turrigiano, 2000). Or, cette hypotheése qui assume I’apparition d’un
nombre significatif de nouveaux récepteurs AMPA durant la potentialisation synaptique est
renforcée par les études qui ont démontré que la PLT est associée & une hausse de la liaison
aux récepteurs AMPA (voir section 2.1) (Bernard et coll., 1994; Maren et coll., 1993; Musleh
et coll, 1997; Tocco et coll, 1992b). Bref, cette hypothése est compatible avec

I’augmentation induite par le traitement calcique du nombre de sites de liaison du PH]AMPA
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observée lors des présents travaux dans la région CA; radiatum de I’hippocampe de coupes
de cerveaux congelées de souris B6C3F1.

Par ailleurs, il est maintenant connu que les récepteurs AMPA possédent deux types
de sites de liaison, chacun ayant des caractéristiques de liaison et une distribution subcellulaire
différentes (voir section 1.2.1). Or, il est possible que les changements des propriétés des
récepteurs AMPA induits par le calcium (ou la PLT) soient en partie régis par une modulation
de la distribution de ces sites au niveau des compartiments intracellulaires, et donc fonction
de leur disponibilité au niveau de la membrane postsynaptique. Cette idée est compatible avec
de récentes études indiquant : 1) que les sous-unités des récepteurs AMPA peuvent co-
immunoprécipiter avec une protéine impliquée dans la formation de vésicules d’internalisation,
I’adaptine-2 ou AP-2 (Ju et coll., 1999); et 2) que les récepteurs AMPA subissent un cycle
rapide d’intégration/extraction a la membrane postsynaptique (Liischer et coll,, 1999).
Toutefois, il reste a déterminer si les changements de la liaison du [3H]AMPA, induits par
diverses manipulations expérimentales ou associées & des phénomeénes tant physiologiques que
pathologiques, sont le résultat d’une modification dans la distribution relative des récepteurs

AMPA entre les membranes synaptiques et intracellulaires.

Par opposition 4 la PLT, la DLT est, quant  elle, associée a une diminution des
propriétés de liaison des récepteurs AMPA (Hauge et coll., 1998), un effet concordant avec
la diminution de leurs fonctions observée lors de I'expression de cette forme de plasticité
synaptique (Carroll et coll., 1999; Kandler et coll,, 1998; Lee et coll., 1998; Malenka et Nicoll,
1998; Vickery et Bindman, 1997). Fait intéressant, des études récentes indiquent que la
modification de 1’équilibre entre les mécanismes d’endocytose et d’exocytose seraient

impliqués dans cette diminution de I'activité des récepteurs AMPA, mais d’une fagon opposée
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A ce qui est retrouvé avec la LTP (Man et coll., 2000; Nishumune et coll, 1998; Wang et
Linden, 2000; en revue par Turrigiano, 2000). Indépendamment de ces résultats, des
évidences expérimentales suggerent égalgment que les métabolites générés par la voie
lipoxygénase seraient impliqués dans I’expression de la DLT. En effet, ces métabolites
produisent divers effets cellulaires, telles I’hyperpolarisation membranaire ou !'inhibition de
la protéine kinase II Ca**/calmoduline dépendante (CaMKII), des effets retrouvés lors d’une
dépression de la fonction synaptique. Or, les travaux présentés dans ce mémoire ont permis
de démontrer que la régulation calcique 2 la baisse de la liaison du [’H]AMPA observée dans
le cortex et le striatum de cerveaux de souris est affectée par un inhibiteur de la lipoxygénase.
Par conséquent, ces résultats suggerent la possibilité que la DLT exprimée dans ces régions
(Linden et Connor, 1995; Lovinger et Tyler, 1996; Tsumoto, 1992; Zhuo et Hawkins, 1995)
pourrait en partie étre régie par une régulation  la baisse des fonctions des récepteurs AMPA
par les métabolites dérivés de la voie lipoxygénase de I’acide arachidonique (AA).

A ce jour, les mécanismes par lesquels les métabolites de I’ AA viendraient réduire les
propriétés de liaison des récepteurs AMPA ne sont pas encore connus. Néanmoins, plusieurs
études indiquent que les récepteurs AMPA peuvent étre régulés par un processus complexe
de réactions de phosphorylation/déphosphorylation (Malenka, 1994b; Tokuda et Hatase, 1998;
Wang et Kelly, 1996). D’autres ont démontré que, dans les neurones, les métabolites de I'AA
générés par la voie lipoxygénase contrdlent I’activité des protéines kinases, dont la CaMKI1I,
qui elles-mémes exercent un contrdle bidirectionnel sur I'activité de la PLA; (Piomelli et coll,,
1989; Piomelli et Greengard, 1990). Il reste donc & déterminer si la régulation a la baisse des
propriétés de liaison des récepteurs AMPA associ€s au traitement calcique dans le cortex et
le striatum sont I'effet des métabolites de la voie lipoxygénase sur les différentes protéines

kinases neuronales.
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5.4 Influence possible du calcium extracellulaire sur les
propriétés de liaison des récepteurs AMPA

2], dans le

Mis a part I’activation de processus cellulaires par augmentation de la [Ca
neurone comme mécanisme responsable, du moins en partie, de la modulation des propri€tés
de liaisons des récepteurs AMPA, on ne peut exclure I’influence possible d’une variation de
la concentration extracellulaire de Ca?* ([Ca**].) sur les propriétés de liaison de ces récepteurs.
En effet, il est possible d’induire, dans les synapses hippocampales en condition ex vivo, une
PLT de la transmission synaptique seulement par une augmentation légere de la [Ca**]. (de 2
mM i 4 mM) (Cheng et coll., 1994; McGuinness et coll., 1991; Melchers et coll., 1987; Popov
et coll, 1988; Reymann et coll., 1986). Fait intéressant, cette PLT induite par le Ca®* (Ca-
PLT) implique le recrutement de mécanismes cellulaires similaires & ceux impliqués dans la
PLT induite par une stimulation électrique (ST-PLT). En effet, son induction peut &tre
bloquée par I'inhibition de la protéine kinase C (Cheng et coll, 1994) et nécessite
I’intervention de la calmoduline (Popov et coll., 1988), une protéine nécessaire i I'activation
de la protéine kinase calcium-calmoduline dépendante (CaMKII). Dans un méme ordre d’idée,
une DLT de la fonction synaptique dans le cortex, induite par une élévation de la [Ca*].
(passant de 2 mM i 4 mM), a aussi été rapportée (Artola et coll,, 1996). Toutefois, au
contraire d’une ST-PLT et d’une ST-DLT des synapses glutamatergiques, la Ca-PLT et la Ca-
DLT semblent pouvoir se développer et s’exprimer sans l'intervention des récepteurs
glutamatergiques (Grover et Tyler, 1990b; Reymann et coll., 1986).

Or, de récentes études ont mis en évidence la présence de récepteurs-détecteurs de Ca®
extracellulaire (CaR) dans plusieurs structures cérébrales, dont I’hippocampe (Chattopadhayay

et coll., 1997; Hebert et Brown, 1995; Ruat et coll., 1995). Il semble qu’il existe plusieurs



76

types de ce genre de récepteurs, dont certains appartiendraient 2 la famille des RGLUm, et
certaines études suggerent qu’ils pourraient étre impliqués dans la modulation de la fonction
synaptique (Ruat et coll., 1995; Vassilev et coll., 1997; Ye et coll,, 1996, 1997). De plus, les
CaR sont liés & ’activation de la PLC (Brown et coll., 1995), une enzyme qui, d’une part, est
impliquée dans I’expression de la PLT par I’intermédiaire des RGLUm (Aronica et coll,, 1991;
Holsher et coll., 1999; Riedel et Reymann, 1996), et, d’autre part, est liée 4 une régulation a
la hausse de la liaison du [’HJAMPA sur des préparations membranaires de rats (Bernard et
coll, 1995; Chabot et coll., 1998; Massicotte et coll.,, 1990a). Par conséquent, on peut
supposer que, pour certaines régions cérébrales, ces CaR pourraient étre en partie impliqués
dans la régulation calcique des propriétés de liaison des récepteurs AMPA dont fait état le
présent mémoire. L’évaluation des effets d’inhibiteurs de PLC et d’antagonistes des CaR sur
la régulation calcique de la liaison de [’HJAMPA sur des coupes de cerveaux congelés de
souris pourrait permettre, du moins dans le cadre des limites imposées par cette méthodologie

(voir section 3.1.3), de vérifier cette hypothese.

5.5 Les propriétés de liaison des récepteurs NMDA peuvent
également étre régulées par le calcium

Les résultats des travaux présentés dans ce mémoire indiquent que la liaison du
[*H]glutamate et du ["H]CPP aux récepteurs NMDA n’est pas modifiée par le traitement
calcique. Néanmoins, on ne peut conclure que ces récepteurs ne sont pas régulés par I'action
du calcium. En effet, des études électrophysiologiques ont démontré que ’augmentation de

la [Ca®"]; observée dans le neurone suite 4 I’activation des récepteurs NMDA, entraine, par des
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modifications biochimiques, une diminution de leur temps d’ouverture moyen (Legendre et
coll., 1993; Mayer et Westbrook, 1985; Medina et coll., 1994; Zilberter et coll., 1991). Selon
de récentes études, cette inactivation dépendante du Ca* de Iactivité des récepteurs NMDA
est associée a la liaison de Ca**-calmoduline sur une région du domaine C-terminal de NR1
située prés de la membrane plasmique (Ehlers et coll., 1996; Zhang et coll., 1998). Il est
intéressant de noter que le site de liaison de 1’0-actinine-2, une protéine s’associant a I'actine
du cytosquelette, a été localisé pres de cet endroit (Wyszynski et coll.,, 1997; voir section 1.3).
Ainsi, il est possible que la liaison du complexe Ca®*-calmoduline 2 NR1 déloge I'0-actinine-2
de cette sous-unité, libérant par le fait méme les récepteurs NMDA du cytosquelette. Un tel
mécanisme, pouvant étre favorisé par une dépolymérisation de I’actine induite par le Ca*
(Rosenmund et Westbrook, 1993a, 1993b), pourrait entrainer une diminution de I'efficacité
synaptique en empéchant les récepteurs NMDA de demeurer confinés et regroupés au sein de
la densité post synaptique. Enfin, le complexe Ca**-calmoduline est aussi nécessaire a
’activation de la CaMKII. Par conséquent, il est fort possible qu’un complexe
Ca**/calmoduline/CaMKII puissent venir se lier 2 NR1et, par I’action de CamKII, modifier
I’état de phosphorylation de cette sous-unité. Un tel mécanisme pourrait également jouer un
role important dans I’inactivation dépendante du Ca® des récepteurs NMDA.

Par ailleurs, il a été récemment démontré que I’activation in situ de la calpaine par le
calcium sur des coupes de cerveaux congelés de rat induit une coupure de NR2 au niveau de
son domaine C-terminal (Bi et coll.,, 1998). Dans cette étude, le traitement calcique, tel
qu’observé avec la souris (voir Fig. 8A), n’a pas induit de modification de la liaison du
[’H]glutamate aux récepteurs NMDA. Toutefois, la coupure de NR2 par la calpaine induite

par le méme traitement calcique a été associée a une diminution significative (~40% plus faible
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par rapport au contrdle) de la liaison du [PH]JTCP (1-[1-(2-thiethyl)-cyclohexyl]3,4,-
piperidine), un antagoniste spécifique des récepteurs NMDA se liant a I'intérieur du canal
ionique. Ainsi, bien que le Ca® n’affecte pas la liaison du [*H]glutamate ou du [*H]CPP aux
récepteurs NMDA, ces récepteurs subissent une régulation calcique de leurs propriétés qui est
médiée par ’action de la calpaine et de la calmoduline. Bref, I’évaluation des effets du
calcium en présence ou non d’inhibiteurs de la calpaine et de la CaMKII sur la liaison du
[PHJTCP dans différentes régions cérébrales du cerveau de souris pourrait permettre de mieux

caractériser cette régulation calcique des récepteurs NMDA.



6 CONCLUSION

En perspective, le patron régional des effets du Ca®* sur la liaison du [’HJAMPA dans
le cerveau de souris suggére que les récepteurs AMPA peuvent étre régulés par une multitude
de facteurs indépendants d’une région cérébrale a I'autre. L’éventuelle construction d’une
charte régionale des processus de régulation des propriétés de liaison des récepteurs AMPA,
par I'utilisation du modele expérimental pharmaco-biochimique utilisé lors de ces travaux de
maitrise, devrait aider considérablement 3 élucider les mécanismes cellulaires sous-tendant les
phénoménes de plasticité synaptique observés dans chacune des structures cérébrales.
Cependant, afin de déterminer a quel niveau chacun de ces processus cellulaires participent
a I'induction, le développement, ’expression et le maintien a long terme des changements de
P’activité synaptique, il faudra obligatoirement effectuer un parallele avec des études qui seront
effectuées en électrophysiologie, sur des coupes de tissu cérébral maintenu en vie
artificiellement. De plus, il sera intéressant de vérifier si la structure moléculaire des
récepteurs AMPA est changée et, advenant le cas, de déterminer quelles sous-unités sont en
cause, quelles modifications elles ont subies et quels sont les mécanismes impliqués. Par
ailleurs, le modéle expérimental susmentionné s’avérera certainement utile pour cibler les
déficiences biochimiques présentes chez différents modeles murins caractérisés par une
neurodégénérescence associée i une perte de capacités mnésiques, telle la maladie
d’Alzheimer. Finalement, ce modele pourra également permettre de mieux comprendre, sur
la base de la régulation calcique des propriétés de liaison des récepteurs AMPA, pourquoi les
propriétés plastiques des synapses ainsi que les capacités d’apprentissage et de résistance aux
dommages cérébraux varient entre différentes souches de souris telles les C57BL/6, DBA/2,

C3H, BALB/c, FVB/N et 123/SVEMS.
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