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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

L’interaction avec notre environnement dépend de notre perception de celui-ci,
laquelle est tributaire de 1’intégrité de nos cinq sens. Parmi ceux-ci, la vision est celle qui
nous procure le plus de renseignements sur le monde qui nous entoure. (Blake et
Sekuler, 2006). Chez I"humain, la proportion du cerveau utilisée a des fins visuelles est
plus importante que celle utilisée par n’importe quelle autre modalité sensorielle, ce qui
illustre bien I’importance de cette modalité (Kolb et Whishaw, 2002). La vision posséde
aussi plusieurs avantages sur les autres sens. Chaque objet présent dans notre
environnement possede plusieurs caractéristiques visuelles comme la forme, la grosseur,
et la couleur, mais n’a pas forcément de son ou d’odeur décelables particuliers. La vision
fournit aussi des informations beaucoup plus précises sur la forme et la localisation des
objets, bien que 1’audition puisse, dans une certaine mesure, permettre 1’identification de
formes simples (Hausfeld et al., 1982) et leur localisation (Middlebrooks et Green,
1991). De plus, contrairement aux autres sens qui ne permettent d’appréhender qu’un

espace restreint, la vision nous procure des informations sur I’espace lointain.

1.1 La perte de vision

Chez les individus aveugles, 1’activité neuronale dans le cortex visuel est modifiée
puisqu’il ne regoit plus d’afférences visuelles. Par ailleurs, les effets de 1’absence
d’afférences visuelles ne se limitent pas au cortex visuel, mais affectent aussi les cortex
sensoriels impliqués dans le traitement des informations provenant des autres modalités
sensorielles comme [’audition et le toucher puisque les individus aveugles doivent

utiliser davantage les sens subsistants pour évoluer dans leur environnement.



Or, Pactivité neuronale est importante pour la formation et la maturation des
circuits neuronaux dans les cortex sensoriels des mammifeéres (Katz et Shatz, 1996). Le
développement cortical dépend des changements locaux de D’activité électrique et
métabolique dans ces cortex (Riddle ef al., 1993; Zheng et Purves, 1995). En effet, bien
que |’établissement initial des circuits neuronaux soit déterminé génétiquement et dirigé
par ’expression d’une variété de molécules de guidage (Goodman et Shatz, 1993;
Tessier-Lavigne et Goodman, 1996), le raffinement des connexions neuronales est
fortement influencé par I’activité neuronale (Goodman et Shatz, 1993; Cramer et Sur,

1995; Katz et Shatz, 1996; Zhang et Poo, 2001; Uesaka et al., 2006).

Plusieurs études ont déja démontré I’importance de I’activité visuelle afférente
pour le développement normal des différentes aires corticales sensorielles, tant chez
’humain (Elbert et al., 2002; Sur et Rubenstein, 2005) que chez différents modeles
animaux (Stryker et Harris, 1986; Bronchti et al., 1992; Rauschecker ef dl., 1992;
Rauschecker et Korte, 1993; Rauschecker et Kniepert, 1994; Katz et Shatz, 1996; Crair
et al., 1998; Katz et Crowley, 2002; Roder et al., 2004; Cang et al., 2005; Espinosa et
Stryker, 2012). Par exemple, la sélectivité a I’ orientation, au mouvement et a la direction
des neurones du cortex visuel sont immatures chez les rongeurs adultes privés

visuellement depuis la naissance (Fagiolini et al., 1994).

La perte de vision affecte aussi le développement des cortex primaires des autres
modalités sensorielles. Par exemple, on constate une hypertrophie du cortex auditif
(Gyllensten et al., 1966) et du champs de tonneau dans le cortex somatosensoriel
(Bronchti et al., 1992; Fetter-Pruneda et al., 2013) ainsi qu’une modification de la
composition des récepteurs AMPA dans ces cortex (Goel et al., 2006). Ces études ont
mis en évidence d’importantes modifications anatomiques et biochimiques dans les
cortex sensoriels lorsque ’expérience visuelle est altérée par I’absence ou la perte de la
vision. Ces modifications du cerveau en réponse a une perte d’activité visuelle
impliquent plusieurs mécanismes neuroplastiques et dépendent de plusieurs facteurs
comme le type de lésion, le moment ou elle survient, sa durée ainsi que le cortex

sensoriel. La mani¢re dont ces facteurs affectent le néocortex ainsi que les mécanismes



associés a ces modifications sont abordés plus en détail dans les prochaines sections de

ce mémoire.

1.2 Objectif général

Bien que le rdle de I’activité sensorielle dans le développement des différentes
aires corticales ait €t¢ abondamment étudié, les effets de 1’absence de vision sur le
développement cerveau sont encore loin d’étre completement élucidés. Notre équipe de
recherche utilise des souris aveugles depuis la naissance afin de mieux comprendre les
effets de la cécité prolongée et permanente sur les différents cortex sensoriels. Jusqu’a
présent, les études menées a notre laboratoire se sont intéressées principalement aux
conséquences neuroanatomiques de la perte de la vision et n’ont révélé que peu de
différences dans la connectivité (Chabot et al., 2008; Charbonneau ef al., 2012) dans le
cortex visuel ou de la morphologie des neurones projetant dans le cortex visuel primaire

(Laramée ef al., 2011; Laramée et al., 2012) entre les souris aveugles et voyantes.

Dans le cadre de ce projet de maitrise, nous avons analysé les modifications
biochimiques des cortex sensoriels qui surviennent suite a la perte de la vision. Nous
avons évalué I’expression de différentes protéines synaptiques dans les cortex visuel,
auditif et somatosensoriel primaires de deux modeles de souris adultes aveugles depuis
la naissance. Nous nous sommes intéressés plus particulicrement aux sous-unit€s
prédominantes des principaux récepteurs responsables de la transmission synaptique
excitatrice dans le néocortex, soit les sous-unités GluR1 et GluR2 des récepteurs AMPA
ainsi que les sous-unités NR2A et NR2B des récepteurs NMDA. De plus, nous avons
aussi €tudié la modulation de I’expression de deux protéines présentes au niveau pré- et
postsynaptique et couramment utilis€ées comme marqueur pour la quantification de
synapses, soit la synaptophysine et PSD-95. Les sections suivantes présentent plus en
détail quelques mécanismes de plasticit€ qui peuvent influencer le protéome en fonction
des modifications de I"activité corticale ainsi que les différentes protéines étudiées, mais
d’abord voyons quelques généralités sur les différents cortex sensoriels primaires dont la

biochimie synaptique est susceptible d’€tre bouleversée par la perte de vision.



1.3 Les systémes sensoriels

Cette section présente brievement les différents systémes sensoriels étudiés ici,
avec une emphase particuliére sur le systéme visuel. A moins d’indication contraire, les
informations contenues dans cette section proviennent d’ouvrages de référence en
neuroanatomie (Bear ef al., 2000; Kolb et Whishaw, 2002; Purves et al., 2013) qui ne

seront pas cités exhaustivement afin de faciliter la lecture.

Chez les mammiferes, les afférences sensorielles sont acheminées par différentes
voies paralleles et indépendantes jusqu’au néocortex ou elles sont analysées afin de créer
un percept sensoriel. L’organisation générale du néocortex de tous les mammiferes est
semblable. En effet, bien que leur taille relative puisse différer, tous les mammiféres
possédent des aires visuelle (V1), auditive (A1) et somatosensorielle primaires (S1)
(Fig. 1.1) (Krubitzer, 2009) situées respectivement au niveau des cortex occipital,
temporal et pariétal. Ces zones homologues ont une connectivit¢ semblable, et les

neurones présents dans ces zones ont des propriétés similaires (Krubitzer, 2007).
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Figure 1.1  Relation phylogénétique entre les principaux représentants des
différents groupes de mammiféres.
Toutes les espéces étudiées jusqu’a maintenant possedent des régions
corticales dédiées au traitement de I’information sensorielle visuelle,
auditive et somatosensorielle dont la taille relative et la localisation
précise different. Tiré de Krubitzer 2009.



Au niveau cortical, les informations en provenance des organes sensoriels sont
traitées selon un schéma général semblable et commun a tous les systémes sensoriels.
Les informations en provenance des voies sensorielles arrivent d’abord aux aires
sensorielles primaires qui sont composées de neurones possédants des champs
récepteurs de petite taille, ce qui leur permet d’effectuer un traitement simple de
I’information (Kolb et Whishaw, 2002). Ces informations sont ensuite transmises aux
aires secondaires, puis associatives qui intégrent et organisent I’information. Les cortex
sensoriels sont donc organisés selon un modeéle hiérarchique ou les aires primaires sont a
la base et les aires associatives, au sommet. On a longtemps cru que I’intégration
simultanée des informations provenant de différents systémes sensoriels se faisait
uniquement au niveau des aires associatives. Selon ce modeéle, les informations
provenant des aires primaires et secondaires sont acheminées vers les aires associatives
multimodales ou elles sont intégrées pour ensuite étre réacheminées dans les cortex de
niveau hiérarchique inférieur par des connexions descendantes corticocorticales.
Toutefois, ce modele selon lequel seules les aires corticales de haut niveau sont
multimodales a ét¢ contredit par des enregistrements électrophysiologiques dans le
cortex visuel primaire mettant en €vidence des interactions audiovisuelles trop rapides
pour permettre 1’ascension des informations provenant des différents sens jusqu’aux
cortex associatifs, I’intégration multisensorielle et le retour de I’information au niveau
du cortex visuel primaire (Giard et Peronnet, 1999). Plusieurs études ont par la suite
démontré des interactions multimodales au niveau des aires sensorielles primaires chez
différentes especes (Wallace et al., 2004; Budinger-et al., 2006; Ghazanfar et Schroeder,
2006; Bizley et al., 2007).

1.3.1 Le systéme visuel

L’activité visuelle débute lors du captage d’un photon par les photorécepteurs de la
rétine, lesquels transmettent I’information vers les cellules bipolaires qui projettent a
leur tour vers les cellules ganglionnaires dont les axones forment les nerfs optiques. Une
partie des fibres des nerfs optiques croisent la ligne médiane, formant une décussation

importante, le chiasma optique (voir Figure 1.2). La proportion de fibres qui croisent la



ligne médiane au niveau du chiasma optique dépend de la position des yeux. Chez
I’humain, les yeux sont en position frontale et environ la moitié des axones effectuent
une décussation (Perry et Cowey, 1984) alors que chez la souris les yeux sont en
position latérale et la trés grande majorité des axones décussent (Drager et Olsen, 1980).
Les fibres quittent le chiasma optique pour former le tractus optique qui se partage en
deux voies visuelles ascendantes distinctes (voir Figure 1.3), la voie rétinothalamique

(systeme geniculostrié) et la voie rétinotectale (systéme tectopulvinarien).

Nerf optique
Tractus optique

Chiasma optique

Radiations

optiques Colliculus

supérieurs

Cortex strié

Figure 1.2 Trajet des projections rétinofuges.
Cette illustration du cerveau vue du dessous permet de visualiser le trajet
des principales projections rétinofuges (Bear et al., 2000).

Les fibres de la voie rétinothalamique atteignent le noyau genouillé latéral du
thalamus. Ce noyau est a I’origine de la projection visuelle thalamocorticale qui atteint
la couche IV du cortex visuel primaire (V1) situé dans le lobe occipital. Chez I’humain,
il s’agit de la principale voie visuelle ascendante puisqu’elle regroupe environ 90 % des
projections rétinofuges (Nieuwenhuys et al., 2008). Chez la souris, moins de 30 % des

projections rétinofuges suivent cette voie (Hofbauer et Drager, 1985).



Les fibres de la voie rétinotectale projettent, elles, sur le colliculus supérieur, une
partie importante du toit du mésencéphale. Les neurones du colliculus supérieur
envoient ensuite des axones vers un noyau du thalamus postérieur, le pulvinar, dont les
neurones projettent a leur tour vers les aires corticales extrastriées. Chez 1’humain,
moins de 10 % des axones provenant des cellules ganglionnaires de la rétine suivent la
voie rétinotectale alors que chez la souris, plus de 70 % des cellules ganglionnaires

suivent cette voie (Hofbauer et Drager, 1985).

Cerveau
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| =t | du corte

Information {@ il L,{'I’!

visuelle i} Systeme tectopulvinarien
bl conlﬂ]lus B 7
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Figure 1.3  Principales voies visuelles ascendantes.
Les axones des cellules ganglionnaires qui forment le nerf optique se
séparent en deux faisceaux de fibre distincts empruntant soit la voie
rétinothalamique (systéme géniculostri€¢) ou la voie rétinotectale (systéme
tectopulvinarien) jusqu’aux aires visuelles du cerveau (Kolb et Whishaw,
2002).

Les aires visuelles corticales sont situées dans le lobe occipital, lequel est
subdivisé en un cortex visuel primaire, aussi nommé cortex strié ou aire 17 de
Brodmann, et un cortex visuel secondaire ou extrastrié contenant plusieurs aires. Les
aires extrastriées sont organisées en deux voies distinctes : la voie dorsale et la voie
ventrale (Ungerleider et Haxby, 1994; Ungerleider et al., 1998). La voie ventrale
achemine I’information visuelle vers le cortex temporal et permet 1’identification d’objet
alors que la voie dorsale transmet I’information visuelle vers les aires pariétales
postérieures et est impliquée dans le traitement des informations spatiales et du
mouvement. Ces deux voies convergent finalement vers le cortex préfrontal. Chez la

souris, ces deux voies semblent aussi présentes (Wang ef al., 2011).
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1.3.2 Le systéeme auditif

Apres avoir été¢ amplifiées au niveau de ’oreille externe et moyenne, les vibrations
sonores atteignent I’oreille interne ou se trouvent les cellules ciliées de la cochlée qui
transforment I’onde sonore en influx nerveux. Les cellules ciliées sont en contact avec
des cellules bipolaires, dont les corps cellulaires forment le ganglion spiral et les axones
forment le nerf cochléaire. L’information sonore est transmise jusqu’aux noyaux
cochléaires dont les neurones envoient des projections, directes ou par I’intermédiaire de
I’olive supérieure, vers les collicules inférieurs. Ces derniers acheminent 1’information
au corps genouillé médian, le principal centre auditif du thalamus. Les neurones du
corps genouillé médian projettent finalement vers le cortex auditif primaire situé dans le

lobe temporal (Figure 1.4).

Figure 1.4
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Trajet de ’information auditive.

Apres avoir été transformées en influx nerveux par les cellules ciliées, les
vibrations captées par une oreille passent par plusieurs noyaux avant
d’étre acheminées jusqu’au cortex auditif. Les signaux auditifs croisent la
ligne médiane au niveau du tronc cérébral ainsi qu’au niveau du thalamus,
ce qui permet le traitement simultané des informations pergues par les

deux oreilles (Kolb et Whishaw, 2002).




1.3.3 Le systeme somatosensoriel

Les informations somesthésiques sont acheminées jusqu’au cortex suivant trois
différentes voies, soit la voie lemniscale, qui transmet des informations de la sensibilité
tactile discriminative et de la sensibilité proprioceptive consciente impliquée dans la
localisation spatiale et temporelle du corps, la voie spinothalamique, qui transmet les
informations tactiles grossieres dites non-discriminative de méme que les influx
nociceptifs et thermiques, et la voie trigéminale qui assure le relais de I’information

sensitive du visage au cortex somatosensoriel.

Chacune de ces voies est formée de trois neurones sensitifs, soit un périphérique et
deux centraux. Le premier neurone sensitif est situé dans le ganglion spinal ou
trigéminal dans le cas de la voie sensitive faciale. L’axone du premier neurone fait
synapse soit dans la corne postérieure ipsilatérale de la moelle épiniére, soit dans un
noyau de la moelle allongée ipsilatérale. Le deuxieme neurone est situé¢ dans le systeme
nerveux central, et son corps cellulaire se trouve soit dans la corne postérieure de la
moelle épiniere ou dans un noyau de la moelle allongée. L.’axone de ce neurone effectue
une décussation pour monter du c6té controlatéral et fait synapse dans le cervelet ou le
thalamus. Finalement, le troisieme neurone est dans un noyau thalamique et son axone

fait synapse sur des neurones du cortex cérébral ipsilatéral.

La voie trigéminale est la plus importante chez les souris puisqu’il s’agit d’un
animal nocturne qui utilise abondamment ses vibrisses pour la localisation des objets
présents dans son environnement ainsi que pour la discrimination des textures (Kleinfeld
et al., 2006). Chez plusieurs espéces de rongeurs ainsi que chez d’autres especes
(Woolsey et al., 1975), les vibrisses activent une population spécifique de neurones
localisés au niveau de la couche IV du cortex somatosensoriel primaire (S1). On
retrouve ainsi une représentation somatotopique anatomiquement distincte de chacune
des vibrisses controlatérales dans une région particuliere nommée champs de tonneaux

(Woolsey et Van der Loos, 1970).
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1.4 La neuroplasticité

Le cerveau est un systtme dynamique soumis a linfluence de facteurs
environnementaux, génétiques ou €pigénétiques. Son fonctionnement dépend, entre
autres de la combinaison des propriétés intrinséques des neurones qui le composent, de
la connectivité entre ces neurones et des propriétés de ces connexions. Ces
caractéristiques sont modifiées au cours du développement en fonction des expériences
affectives, psychiques, cognitives ou sensorielles vécues par un individu. Cette capacité
du réseau neuronal & se modifier en fonction de I’expérience, la neuroplasticité, résulte
d’un ensemble de mécanismes qui modifient la force ou I’efficacité de la transmission
synaptique en agissant sur le développement de connexions synaptiques ou en modulant
’excitabilité des neurones. Ces mécanismes structuraux et physiologiques sont
responsables des capacités d’apprentissage et de mémorisation, mais aussi des

modifications corticales observées lors de 1’altération de I’expérience sensorielle.

Le néocortex est particulierement susceptible aux changements neuroplastiques
puisqu’il exécute des tdches motrices, sensorielles et cognitives nécessitant une bonne
capacit¢ d’apprentissage. Le développement des aires corticales sensorielles est
fortement influencé par I’expérience sensorielle (Gilbert, 1998; Dan et Poo, 2006; Han
et al., 2007). La perte d’un sens comme la vision modifie ’activité afférente dans les
différents cortex sensoriels et induit ainsi des changements neuroplastiques. L’ampleur
de ces changements dépend fortement de plusieurs facteurs critiques tels que la cause de
privation visuelle, I’age a laquelle elle survient et sa durée. En effet, la perte de vision
entraine des changements plus importants lorsqu’elle survient t6t au cours du
développement et qu’elle est maintenue durant une longue période de temps, au-dela
d’un certain stade du développement, soit pendant une phase nommée période critique
de plasticité. De plus, lorsque la perte de vision survient tot au cours du développement,
le cortex visuel est davantage susceptible d’€tre pris en charge par les modalités
sensorielles subsistantes, par des mécanismes de plasticité intermodale (Bavelier et

Neville, 2002).
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Dans cette section, les deux principaux mécanismes neuroplastiques responsables
des modifications dans les différents cortex sensoriels de méme que leur contribution
respective aux changements observés dans le néocortex suite a‘la perte de vision seront
décrits. Par la suite, la notion de période critique de plasticité sera abordée. Finalement,
une forme particuliere de plasticité observée chez les individus privés d’un sens, la

plasticité intermodale, sera décrite.

1.4.1 Les mécanismes de plasticité

Les mécanismes responsables des modifications observées dans le néocortex suite
a laltération de ’activité sensorielle peuvent €tre divisés en deux catégories, soit les
mécanismes de type Hebbien, et les mécanismes homéostatiques (Desai et al., 2002;
Heynen et al., 2003; Crozier et al., 2007; Goel et Lee, 2007; Maffei et Turrigiano, 2008;
Feldman, 2009). Ces deux types de mécanismes neuroplastiques agissent principalement
en modifiant la quantité et'la composition des récepteurs glutamatergiques présents a la
synapse. Toutefois, ils se distinguent par le fait que les mécanismes de plasticité
Hebbiens affectent les synapses individuellement alors que les mécanismes de plasticité
homéostatique agissent plus globalement afin de stabiliser I’activité de I’ensemble d’un
réseau neuronal (Turrigiano et Nelson, 1998). Par ailleurs, les mécanismes de plasticité
Hebbiens interviennent généralement rapidement, dans les minutes ou les heures qui
suivent les stimulations alors que les mécanismes de plasticité homéostatiques
surviennent lorsque 1’activité d’un réseau neuronal est fortement augmentée ou diminuée
pendant une longue période (> ~12-24 heures) (Citri et Malenka, 2008). La connaissance
de ces mécanismes est nécessaire a la compréhension de notre travail puisqu’il s’agit des
principaux mécanismes responsables de la régulation de I’activité et de la modification
de I’expression des sous-unités des récepteurs glutamatergiques dans les différents

cortex sensoriels primaires.
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1.4.1.1 Meécanismes Hebbiens

La théorie Hebbienne de plasticité a d’abord été suggérée en 1949 par
Donald Olding Hebb pour expliquer les mécanismes responsables des capacités
d’apprentissage et de mémorisation (Hebb, 1949). Depuis, une multitude d’études ont
mis en évidence l’implication des mécanismes Hebbiens de plasticité dans les
modifications de la force synaptique au cours du développement et de la maturation des
circuits neuronaux lors de la perte de vision. Le postulat de Hebb stipule que la
dépolarisation simultanée d’un neurone présynaptique et d’un neurone postsynaptique
mene 4 un renforcement des synapses qui les relient. Ainsi, lorsque ’activation d’une
synapse est corrélée de fagon persistante avec une forte réponse postsynaptique, la
transmission synaptique a cette synapse est renforcée. Dans le cas contraire, lorsque
’activité d’une synapse n’est pas corrélée a celle du neurone postsynaptique, la synapse
s’affaiblit ou est éliminée. Les deux mécanismes Hebbiens de plasticité les plus étudiés
sont la potentialisation a long terme (PLT) et la dépression a long terme (DLT), qui
menent respectivement & une augmentation et a une diminution de Pefficacité de la

transmission synaptique (Bliss et Lomo, 1973; Bear et Malenka, 1994).

Bien que d’autres formes de PLT existent (Sjostrom et al., 2008), celle-ci est
généralement dépendante de 'activité des récepteurs NMDA et survient suite a des
stimulations a haute fréquence. Lors de la PLT, I’entrée massive de calcium dans la
dendrite par les récepteurs NMDA & une synapse provoque |’activation des protéines
kinase comme la protéine kinase Ca2+/calmoduline-dépendante II (CaMKII). Cela
entraine la phosphorylation des récepteurs AMPA favorisant ainsi I’insertion de
récepteurs AMPA possédant la sous-unité GluR1 a la synapse centrale (Malinow et
Malenka, 2002; Malenka, 2003), ce qui a pour effet de renforcer la transmission
synaptique. Les modifications engendrées par la PLT surviennent rapidement, dans les
minutes suivant 1’induction de celle-ci. 1l existe aussi une phase tardive de la PLT,
définie comme étant la potentiation présente d’une & deux heures aprés 1’induction de
celle-ci. La phase tardive de la PLT dépend de la synthése locale de protéines au niveau

de la dendrite, (Reymann et Frey, 2007) dont les sous-unités des récepteurs AMPA ainsi
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que différentes protéines impliquées dans la régulation du transport et de la stabilisation
des récepteurs synaptiques (Steward et Schuman, 2001; Ju et al., 2004; Grooms ef al.,

2006; Schuman ef al., 2006).

Inversement, la DLT survient lors de stimulations a basse fréquence. Tout comme
pour la PLT, il existe plusieurs formes de DLT (Malenka et Bear, 2004; Massey et
Bashir, 2007; Sjostrom ef al., 2008). Dans la forme de DLT dépendante des récepteurs
NMDA, le manque de corrélation entre |’activation du neurone présynaptique et la
dépolarisation du neurone postsynaptique ne provoque qu’une faible activation des
récepteurs NMDA. La lente et modeste entrée de calcium au niveau postsynaptique qui
en résulte initie une cascade d’événements moléculaires impliquant des protéines
phosphatases comme la calcineurine, entrainant une déphosphorylation a certains sites
spécifiques des sous-unités GIluR1 des récepteurs AMPA et I’internalisation de ces
récepteurs (Linden et Connor, 1995; Malenka et Bear, 2004). Ainsi dépourvues de
plusieurs récepteurs AMPA, ces synapses perdent alors leur influence sur les neurones
postsynaptiques. L’effet de la PLT et de la DLT sur la localisation et la quantité des

récepteurs AMPA est schématisé dans la figure 1.5 ci-dessous.



14

Figure 1.5 Exemple de mécanismes Hebbiens de plasticité

Circulation des récepteurs AMPA lors de la PLT (a gauche) et de la DLT
(a droite). Lors de la PLT, la forte entrée de calcium favorise ’exocytose
des récepteurs AMPA et entraine une augmentation de la quantité de
ceux-ci a la synapse, ce qui augmente la transmission synaptique. Au
contraire, lors de la DLT, la faible entrée de calcium provoque
I’endocytose des récepteurs AMPA a la synapse, ce qui diminue la
transmission synaptique a cette synapse (Citri et Malenka, 2008).

L’exemple le plus évident de plasticité Hebbienne dans le cortex visuel est la
plasticité de la dominance oculaire, soit la modification rapide de la circuiterie corticale
qui survient lorsque I’activité provenant des deux yeux est débalancée (Hubel et Wiesel,
1963). Le cortex visuel primaire des rongeurs contient des régions binoculaires, soit des
zones formées de neurones recevant des afférences provenant des deux yeux. Au cours
du développement normal, les synapses des neurones binoculaires qui transmettent des
influx corrélés temporellement en provenance des deux yeux sont potentialisées, ce qui
mene au maintien et au renforcement de ces synapses, alors que celles dont I’activité
n’est pas corrélée sont dépotentialisées et normalement €éliminées. Lorsque I’activité en
provenance d’un des deux yeux est réduite ou bloquée pendant le développement, la
réponse des neurones de la région binoculaire est modifiée en faveur de I’ceil intact. Ce
changement de la réponse des neurones de la zone binoculaire du cortex visuel se
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produit en deux étapes, d’abord un affaiblissement des connexions provenant de I’ceil
dont I’activité a été altérée suivi d’un renforcement des connexions provenant de 1’ceil
intact. La plasticit¢ de la dominance oculaire semble donc résulter en partie de
mécanismes de rétroaction positive de type Hebbiens, la dépression des influx provenant
de I’ceil dont "activité a été altérée résultant de la DLT alors que la potentiation de I’ceil

intact serait causée par la PLT (Whitt et al., 2013).

Ces modifications neuroplastiques Hebbiennes du cortex visuel semblent toutefois
limitées a une certaine période développementale. Par exemple, 1’aptitude a induire le
DLT dans le cortex visuel diminue au cours du développement (Jiang et al., 2007).
Conséquemment, lorsque la perte de vision monoculaire survient tardivement au cours
du développement, on n’observe pas de dépression des influx provenant de I’ceil dont
’activité est altérée (Sawtell et al., 2003) et la privation monoculaire a 1’age adulte
entraine peu d’effets sur la dominance oculaire (Hubel et Wiesel, 1970; Olson et

Freeman, 1980).

Certaines modifications neuroplastiques du cortex visuel ne s’expliquent pas par
des mécanismes Hebbiens de plasticité. D’abord, bien que les influx en provenance de
’ceil dont I’activité est altérée soient diminués, ils ne sont pas completement €éliminés
(Tropea et al., 2009), comme on s’y attendrait dans le cas d’un mécanisme Hebbien. Par
ailleurs, si seuls les mécanismes de type Hebbiens contribuaient a la neuroplasticité du
cortex visuel, on devrait s’attendre a une perte totale de la réponse des neurones du
cortex visuel lors des expériences de privation binoculaire. Or, la majorité des neurones
peuvent toujours répondre aux stimuli visuels lorsque I’activité des deux yeux est altérée
simultanément (Wiesel et Hubel, 1965) et la réponse des neurones monoculaires
répondant normalement seulement aux stimuli provenant de I’ceil altéré est méme
augmentée (Desai et al., 2002; Mrsic-Flogel et al., 2007). Ces résultats suggerent que le
maintien ou I’élimination des synapses dépend d’une compétition entre celles-ci ou
celles dont I’activité est la mieux corrélée sont maintenues alors que les autres sont

éliminées par des mécanismes Hebbiens.
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1.4.1.2 Mécanismes homéostatiques

D’autres mécanismes, non-Hebbiens, contribuent aussi a la plasticité du cortex
visuel en agissant globalement au niveau de ’activité du réseau neuronal plutdt que
localement au niveau de la synapse, permettant ainsi de conserver un certain niveau
d’activité dans le cortex visuel méme lorsque I’activité visuelle est complétement

éliminée.

Les réseaux neuronaux du néocortex sont soumis a deux forces opposées, soit la
nécessité de changement et le besoin de stabilité. Les mécanismes Hebbiens de plasticité
entrainent d’importants changements de la force de certaines synapses en fonction de
’activité et permettent ainsi aux circuits nerveux d’étre fagonnés par I’expérience et lors
de l’apprentissage. Par ailleurs, dans le néocortex, la force synaptique et 1’excitabilité
neuronale sont stabilisées dynamiquement par des mécanismes de plasticité
homéostatiques, qui permettent de conserver 1’activité neuronale moyenne a un niveau
optimal pour la détection et le traitement de I’information sensorielle malgré les
fluctuations environnementales externes. Sans cette régulation homéostatique des
circuits neuronaux, les autres formes de plasticité Hebbiennes plus rapides et régies par
la rétroaction positive comme la PLT ou la DLT risqueraient d’occasionner la
dégradation du signal dans les circuits neuronaux, menant a une éventuelle incapacité
neuroplastique Hebbienne (Turrigiano et Nelson, 2004). En effet, tel que décrit dans la
section précédente, lors de la PLT, I’activité corrélée d’un neurone présynaptique et d’un
neurone postsynaptique favorise la transmission synaptique entre ces neurones par
’incorporation de récepteurs AMPA a la synapse centrale. Or, I’incorporation de ces
récepteurs a la synapse entraine une augmentation de la probabilité que la relache de
neurotransmetteur au niveau présynaptique soit corrélée avec une dépolarisation du
neurone postsynaptique, ce qui provoque encore plus de PLT et ainsi de suite. Sans les
mécanismes de contrdle homéostatique, la PLT peut €tablir une boucle de rétroaction
positive qui peut entrainer un emballement de [’activité des circuits. La plasticité
homéostatique permet donc de stabiliser le niveau d’excitabilité des neurones d’un

circuit (Figure 1.6).
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Figure 1.6  Exemple de mécanisme de plasticité homéostatique.
Lorsque le neurone postsynaptique est fortement activé pendant une
période prolongée, la quantité de récepteurs AMPA et NMDA présents a
la synapse centrale est diminuée, alors que lorsqu’il n’est que faiblement
activé pendant une longue période, la quantité de récepteurs a la synapse
est augmentée, de sorte que ’activité du neurone postsynaptique reste
toujours relativement constante (Watt et Desai, 2010).

La rétroaction négative globale des neurones d’un circuit par les mécanismes de
plasticité homéostatique a d’abord été mise en évidence in vitro en diminuant I’activité
d’un réseau cortical, causant une augmentation uniforme et multiplicative de la force des
synapses excitatrices (Turrigiano ef al., 1998). Dans le néocortex, cet ajustement
proportionne] de la force synaptique (synaptic scaling) se manifeste essentiellement par
la régulation de I’insertion des récepteurs AMPA a la synapse (O'Brien ef al., 1998;
Turrigiano et Nelson, 2004). Les mécanismes de plasticité homéostatiques affectent
aussi les récepteurs NMDA, dans une forme de plasticité appelée métaplasticité. La
métaplasticité, qu’on peut résumer comme étant la plasticité de la plasticité, est un
mécanisme de plasticité homéostatique qui entraine une mddiﬁcation de la composition
des récepteurs NMDA, favorisant ceux formés de la sous-unit¢é NR2B (Abraham et
Bear, 1996). Cela entraine une modification des niveaux de stimulation nécessaires pour
induire la PLT et la DLT. Par ailleurs, ]’excitabilité intrinseque et 1’équilibre excitation-

inhibition sont aussi régulés homéostatiquement (Feldman, 2009).
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Plusieurs études suggerent I’implication des mécanismes de plasticité
homéostatiques dans les changements de la réponse neuronale aux stimuli sensoriels
suite a I’utilisation accrue ou la privation d’un sens (Desai et al., 2002; Maffei er al.,
2004; Mrsic-Flogel et al., 2007). Par exemple, au niveau de la région monoculaire du
cortex visuel primaire, la suture de I’ceil controlatéral entraine une forte diminution de
’activité sensorielle, ce qui méne a une augmentation de I’excitabilité neurones de ces
circuits corticaux ainsi qu’une augmentation de I’activité spontanée (Desai et al., 2002;
Maffei et al., 2004). Plusieurs mécanismes de plasticité homéostatiques pourraient étre
impliqués dans les modifications biochimiques du cortex visuel survenant lors de la
privation d’activité visuelle durant une période prolongée de temps, dont le synaptic
scaling, la modification dans les circuits inhibiteurs ainsi que la modification de
’excitabilité intrinseque (Maffei et Turrigiano, 2008). Ces mécanismes de plasticité
homéostatiques pourraient contribuer a contrebalancer I’affaiblissement des afférences
sensorielles en provenance de la modalité altérée (Feldman, 2009). Selon ce mode¢le, la
perte d’afférences visuelle entrainerait un affaiblissement rapide de la transmission
synaptique des circuits neuronaux de cette modalité par des mécanismes Hebbiens, puis
une augmentation plus lente, par des mécanismes de plasticité homéostatique, de la force
globale des synapses et/ou de I’excitabilité intrinseque des neurones chargés de la
transmission des influx sensoriels en provenance des modalités subsistantes comme

I’audition et le toucher par exemple (Feldman, 2009).

Somme toute, des modifications de la biochimie corticale peuvent étre
occasionnées tant par les mécanismes de plasticité Hebbienne que par les mécanismes de
plasticit¢ non Hebbienne comme la plasticit¢ homéostatique. Ces deux types de
mécanismes agissent principalement en modifiant la quantité et la composition des

récepteurs synaptiques du glutamate présents a la synapse.

1.4.2 Période critique

Le potentiel neuroplastique dépend grandement du stade développemental. Chez la

majorité des animaux, les principales voies sensorielles sont immatures a la naissance,
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puis elles se raffinent pendant une période critique de plasticité. Durant cette période,
généralement bréve et qui survient tot au cours du développement postnatal, les circuits
neuronaux sont tres malléables, ce qui permet le raffinement des connexions neuronales.
Ce raffinement nécessite la présence d’activité en provenance des organes sensoriels
(Chapman et Stryker, 1993; Cramer et Sur, 1995; Katz et Shatz, 1996; Berardi et al.,
2003; Levelt et Hubener, 2012). Apres la période critique, les connexions du réseau
cortical ainsi que les propriétés des neurones de ces réseaux sont matures et les
mécanismes neuroplastiques deviennent moins efficaces, bien que certains changements

neuroplastiques puissent toujours survenir.

L’existence d’une période critique de plasticité a d’abord ét€¢ mise en évidence
dans le cortex visuel de chats ayant subi une énucléation monoculaire (Wiesel et Hubel,
1963b). Depuis, des périodes critiques, différentes dans leur durée et I’age a laquelle
elles surviennent, ont été observées dans tous les cortex sensoriels (Hubel et Wiesel,
1970; Aramakis et al., 2000; Feldman, 2001; Barkat et al., 2011; Erzurumlu et Gaspar,
2012), chez plusieurs animaux et pour différentes fonctions corticales (Berardi et al.,
2000; Hensch, 2004; Hensch, 2005). Par exemple, chez la souris, ’altération de
I’activité en provenance d’un des deux yeux entraine des changements plus importants
dans la région binoculaire du cortex visuel si elle survient entre le 28° et le 32°jour
suivant la naissance (Gordon et Stryker, 1996). Cette période est donc considérée
comme la période critique de plasticité pour la dominance oculaire chez la souris. Le
moment précis de I’ouverture et la durée de la période critique ne sont pas immuables.
En effet, des études ont démontré que I’initiation et la durée de la période critique ne
dépendent pas seulement de I’dge, mais aussi de I’expérience sensorielle préalable.
Ainsi, si I’activité sensorielle n’est pas présente au moment opportun, I’initiation de la
période critique est retardée. Par exemple, ’absence d’activité visuelle afférente par
I’élevage a I’obscurité retarde I’initiation de la période critique de plasticité dans le
cortex visuel (Mower et Christen, 1985; Mower, 1991; Gordon et Stryker, 1996; Guire
et al., 1999; Chen et al., 2000; Iwai et al., 2003) ainsi que la maturation des fonctions

des neurones du cortex visuel (Fagiolini ef al., 1994).
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Plusieurs modifications biochimiques surviennent lors de la période critique de
plasticit¢ dans le néocortex (Hensch, 2004). Des études ont mis en évidence des
différences de la composition des récepteurs excitateurs et inhibiteurs qui surviennent
durant cette période. L un de ceux-ci est le changement des récepteurs NMDA, dont la
quantit¢ de récepteurs formés de la sous-unit¢é NR2A augmente durant la période
critique de sorte que le rapport entre les récepteurs formés de cette sous-unité et ceux
formés de la sous-unit¢ NR2B augmente progressivement jusqu’a atteindre un maximum
au milieu de la période critique (voir sectionl.5.2 pour les détails). Ce changement de la
composition des récepteurs NMDA durant la période critique de plasticité a été observé
chez plusieurs especes, dont le chat (Chen ef al., 2000), le furet (Roberts et Ramoa,
1999), le rat (Carmignoto et Vicini, 1992) et la souris (Yashiro et al., 2005; Chen et
Bear, 2007) et survient aussi lors des périodes critiques dans les autres cortex (Lu ef al.,
2001; Nordeen et Nordeen, 2004; Mao et al., 2006). De plus, tout comme I’initiation de
la période critique de plasticité, Iaugmentation du rapport NR2A/NR2B est aussi
retardée chez les animaux élevés a [’obscurité (Nase et al., 1999; Quinlan et al., 1999;
Chen et al., 2000; Chen et Bear, 2007). Ce retard n’est pas immuable puisque
’augmentation du rapport NR2A/NR2B peut se faire rapidement si I’animal élevé a
’obscurité est exposé a la lumiere aprés 1’4ge ou survient normalement cette
augmentation (Quinlan et al., 1999).Par contre, bien que la modification de la
composition des récepteurs NMDA soit corrélée avec la fin de la période critique de
plasticité, les études avec des animaux déficients pour la sous-unité NR2A ont démontré
que la période critique se terminait normalement malgré I’absence de récepteurs formés
de cette sous-unité (Lu ef al., 2001; Fagiolini et al., 2003), ce qui signifie que cette
modification n’est pas nécessaire a la fermeture de la période critique mais simplement

corrélée temporellement.

Plusieurs études ont démontré d’importants changements anatomiques (Callaway
et Katz, 1991; Price et al., 1994; Gordon et Stryker, 1996; Antonini ef al., 1999; Karlen
et Krubitzer, 2009), électrophysiologiques (Carmignoto et Vicini, 1992; Fagiolini et al.,
1994; Kirkwood et al., 1995; Philpot et al., 2001; Maffei et al., 2004; Yashiro et al.,
2005) et biochimiques (Neve et Bear, 1989; Carmignoto et Vicini, 1992; Castren et al.,
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1992; Chen et al., 2000; Desai et al., 2002; Cotrufo ef al., 2003; Yashiro et al., 2005;
Goel ef al., 2006; Chen et Bear, 2007; Goel ef al., 2011) dans le cortex visuel lorsque
Iactivité visuelle est altérée durant la période critique. Parmi les changements
biochimiques, des modifications importantes de la composition des récepteurs NMDA
(Carmignoto et Vicini, 1992; Quinlan ef al., 1999; Berardi et al., 2000; Philpot et al.,
2001; Yashiro et al., 2005) mais aussi des récepteurs AMPA (Goel et al., 2006; Goel et
al., 2011) ont été observées. La nature exacte de ces modifications sera détaillée dans la

section 1.5.

Tres peu d’études se sont intéressées a la modification de la composition de ces
récepteurs lorsque la privation visuelle est maintenue longtemps apres la fin de la
période critique de plasticité. De plus, aucune de ces études ne s’est intéressée
spécifiquement a savoir si la plasticité¢ intermodale, dont il sera question dans la
prochaine section, permet le déroulement normal des modifications biochimiques
associées a la période critique dans le cortex visuel de souris privées visuellement, ce

que nos modeles expérimentaux nous permettent de faire.

1.4.3 Plasticité intermodale

Plusieurs études ont démontré, chez les aveugles, des habiletés supérieures dans
I’exécution de certaines taches auditives (Niemeyer et Starlinger, 1981; Lessard ef al.,
1998; Roder ef al., 2004) et tactiles (Van Boven et al., 2000; Goldreich et Kanics, 2003).
L’age auquel survient la perte de vision influence le développement de ces aptitudes
supérieures. En effet, I’amélioration des capacités auditives et tactiles est plus marquée
chez les individus ayant perdu la vision a un jeune 4ge (Bavelier et Neville, 2002;
Gougoux et al., 2004), avant la fermeture des périodes critiques de plasticité pour les
différentes fonctions visuelles, qui surviennent a différents moments, mais qui sont
toutes terminées au début de 1’adolescence (Lewis et Maurer, 2005). Ces capacités
accrues suggerent que [’altération de I’activité visuelle afférente pendant la période
critique entraine des modifications au niveau des aires corticales sensorielles non

visuelles ou de I’interaction entre celles-ci et I’aire visuelle. Cette forme de plasticité qui
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modifie la relation entre deux ou plusieurs modalités sensorielles suite a une privation

sensorielle est dite intermodale.

Il a été démontré que le cortex visuel d’individus aveugles est activé par des
stimulations auditives (Leclerc et al., 2000; Renier et al., 2010; Renier et al., 2013) et
tactiles (Sadato et al., 1996). Les capacités supérieures des aveugles dans certaines
taches de discrimination tactiles et auditives semblent résulter du recrutement des aires
corticales visuelles pour le traitement d’informations non visuelles puisque I’inactivation
du cortex visuel par des stimulations magnétiques transcraniennes altére leur capacité a
lire le braille (Cohen et al., 1997). La capacité d’un cortex sensoriel a traiter les
informations provenant d’une autre modalité sensorielle a d’ailleurs été démontrée dans
certains modeles animaux chez lesquels la croissance des ‘circuits a été induite
chirurgicalement (Frost et al., 2000; von Melchner et al., 2000). De plus, des études ont
aussi mis en évidence une expansion des aires corticales auditives (Elbert et al., 2002) et
somatosensorielles chez les aveugles (Pascual-Leone et Torres, 1993; Sterr et al., 1998a;
Sterr et al., 1998b). Ainsi, I’absence d’activité¢ visuelle entraine un remodelage des

différents cortex sensoriels et modifie les interactions entre eux.
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Early Blind > Sighted Control : Auditory Processing

Lateral view

Early Blind > Sighted Control : Tactile Processing

Blind

Figure 1.7  Activation intermodale du cortex visuel primaire chez les aveugles
précoces.
Les résultats d’imagerie fonctionnelle montrent une plus grande
activation du cortex occipital, normalement associé au traitement de
I’information visuelle, chez les individus aveugles depuis la naissance
lors de I’exécution de taches (A) auditive et (B) tactile (Renier et al.,
2010).

Dans les mod¢les animaux, la perte de la vision a des conséquences anatomiques
et fonctionnelles comparables a celles observées chez 1’humain. Par exemple, au niveau
comportemental, les chats et les furets aveugles performent mieux que les voyants dans
certaines tdches de discrimination auditive (Rauschecker et Kniepert, 1994; King et
Parsons, 1999) et les rats énucléés a la naissance performent mieux que les rats voyants
dans une tache nécessitant I’utilisation de leurs vibrisses (Toldi et al., 1994). Par ailleurs,
au point de vue fonctionnel, les études ont démontré, comme chez 1I’humain, que le
cortex visuel d’animaux aveugles peut étre activé par des stimulations auditives
(Morrell, 1972; Yaka ef al., 2000; Bronchti ef al., 2002; Izraeli ef al., 2002; Chabot et
al., 2007) ou tactiles (Toldi et al., 1996; Kahn et Krubitzer, 2002). La privation visuelle

chez les animaux modifie aussi la taille et ’organisation des aires visuelle, (Hubel et
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Wiesel, 1977; Price et al., 1994; Karlen et Krubitzer, 2009) auditive (Gyllensten et al.,
1966; Ryugo et al., 1975; Rauschecker et Korte, 1993) et somatosensorielle (Bronchti et
al., 1992; Rauséhecker et al., 1992; Toldi et al., 1994; Karlen et Krubitzer, 2009)

primaires.

Les mécanismes de plasticité intermodale peuvent agir sur les réseaux neuronaux
en entrainant un remodelage structurel en favorisant la prolifération ou la suppression
des connexions neuronales, ou fonctionnel, en modifiant la force et ’efficacité de
connexions existantes. Ainsi, pour expliquer la prise en charge intermodale du cortex
visuel chez ’aveugle, il a été proposé que la privation sensorielle pourrait, d’une part,
induire la croissance de nouvelles connexions corticales ou sous-corticales (Bavelier et
Neville, 2002), ou d’autre part, qu’elle pourrait amplifier ou démasquer des connexions
neuronales existantes (Pascual-Leone et al., 2005), ces propositions n’étant pas

mutuellement exclusives.

La présence de connexion corticocorticales directes entre le cortex visuel et les
aires sensorielles non visuelles a €té¢ démontrée chez plusieurs animaux (Hall et Lomber,
2008; Campi et al., 2010; Borra et Rockland, 2011; Charbonneau et al., 2012) ainsi que
chez I’humain (Beer et al., 2011). Par ailleurs, une réorganisation des connexions sous-
corticale a aussi été observée chez les souris anophtalmes (Chabot et al., 2008). Chez ces
souris, le cortex visuel primaire peut étre activé par des stimulations auditives alors que
ce n’est pas le cas chez les souris énucléées a la naissance (Chabot et al., 2007). La prise
en charge intermodale du cortex visuel chez cette souris pourrait provenir d’une
projection du collicule inférieur au corps genouillé latéral (Chabot et al., 2008) ou d’une
connexion cortico-corticale directe (Charbonneau et al., 2012) ou indirecte (Laramée et

al., 2011) entre les cortex visuel et auditif.

Ainsi, la prise en charge intermodale du cortex occipital par les modalités
sensorielles subsistantes pourrait résulter soit d’une plus grande quantité de ces
connexions corticales ou sous-corticales chez les aveugles, soit d’une augmentation de la

transmission synaptique dans les connexions déja existantes. Cette seconde hypothese
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est particuliérement intéressante, puisqu’une étude chez des individus voyants dont les
yeux ont €t€ band€s a permis de démontrer qu’une perte d’afférences visuelles de 5 jours
était suffisante pour permettre une amélioration de la capacité de discriminer des
symboles de braille tant chez les individus entrainés (Merabet ef al., 2008) que non
entrainés (Kauffman et al., 2002). De plus, chez ces individus, le cortex visuel était aussi
activé lors de cette tdche (Merabet et al., 2008). Ces études démontrent que
I’amélioration des capacités tactiles et 1’activation intermodale du cortex visuel chez les
aveugles sont trop rapides pour é€tre expliqué par la croissance et la formation de
nouvelles connexions, suggérant plutdt une facilitation de la transmission synaptique
excitatrice dans les connexions déja existantes. Or, tel que mentionné dans les sections
précédentes, les deux principaux types mécanismes susceptibles d’entrainer des
modifications de la force de la transmission synaptique de C(;nnexions existantes dans le
néocortex sont les mécanismes Hebbiens et les mécanismes homéostatiques, qui agissent
principalement sur la quantité, la composition et la localisation des récepteurs

glutamatergiques.

1.5 Récepteurs du glutamate

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur dans le systeme nerveux
central des vertébrés. Les récepteurs sensibles a ce neurotransmetteur se divisent en deux
catégories, soit les récepteurs métabotropes et les récepteurs ionotropes, auxquels nous

nous sommes intéressés pour cette étude.

Les récepteurs ionotropes au glutamate sont des récepteurs-canaﬁx cationiques
formant des hétérotétrameres (Sobolevsky er al., 2009). Les synapses excitatrices du
cerveau des mammiféres contiennent principalement deux types de récepteurs
ionotropes au glutamate, soit les récepteurs activés spécifiquement par le N-methyl-D-
aspartate (NMDA) et ceux activés par le a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-
propionate (AMPA). Ces deux types de récepteurs, NMDA et AMPA peuvent se
retrouver simultanément a une méme synapse et tous les deux sont fortement impliqués

dans les divers mécanismes de plasticité synaptique (Berardi ef al., 2003; Malenka,
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2003). La localisation synaptique précise, soit au niveau de la synapse centrale ou en
périphérie de celle-ci, ainsi que les propriétés électrophysiologiques de ces récepteurs est
fortement dépendante des sous-unités qui les composent (Kennedy et Ehlers, 2006;
Derkach ef al., 2007; Lau et Zukin, 2007; Shepherd et Huganir, 2007). Plusieurs études
démontrent une modification de la quantité, de la composition et de la localisation de ces
récepteurs en fonction de I’expérience sensorielle (Watt es al., 2000; Yashiro et al.,
2005; Goel et al., 2006). Dans cette section, nous verrons comment 1’absence d’activité
visuelle modifie la composition des récepteurs AMPA et NMDA dans les différents

cortex sensoriels.

1.5.1 Récepteurs AMPA

Les récepteurs AMPA sont les principaux responsables de la transmission de la
vaste majorité des courants excitateurs synaptiques rapide (~2ms) (Kleppe et Robinson,
1999). Bien qu’ils puissent former des homotétrameres fonctionnels, (Rosenmund et al.,

1998) leur forme native est généralement hétérotétramérique (Lu ef al., 2009).

Chez les mammiferes, quatre différentes sous-unités assemblées sous forme de
dimere de dimere (Mayer, 2006), GluR1-4, peuvent former ces récepteurs (Borges et
Dingledine, 1998). Les sous-unités GluR1 et GIuR2 sont celles dont I’abondance relative
au niveau du néocortex est la plus importante alors que les sous-unités GluR3 et GluR4
ne sont que faiblement exprimées (Monyer ef al., 1991; Craig et al., 1993; Geiger et al.,
1995). La majorité des récepteurs AMPA du systéme nerveux central contiennent la

sous-unité GluR2 (Wenthold et al., 1996; Greger et al., 2002).

Les propriétés fonctionnelles de ces récepteurs dépendent grandement des sous-
unités qui les composent. Par exemple, ’amplitude des courants post-synaptiques
excitateurs engendrés par les récepteurs AMPA est plus grande lorsque les récepteurs
sont formés de la sous-unit¢ GIluR1 plutét que de la sous-unité GluR2 (Gereau et
Swanson, 2008). Ainsi, la transmission synaptique est favorisée lorsque les récepteurs

AMPA contiennent la sous-unit¢ GluR1. D’autre part, la présence de la sous-unité
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GluR2 est particulierement déterminante pour établir les propriétés biophysiques de ces
récepteurs. En effet, le changement d’un résidu d’acide glutamique non chargé pour un
résidu arginine chargée positivement dans cette protéine rend les récepteurs formés de
cette sous-unité imperméable au calcium et insensible au blocage par des polyamines
intracellulaires (voir Figure 1.8). Ils montrent ainsi une relation courant voltage linéaire,
contrairement aux récepteurs formés des sous-unités GluR1, 3 et 4 qui montrent une
rectification interne de leur courant, ¢’est-a-dire que la conductance des récepteurs pour
les cations est supérieure a un potentiel négatif. Ainsi, ils rentrent plus facilement a
Iintérieur de la cellule par ces récepteurs a un potentiel négatif qu’ils n’en sortent a un
potentiel positif. Une diminution des récepteurs formés de la sous-unité¢ GluR2 diminue
I’entrée de courant calcique autre que ceux produits par les récepteurs NMDA et altére
non seulement la transmission synaptique, mais aussi la plasticit¢ de ces circuits

neuronaux en général (Thiagarajan et al., 2005).
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Figure 1.8  Impact de la composition des récepteurs AMPA
La présence de la sous-unit¢ GluR2 sur les récepteurs AMPA les rend
insensibles au blocage par des polyamines intracellulaires comme la
spermine et leur confére une relation courant-voltage linéaire (Pellegrini-
Giampietro, 2003).
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La quantité¢ de ces récepteurs a la synapse ainsi que les sous-unités qui les
composent sont régulés au cours du développement en fonction de I’activité synaptique
afférente (O'Brien et al., 1998; Turrigiano et Nelson, 1998). Au cours du développement
cortical normal, les récepteurs formés de la sous-unit¢ GluR1 sont d’abord les plus
abondants, puis sont remplacés progressivement par des récepteurs formés de la sous-
unité¢ GluR2 (Monyer et al., 1991; Wisden et Seeburg, 1993; Herrmann, 1996). Des
études in vitro ont démontré qu’une diminution chronique de I’activité d’un réseau
neuronal entraine une augmentation de I’activité synaptique dépendante des récepteurs
AMPA (Turrigiano et al., 1998; Desai et al., 2002; Gainey et al., 2009) alors qu’une
augmentation soutenue de I’activité provoquait I’effet inverse (Turrigiano et al., 1998).
En plus de modifier la quantité de récepteurs AMPA présents a la synapse, le niveau
d’activit¢ module la composition de ceux-ci. Par exemple, une augmentation de
I’activité diminue la quantité de récepteurs contenant la sous-unité GluR1 présent a la
synapse (Lissin et al., 1998) alors qu’une inhibition de la transmission synaptique
augmente la quantité (Ju et al., 2004) ainsi que la demi-vie, donc le temps de rétention a

la synapse, des récepteurs formés de la sous-unité GluR1 (O'Brien et al., 1998).

Les mémes effets ont été constatés dans des modeles animaux suivant la perte
d’activité visuelle. Par exemple, il a été observé que I’amplitude des courants
postsynaptiques excitateurs (EPSCs) causés par les récepteurs AMPA était augmenté
dans le cortex visuel de rats de quatre semaines €levés a I’obscurité depuis la naissance,
et que cette augmentation était corrélée avec une augmentation de la quantité¢ de
récepteurs formés uniquement de la sous-unit¢ GIluR1 a la synapse (Goel et al., 2006).
L’effet inverse, soit une augmentation de I’amplitude des EPSCs et une diminution de
’expression de GluR1 présents a la synapse, a été observé chez ces mémes animaux
dans les cortex auditif et somatosensoriel. Par contre, la littérature montre certains
résultats contradictoires. En effet, chez le chat élevé a ’obscurité depuis la naissance
jusqu’a 12 semaines, aucune modulation de I’expression de la sous-unité GluR1 n’a été
observée (Jaffer et al., 2012a). De plus, cette étude a démontré que I’énucléation

monoculaire chez le chat entraine une augmentation de 1I’expression de GluR1 dans les
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cortex visuels primaires contra et ipsilatéral aprés deux jours, mais que le niveau
d’expression est rétabli apres sept jours, suggérant un role de cette sous-unité dans
respectivement la dépression de I’ceil perdu et dans la potentiation de I’ceil subsistant

(Jaffer et al., 2012a).

La majorité des études sur la modulation de 1’expression de ces sous-unités lors de
la perte d’activité ont €té faites sur des cellules en culture (Turrigiano et Nelson, 1998;
Desai et al., 2002; Gainey et al., 2009) et celles visant a déterminer le role de ’activité
visuelle sur leur expression corticale in vivo ont ét¢ menées sur des périodes de temps
relativement courtes, habituellement depuis la naissance jusqu’aux environs de la
fermeture de la période critique de plasticité dans le cortex visuel (Goel et al., 2006;
Goel et al., 2011). Toutefois, une étude chez le chat énucléé monoculairement depuis la
naissance a démontré que I’expression des sous-unités GluR1 et GluR2 était modulée
dans le cortex visuel au cours du développement, mais qu’a I’age adulte, il n’y avait pas
de différence du niveau d’expression de ces protéines dans le cortex visuel entre les
chats ayant une vision normale et ceux privés de I’activité visuelle en provenant d’un

des deux yeux (Beston et al., 2010).

Pour cette étude, nous souhaitions évaluer I’effet d’une absence totale d’activité
rétinienne depuis la naissance et jusqu’a un dge largement dépassé la fin de la période
critique de plasticité sur la quantité des sous-unités GIuR1 et GluR2 formant les
récepteurs AMPA dans les différents cortex sensoriels primaires de la souris. Plus
spécitfiquement, nous voulions vérifier si I’expression de ces protéines dans les différents
cortex serait modulée par I’absence totale et prolongée d’activité visuelle, tel qu’observé
par Goel chez les rats élevés a I’obscurité pendant une période relativement courte (Goel
et al., 2006), ou si le niveau d’expression de ces sous-unités serait, a long terme, peu
modulé par I’absence d’activité visuelle, comme le suggérent les résultats obtenus chez
le chat adulte énucléé¢ monoculairement depuis la naissance (Beston et al., 2010). De
plus, nous souhaitions vérifier s’il y avait une différence de I’expression de ces sous-
unités découlant de la prise en charge intermodale du cortex visuel chez la souris

anophtalme. L’objectif de nos travaux était donc de vérifier si I’absence d’activité
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visuelle entrainerait une modification de la composition des récepteurs AMPA de
maniere a faciliter la transmission synaptique dans le cortex visuel primaire et a la
diminuer dans les autres cortex sensoriels, soit en augmentant dans le cortex visuel et en
diminuant dans les autres cortex, I’expression relative de la sous-unité GluR1 par rapport
a la sous-unité GIluR2. Le cas échéant, nous voulions évaluer si la modulation de
’expression relative de ces protéines serait moins importante, voir nulle, chez les souris
anophtalmes étant donné I’activation hétéromodale possible du cortex visuel chez ces

souris.

Rapport- gratuit.com @

1.5.2 Récepteurs NMDA

Les récepteurs NMDA sont perméables aux cations monovalents ainsi qu’au
calcium. Ils sont responsables des courants excitateurs postsynaptiques plus lents (~190-
380 ms) (Monyer ef al., 1992). Ce sont des hétérotétrameres formés de deux sous-unités
obligatoires NR1 et de deux sous-unités NR2A-D ou NR3A-B (Monyer ef al., 1992;
Furukawa er al., 2005). Parmi ces dernicres, les sous-unités NR2A et NR2B sont celles
dont I’expression est la plus importante au niveau du cortex cérébral (Monyer et al.,
1994). La majorité d’entre eux sont assemblés sous forme de di-hétéromeres (NR1-
NR2A ou NR1-NR2B), mais environ le tiers serait sous forme tri-hétéromérique (NR1-

NR2A-NR2B) (Al-Hallaq et al., 2007).

Les caractéristiques biophysiques des récepteurs NMDA comme leur conductance,
leur probabilit¢ d’ouverture et leur temps de désactivation dépendent de leur
composition en sous-unités NR2 (Monyer et al., 1992; Nakanishi et al., 1994; Flint et
al., 1997; Cull-Candy et Leszkiewicz, 2004). Par exemple, dans les récepteurs qui
contiennent la sous-unité¢ NR2A, la cinétique des courants postsynaptiques excitateurs
(PPSE) est plus rapide (Flint et al., 1997). Ainsi, la durée des NMDA-PPSE est
diminuée lorsque les récepteurs contiennent cette sous-unité¢ (Carmignoto et Vicini,
1992). Ainsi, la transmission synaptique est favorisée lorsque les récepteurs NMDA sont
formés de la sous-unité NR2B plutot que la sous-unité NR2A puisque la cinétique plus

lente des récepteurs formés de la sous-unité NR2B augmente la probabilité qu’il y ait
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une sommation temporelle des PPSE pouvant mener au déclenchement d’un potentiel

d’action au niveau post-synaptique (Gereau et Swanson, 2008).

Tout comme pour les récepteurs AMPA, il est déja bien €tabli que la quantité, la
localisation (Rao et Craig, 1997; Yashiro et al., 2005) ainsi que la composition des sous-
unités composants les récepteurs NMDA sont modulés au cours du développement en
fonction du niveau d’activité neuronale (Bellone et Nicoll, 2007). Par exemple, les
récepteurs formés de la sous-unit¢ NR2B sont prédominants dans le cortex immature,
mais I’expression de la sous-unité NR2A augmente progressivement au cours du
développement (Sheng et al., 1994; Flint et al., 1997; Stocca et Vicini, 1998; Quinlan et
al., 1999) en fonction de I’expérience sensorielle, ce qui entraine une augmentation du
rapport NR2A/NR2B jusqu’a la fermeture de la période critique de plasticité¢ (Nase et
al., 1999; Quinlan et al., 1999). Cette augmentation développementale du rapport
NR2A/NR2B a été constatée dans d’autres régions du cerveau (Lu et al., 2001; Nordeen
et Nordeen, 2004; Mao et al., 2006) et chez plusieurs espéces animales, dont certaines -

phylogénétiquement tres éloignées (Laurie ef al., 1997).

L’implication de ces récepteurs dans la plasticité synaptique a ét¢ démontrée
depuis longtemps (Collingridge et al., 1983) et abondamment étudiée au niveau de
I’hippocampe ainsi que dans tous les cortex sensoriels (Lincoln et al., 1988; Bear ef al.,
1990; Schlaggar et al., 1993; Feldman et al., 1996), principalement dans les mécanismes
de PLT et:de DLT (Yashiro et Philpot, 2008). Des études ont démontré leur implication
dans les mécanismes de plasticité homeostatique, (Perez-Otano et Ehlers, 2005) dont la
métaplasticité (Abraham et Bear, 1996). Par ailleurs, des études ont établi un lien entre
la modulation développementale de la composition en sous-unité des récepteurs NMDA
et la synaptogénese (Tovar et Westbrook, 1999), la diminution de la plasticité
synaptique (Sheng et al., 1994) et la maturation de la sélectivité a |’orientation des

neurones du cortex visuel (Fagiolini et al., 2003).

Les études in vivo ont démontré que le blocage des récepteurs NMDA empéchait

les modifications de la dominance oculaire induite lors de la perte de vision monoculaire
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(Kleinschmidt et al., 1987; Bear et al., 1990; Roberts et al., 1998; Daw et al., 1999) et
retardait la maturation de la sélectivité a I’orientation des neurones du cortex visuel
primaire (Ramoa et al., 2001), ce qui suggere que I’activation des récepteurs NMDA est
nécessaire a |’établissement des circuits neuronaux dans le cortex visuel primaire. De
plus, I’élevage a [D’obscurité retarde [’augmentation du rapport NR2A/NR2B
(Figure 1.9) (Nase et al., 1999; Quinlan et al., 1999; Chen et al., 2000). Cette
augmentation se produit en deux phases, d’abord une augmentation de ’expression de

NR2B suivi d’une diminution de I’expression de NR2A (Chen et Bear, 2007).

L’expression de ces sous-unités est aussi affectée différemment selon 1’age auquel
survient la perte de vision. Le rapport NR2A/NR2B est diminu€ dans le cortex visuel des
souris élevées a I’obscurité de la deuxiéme journée suivant la naissance jusqu’aux
environs de la fermeture de la période critique de plasticité, soit entre 21 et 27 jours.
Cependant, seule la composition des récepteurs situés dans les régions périsynaptiques
et/ou extrasynaptiques semble modifiée chez des souris dgées de plus de 74 jours mises
a I’obscurité pour une période de dix jours (Yashiro et al., 2005), ce qui indique que
différents mécanismes neuroplastiques peuvent influencer la modulation de I’expression

de ces protéines selon 1’age et la durée de la perte d’afférences visuelles.
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Figure 1.9  Modification développementale du rapport NR2A/NR2B
Augmentation du rapport NR2A/NR2B au cours du développement dans
le cortex visuel de rats €levés dans des conditions d’éclairage normal
(LR) et diminution de ce rapport chez les rats élevés a 1’obscurité (DR)
(Quinlan et al., 1999).
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Bien que plusieurs études aient démontré une diminution du rapport NR2A/NR2B
durant la période critique dans le cortex visuel d’animaux privés d’activité¢ visuelle
(Nase et al., 1999; Quinlan et al., 1999; Chen et al., 2000; Chen et Bear, 2007), il existe
peu d’études sur la modulation de I’expression des sous-unités NR2A et NR2B dans le
cortex visuel lors de ’absence prolongée d’activité visuelle. Parmi celles-ci, une étude
chez les chats de 5 semaines €levés a I’obscurité a démontré que 1’expression de la sous-
unité NR2A est diminu€e comparativement aux chats élevés dans des conditions
normales, mais que son expression était augmentée chez les chats de 20 semaines
élevées a I’obscurité (Chen et al., 2000), suggérant que I’absence d’activité visuelle
n’empécherait pas l’augmentation du rapport NR2A/NR2B, mais plutdt, qu’elle la
retarderait. Une étude chez les souris élevées a 1’obscurité depuis le troisiéme jour

postnatal pendant une période de sept semaines a aussi démontré une diminution du ratio

NR2A/NR2B (Chen et Bear, 2007).

Il a donc été proposé que 1’augmentation du rapport NR2A/NR2B ¢tait retardée
chez la souris tant qu’il n’y avait pas d’activité visuelle. Notre étude vise donc &
confirmer cette hypothése en vérifiant ’expression de chacune de ces sous-unités chez
des souris complétement privées d’activité provenant de la rétine depuis la naissance
jusqu’a un age bien au-dela de la fermeture de la période critique de plasticité du cortex
visuel. De plus, aucune étude jusqu’a maintenant n’avait permis de vérifier si
I’expression des sous-unités NR2A et NR2B est modifiée dans les autres cortex
sensoriels lorsque ’activité visuelle est absente pendant le développement, ni si la prise
en charge intermodale du cortex visuel par les modalités sensorielles subsistantes avait

un impact sur I’expression de ces sous-unités.
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1.6 Autres protéines synaptiques

En plus de modifier I’expression des sous-unités des récepteurs synaptiques,
Pactivité visuelle influence aussi 1’expression de plusieurs protéines qui interagissent
directement avec ceux-ci ou qui sont impliquées dans différents mécanismes cellulaires
de régulation de I’expression et de circulation de ces récepteurs a la synapse (Neve et
Bear, 1989; Lodovichi et al., 2000, Sans et al., 2000; Cajigas et al., 2010). La
modulation du protéome synaptique suite a la perte d’afférences visuelles se fait tant au
niveau pré- que postsynaptique et donc I’expression des principales protéines de part et
d’autre de la synapse est changée (Ehlers, 2003; Mainardi er al., 2010a). Pour notre
étude, nous nous sommes spécifiquement intéressés a deux protéines particulierement

abondantes a la synapse, soit la synaptophysine et PSD95.

1.6.1 Synaptophysine

Le protéome présynaptique est composé de plus d’une centaine de protéines
(Bayes et Grant, 2009) dont la synapsine et la synaptophysine, qui sont les deux
protéines les plus couramment employées pour marquer les terminaisons présynaptiques
(Micheva et al., 2010). La synaptophysine est la protéine membranaire la plus abondante
sur les vésicules synaptiques (Takamori ef al., 2006) et se retrouve principalement aux

synapses glutamatergiques (Gronborg et al., 2010; Micheva ef al., 2010).

La synaptophysine est une glycoprotéine associ€¢e a la membrane des vésicules
présynaptiques (figure 1.10) qui appartient a la famille des synapsines (Wiedenmann et
Franke, 1985; Thiel, 1993). Bien qu’elle soit connue depuis longtemps comme la
principale protéine associée aux vésicules synaptiques (Jahn ef al., 1985), son rdle précis
demeure obscur (Valtorta et al., 2004) et ce n’est que récemment que des études ont
démontré son rdle dans la régulation de I’endocytose des vésicules synaptiques (Kwon et
Chapman, 2011). Par contre, son ubiquité dans les neurones en fait un marqueur souvent
utilisé et depuis longtemps pour la quantification des synapses (Hoog ef al., 1988;

Leclerc et al., 1989; Mahata et al., 1992; Calhoun et al., 1996; Micheva et al., 2010). De
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plus, elle serait vraisemblablement impliquée dans certains mécanismes de plasticité
synaptique. En effet, certaines études démontrent qu’elle agit conjointement avec la
synaptogyrine pour favoriser la PLT et suggerent qu’elle modulerait la transmission
synaptique calcique et aurait ainsi un impact au niveau métaplastique (Janz et al., 1999).
Il a aussi été¢ suggéré qu’elle affecterait la reldche de neurotransmetteur, mais son
implication n’est pas clairement €tablie et est encore débattue (Alder et al., 1995;

Edelmann et al., 1995; McMahon et al., 1996).

Il existe peu d'études sur la modulation de I’expression de la synaptophysine lors
de la perte d’activité¢ visuelle. Une étude a toutefois démontré une diminution de
’expression de cette protéine dans le cortex visuel de chats 4gés de quatre semaines
apres une semaine d’élevage a I’obscurité¢ (Jaffer ef al., 2012a). Aucune théorie n’est
disponible présentement dans la littérature pour expliquer ce phénoméne. Bien que son
réle précis au niveau synaptique ne soit pas encore clairement établi et qu’elle puisse
agir et vraisemblablement étre modulée de différentes fagons, une hypothese
envisageable est que, puisque la quantité¢ de synaptophysine varie en fonction de la
quantité de synapses (Calhoun et al., 1996), cette diminution pourrait étre attribuable a
une diminution de la quantité de synapses dans le cortex visuel. Certains résultats dans la
littérature suggérent effectivement une modification de la quantité de synapses dans les
différents cortex sensoriels lors de la perte d’afférences visuelles. En effet, des études
ont démontré une diminution de la quantité¢ d’épines dendritiques, donc de synapses
potentielles, dans le cortex visuel de souris anophtalmes (Kaiserman-Abramof, 1979)
ainsi qu’une augmentation de la densité d’épines dans le cortex auditif de rats ayant subi

une énucléation binoculaire (Ryugo et al., 1975).

Cette étude est donc la premiere a s’intéresser a la modulation de ’expression de
cette protéine dans le cortex visuel ou dans les autres cortex sensoriels d’animaux privés
d’activité rétinienne depuis la naissance et durant une longue période. Les résultats
présentés dans la littérature jusqu’a présent semblent suggérer que la quantité de
synapses dans les différents cortex pourrait étre modifiée par la diminution de I’activité

provenant de la rétine et que, conséquemment, le niveau d’expression de la
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synaptophysine pourrait étre diminué dans le cortex visuel et augmenté dans les cortex

somatosensoriel et auditif des souris aveugles.

1.6.2 PSD9S

La protéine PSD-95 fait partie de la famille des guanylates kinases associées a la
membrane (MAGUK). C’est une protéine postsynaptique (Hunt et al., 1996)
d’échafaudage contenant 3 domaines PDZ, un domaine SH3 et un domaine guanylate
kinase (figure 1.10) lui permettant d’interagir d’agir avec divers partenaires protéiques
(Cho et al., 1992; Stathakis et al., 1997). Son ubiquité et son abondance au niveau de la
densité postsynaptique en font une protéine couramment utilis€ée comme marqueur pour
la quantification de synapse (Hunt et al., 1996; Chakrabarti et al., 2007; Latefi et al.,
2009; Calkins et al., 2011).

La protéine PSD95 lie indirectement les récepteurs AMPA grace a son interaction
avec des protéines régulatrices des récepteurs AMPA transmembranaires (TARPs)
(Tomita et al., 2003; Tomita et al., 2005) et directement la portion C-terminale des
sous-unités NR2 des récepteurs NMDA (Kornau et al., 1995a). Elle stabilise les
récepteurs AMPA et NMDA & la membrane et est impliquée dans la maturation des
synapses excitatrices (El-Husseini er al., 2000; Keith et El-Husseini, 2008). De plus,
certaines €tudes suggérent que ’interaction entre cette protéine et les récepteurs AMPA
et NMDA .pourrait aussi influencer la distribution de ces récepteurs a la surface
(Townsend et al., 2003; Lin et al., 2004; Delint-Ramirez et al., 2010) et leur fonction (Li
et al., 2003; Lin et al., 2004; Schluter et al., 2006). Par exemple, la liaison entre PSD95
et les récepteurs NMDA augmenterait leur probabilité d’ouverture (Lin ef al., 2004) et
diminuerait leur vitesse de désensibilisation (Li et al., 2003). La diminution de
’expression de cette protéine entraine une réduction des transmissions Synaptiques
transitant par les récepteurs AMPA et augmente la durée des potentiels postsynaptiques
excitateurs engendrés par les récepteurs NMDA en diminuant la quantité¢ de récepteurs
formés de la sous-unité NR2A (Beique et al., 2006) . Au contraire, une surexpression de

cette protéine entraine une augmentation de |’activité des récepteurs glutamatergiques
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(El-Husseini et al., 2000) et de la transmission synaptique transitant par les récepteurs
AMPA (Beique et al., 2006; Schluter ef al., 2006). Finalement, les souris chez lesquelles
’expression de PSD95 est altérée, la maturation de la dominance oculaire des neurones
du cortex visuel s’effectue normalement, mais leur sélectivité a ’orientation demeure

immature (Fagiolini et al., 2003).

Chez les rongeurs, I’expression de PSD-95 au niveau synaptique est faible a la
naissance, augmente lentement dans les premiers jours postnataux et rapidement lors de
’ouverture des yeux (Sans et al., 2000; Yoshii et al., 2003; Jaffer et al., 2012a). La
ressemblance entre les niveaux d’expression de PSD95 et de la sous-unit¢ NR2A des
récepteurs NMDA au cours du développement ainsi que les résultats
d’immunoprécipitations suggerent que PSD-95 pourrait se lier préférentiellement a la
sous-unit¢ NR2A (Sans et al., 2000; Townsend et al., 2003), bien que d’autres études
suggerent qu’elle lie les sous-unités NR2A et NR2B avec une affinité comparable (Al-
Hallaq et al., 2007). Aussi, il a été observé que I’activité visuelle augmentait le niveau
d’expression de PSD95 dans le cortex visuel de jeunes rats, mais pas chez les rats
adultes, ce qui suggere que la stabilisation de cette protéine a la synapse pourrait étre
importante pour la plasticité développementale dépendante de 1’expérience sensorielle

(Cotrufo et al., 2003).

Ainsi, I’expression de PSD95 est modifiée au cours du développement cortical en
fonction de I’expérience sensorielle. La modification de I’expression de PSD95 pourrait
résulter d’un changement de la quantité¢ des protéines avec lesquelles PSD95 interagit
normalement, dont principalement la sous-unité NR2A des récepteurs NMDA, ou d’un
changement de la quantit¢ de synapses. En mesurant simultanément ’expression de
PSD95 avec la synaptophysine, on peut distinguer si la modulation observée résulte d’un
changement de la quantité de synapses, ce qui se traduirait par une augmentation ou une
diminution corrélée de [’expression de ces deux protéines. Cette étude est la premicre a
s’intéresser a la modulation de I’expression de PSD95 dans les différents cortex
sensoriels d’animaux adultes aveugles depuis la naissance et a mesurer simultanément

’expression de PSD95 et d’un autre marqueur synaptique en plus de I’expression des
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principales sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA. En accord avec les résultats
attendus concernant I’expression de la sous-unité NR2A des récepteurs NMDA ainsi que
les résultats attendus pour la synaptophysine, il semble probable que I’expression de
PSD95 soit diminuée dans le cortex visuel et augmenté dans les autres cortex sensoriels

de souris adultes aveugles depuis la naissance.

Figure 1.10 Localisation synaptique des protéines synaptophysine et PSD95
Localisation synaptique des protéines synaptophysine et PSD95. La
synaptophysine (rouge carmin) est localisée au niveau présynaptique sur
la membrane des vésicules synaptiques. La protéine PSD95 (bleu) est une
protéine d’échafaudage abondante au niveau post-synaptique. Elle peut
interagir avec plusieurs partenaires protéiques grace a ses trois domaines
PDZ, son domaine SH3 et son domaine guanylate kinase (voir encadré).
Elle lie directement les récepteurs NMDA et indirectement, par son
interaction avec des TARPs comme la stargazine, les récepteurs AMPA.
Modifié de Keith et El-Husseini (2008).
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1.7  Objectifs spécifiques et hypotheéses

L’étude de la modulation a long terme des sous-unités GIuR1 et GluR2 des
récepteurs AMPA, des sous-unités NR2A et NR2B des récepteurs NMDA ainsi que les
protéines pré- et postsynaptiques synaptophysine et PSD-95, dans les différents cortex
sensoriels primaires suite a une perte précoce de vision est 1’objet principal de ce
mémoire. Certaines études ont montré des modifications biochimiques des récepteurs
glutamatergiques et d’autres protéines synaptiques, principalement dans le cortex visuel,
suite a la perte de "activité visuelle a certains stades développementaux (Philpot et al.,
2001; Yashiro et al., 2005; Goel et al., 2006; Gao et al., 2010b; Jaffer et al., 2012b),
mais aucune n’a, jusqu’a présent, étudié simultanément la modulation de l'expression
des sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA dans trois différents cortex sensoriels
chez des animaux adultes aveugles depuis la naissance. De plus, toutes les études
menées jusqu’a présent ont utilisé des paradigmes de privation visuelle partielle comme
I’énucléation monoculaire, ou alors des paradigmes de privation visuelle totale, mais
avec des modeles animaux chez lesquels de I’activité rétinienne, quoiqu’altérée, était
toujours présente comme 1’élevage a I’obscurité. Ainsi, bien que ces recherches aient
démontré différentes modifications qui surviennent dans un délai plus ou moins long
suivant une privation visuelle, les conséquences neurobiochimiques de la perte totale,
irréversible et prolongée d’activité provenant de la rétine sur la biochimie corticale chez
’adulte sont totalement inconnues. Aussi, nos modeles animaux nous permettent
d’étudier spécifiquement les conséquences intermodales de la privation visuelle. Ainsi,

notre étude se distingue de toutes les études présentées jusqu’a ce jour.

Nous avons vu qu’il existe deux types de mécanismes susceptibles d’entrainer des
modifications de I’expression des récepteurs glutamatergiques et des protéines
synaptiques, soit les mécanismes Hebbiens, qui interviennent rapidement au niveau des
~ synapses individuelles et qui sont particuliérement importants pour la stabilisation des
connexions dans les cortex durant la période critique, et les mécanismes homéostatiques
qui surviennent lors d’une modification prolongée de I’activité synaptique et qui

permettent de rétablir I’activité globale du réseau neuronal a un certain niveau. Les
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mécanismes homeéostatiques de plasticité devraient donc étre particuliérement
importants lors d’une perte totale et prolongée d’activité visuelle comme celle induite
par I’énucléation bilatérale et chez les souris anophtalmes. D’une maniére générale, on
s’attend donc a ce que I’absence d’activité visuelle chez les souris adultes aveugles
depuis la naissance diminue le niveau d’activité dans le cortex visuel primaire et que les
mécanismes de plasticité homéostatique entrainent alors une modification de
’expression des sous-unités des récepteurs glutamatergiques favorisant la transmission
synaptique. Au contraire, puisque les animaux aveugles doivent utiliser davantage leur
sens subsistant pour compenser la perte de vision, on s’attend a ce que 1’augmentation de
I’activité sensorielle dans les cortex auditif et somatosensoriel entraine une modulation
de I’expression des sous-unités des récepteurs glutamatergiques en favorisant

I’expression de celles qui diminuent I’efficacité de la transmission synaptique.

Ainsi, les mécanismes de plasticit¢é homéostatiques devraient entrainer une
augmentation de la quantité de récepteurs AMPA formés de la sous-unité GluR1 dans le
cortex visuel primaire des souris énucléées, ce qui se traduirait par une augmentation de
’expression de la sous-unit¢ GIuR1 et/ou une diminution de I’expression de la sous-
unité GluR2. Cette modulation pourrait aussi étre moins importante dans le cortex visuel
primaire des souris anophtalmes étant donné la prise en charge de ce cortex par les
modalités sensorielles subsistantes, qui rétablirait au moins en partie le niveau d’activité.
Par ailleurs, on pourrait s’attendre a une modulation inverse dans les cortex sensoriels
des modalités intactes puisqu’ils sont plus sollicités. On s’attend donc a une diminution
de I’expression de la sous-unité GluR1 et/ou une augmentation de I’expression de la
sous-unité¢ GluR2 dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires des souris

aveugles. Cette hypothese serait cohérente avec les résultats obtenus suite a une bréve

10 | MONDIAL [

période de privation visuelle chez le rat (Goel ef al., 2006). Rapport-gratuitcom @

Il est déja bien établi que la composition en sous-unités NR2A et NR2B des
récepteurs NMDA est modulée de sorte qu’elle passe d’une forte prédominance de la
sous-unité NR2B au stade néonatal & une prédominance de la sous-unité NR2A a I’4ge

adulte (Sheng et al., 1994; Flint et al., 1997; Quinlan ef al., 1999). Ce renversement
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développemental est dépendant de I’expérience sensorielle ou plus spécifiquement de
’activité neuronale (Sheng et al., 1994; Bellone et Nicoll, 2007; Sanz-Clemente et al.,
2012). Si D’expérience sensorielle est nécessaire a 1’augmentation du rapport
NR2A/NR2B, on pourrait s’attendre a ce que le renversement du rapport NR2A/NR2B
dans le cortex visuel primaire, coincidant normalement avec la fermeture de la période
critique de plasticité (Berardi ef al., 2003), ne se produise pas tant qu’aucune activité
visuelle ne parvient au cortex. On retrouverait alors une expression plus importante de la
sous-unité NR2B et moins importante de la sous-unité NR2A dans le cortex visuel des
souris aveugles par rapport a I’expression mesurée dans le cortex visuel des souris
voyantes. Par ailleurs, si [’augmentation de ce rapport dépend de [’expérience
sensorielle, le recrutement du cortex visuel primaire pour le traitement d’informations
non visuelles pourrait permettre un renversement développemental normal du rapport
NR2A/NR2B chez les souris anophtalmes. Au niveau des cortex auditif et
somatosensoriel, nous nous attendions a ce que 1’augmentation développementale du
ratio NR2A/NR2B s’effectue normalement puisque [I’activité auditive et
somatosensorielle sont toujours présentes et qu’une augmentation de ce ratio,
conséquente aux mécanismes homéostatiques de plasticité, puisse €tre détectée a 1’age
adulte étant donnée [’utilisation accrue des modalités sensorielles auditive et

somatosensorielle chez les souris aveugles.

Puisqu'il n’existe que trés peu d’étude sur la modulation de I’expression de la
synaptophysine dans les différents cortex sensoriels d’animaux privés d’activité
sensorielle et aucune sur des animaux privés d'activité visuelle durant une longue
périade, il est difficile de formuler une hypothese a ce sujet. Toutefois, les €tudes sur la
quantité et la densité d’épines dendritiques dans les cortex visuel (Kaiserman-Abramof,
1979) et auditif (Ryugo et al., 1975) d’animaux privés visuellement ainsi que 1’étude
démontrant une diminution de I’expression de la synaptophysine dans le cortex visuel de
chats élevés a I’obscurité durant une courte période suggeérent que son expression
pourrait étre diminuée dans le cortex visuel de souris aveugles et augmentée dans les

cortex auditif et somatosensoriel de ces souris.
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Finalement, étant donné sa liaison préférentielle avec la sous-unité NR2A des
récepteurs NMDA, on peut s’attendre a ce que la modulation de la protéine PSD-95 soit
similaire a celle attendue pour NR2A, c’est-a-dire une diminution de I’expression de
celle-ci dans le cortex visuel primaire des souris €nucléées, une modulation inverse dans
les cortex sensoriels associés aux modalités sensorielles subsistantes et des changements
moins importants, voire aucune modification, chez les souris anophtalmes. Cette
diminution de I’expression de PSD-95 dans le cortex visuel de souris aveugles serait
conséquente avec les résultats obtenus suite a une période d’élevage a 1’obscurité de rats
adultes (Cotrufo et al., 2003). Par ailleurs, puisque PSD95 peut aussi servir de marqueur
synaptique, la modulation attendue de I’expression de cette protéine pourrait étre
similaire a celle attendue pour la synaptophysine. En effet, si la quantité¢ de synapses
dans I’un des cortex était modifiée, on devrait s’attendre a une augmentation ou une

diminution corrélée de I’expression de ces deux protéines.

Le tableau 1.1 ci-dessous résume les hypothéses de recherche présentées dans cette
section. Il est a noter qu’afin d’alléger le tableau, les hypothéses ont été indiquées dans
le tableau en terme de rapport d’expression pour les sous-unités des récepteurs AMPA et
NMDA, et que les hypothéses concernant les souris anophtalmes n’ont pas été
mentionnées spécifiquement puisqu’on s’attendait a observer, chez ces souris, soit une
modulation de I’expression de ces protéines semblable mais moins prononcée que celle

attendue chez les souris énuclées, ou alors aucune modulation significative.
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Résumé des hypotheses
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Protéine

Modulation attendue
chez aveugle

Principales
références

Ratio GluR1/GIuR2

Ratio NR2A/NR2B

Synaptophysine

PSD95

47 of
i f 2y

augmentation diminution diminution

diminution augmentation augmentation

diminution augmentation augmentation

diminution augmentation augmentation

Goel et al.
2006

Quinlan et
al.1999

Chen et Bear
2007

Abraham et
Bear 1996

Kaiserman-
Abramof
1970

Ryugo et
al.1975

Cotrufo et al.
2003




CHAPITRE I1

MATERIEL ET METHODES

2.1 Modéles animaux

Dans toute €tude in vivo, le choix du modéle animal est crucial. Le principe de
Krogh suggere qu’il existe un animal idéal chez lequel étudier toute problématique
(Krogh, 1929). Le chat et les primates ont longtemps été les especes de prédilection pour
I’étude du systeme visuel et du développement cortical. Le choix de ces modeles
animaux est justifié par les nombreuses ressemblances de leur systéme visuel avec celui
des humains. En effet, ces animaux ont un systeme visuel bien développé, de grands
yeux, une bonne acuité visuelle et leurs voies visuelles centrales partagent beaucoup de
caractéristiques communes avec celles de ’homme, notamment la présence de colonnes
sélectives a I’orientation et de dominance oculaire dans le cortex visuel (Hubel et
Wiesel, 1963; Hubel et Wiesel, 1969; Nassi et Callaway, 2009). De plus, a I’instar de
I’humain, les primates sont des animaux diurnes. Toutefois, ces modeles présentent aussi
certains désavantages comme leur colit élevé et la nécessité de disposer d’installations
particulieres adaptées. Aussi, ces espéces sont plus difficiles & manipuler, ont une
moindre fertilité et un développement plus lent que celui des rongeurs, ¢’est pourquoi
ces derniers, et particulierement la souris, sont de plus en plus utilisés. La disponibilité
de nombreuses souches consanguines stables de souris permet de disposer de groupes
expérimentaux génétiquement homogenes. De plus, I’excellente connaissance de son
génome et la facilité avec laquelle on peut le modifier ont fait en sorte qu’aujourd’hui,

plusieurs études in vivo utilisent ce modele animal.

Ces avantages pratiques et économiques ne justifient pas a eux seuls le choix de
cette espece comme modéle pour étudier le role de l’activité dans le développement
cortical. Pendant longtemps, peu d’études ont €té faites sur le systéme visuel de la

souris, car on ne la considérait pas comme un animal visuel, principalement a cause de
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son mode de vie nocturne et de sa faible acuité visuelle (Prusky et Douglas, 2004). Or,
on sait maintenant que le systéme visuel de la souris est beaucoup plus sophistiqué
qu’on le croyait initialement et que son cortex visuel posséde plusieurs caractéristiques
communes avec celui des humains ainsi que celui des singes et des chats (Antonini et
al., 1999; Niell et Stryker, 2008; Huberman et Niell, 2011) . En effet, en plus de
présenter une organisation laminaire en 6 couches typiques, les neurones composant le
cortex visuel primaire de la souris présentent plusieurs des caractéristiques
électrophysiologiques associées au traitement de I’information visuelle dont la
sélectivité a I’orientation, a la direction et a certaines fréquences spatiales (Drager, 1975;
Niell et Stryker, 2008; Gao et al., 2010a; Huberman et Niell, 2011). Ces données
montrent que le cortex visuel primaire de la souris exécute des opérations comparables a
celui des autres mammiféres comme le singe et le chat, mais simplement avec une
résolution spatiale moindre (Niell et Stryker, 2008). De plus, la similitude entre le
protéome postsynaptique de la souris et 1’humain (Bayes et al., 2012) ainsi que la facilité
avec laquelle on peut modifier le génome de la souris afin d’inhiber ou de surexprimer
une protéine dont I’expression serait modulée en font un modéle particulierement
intéressant pour la recherche des modifications moléculaires fondamentales dans les

différents cortex sensoriels lors de la perte de vision.

La souris semble donc un modéle approprié pour 1’étude du développement
cortical en absence de vision. Toutefois, le choix de la souche est crucial puisque leurs
capacités visuelles peuvent étre trés différentes (Balkema et Drager, 1991; Adams ef al.,
2002; Wong et Brown, 2006). Par exemple, plusieurs souches de souris albinos et
hypopigmentées couramment utilisées pour la recherche comme les souris de souche
AKR/J et les BALB/cJ ont une mauvaise vision (Balkema et Drager, 1991; Adams et al.,
2002) alors que d’autres souches comme la DBA/2J deviennent progressivement
aveugles a I’dge adulte (Chang et al., 1999; Li et al., 2001; Ambati et al., 2003;
Schuettauf ef al., 2004).

Pour ces travaux, deux souches différentes de souris ont été utilisées, soit les

souris C57BL/6J possédant un systeme visuel normalement développé et les souris
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anophtalmes congénitales ZRDCT/An, un modé¢le intéressant pour [’étude du
développement cortical en absence de rétine (Figure 2.1A et 2.1B). Occasionnellement,
les souris de la souche C57BL/6J naissent avec un phénotype anophtalmique (Chase,
1942; Pierro et Spiggle, 1967; Robinson et al., 1993; Smith et al., 1994) possiblement
issu d’une ancestralité commune avec la souche ZRDCT (Chase, 1944; Beck et al.,
2000). En plus de les utiliser comme contrdle voyant, nous avons aussi utilisé des souris
de la souche C57BL/6J dont nous avons retiré chirurgicalement les yeux au premier jour

suivant la naissance (P1) (Figure 2.1C).

La comparaison entre nos deux modé¢les de privation visuelle, I’anophtalmie
congénitale et I’énucléation a la naissance, permet d’étudier le réle de [’activité
provenant de la rétine embryonnaire sur le développement et la spécification des aires
corticales ainsi que les mécanismes de plasticité intermodale. La différence entre ces
deux types de cécité précoce repose essentiellement sur le fait que le cortex des souris
C57BL/6J regoit des vagues d’activité corrélée en provenance de la rétine durant la
période prénatale alors que ce n’est pas le cas chez la souris anophtalme puisque chez
cette souris, la rétine ne se développe jamais. Chez la souris, les fibres de la voie
rétinothalamique atteignent le corps genouillé vers le 14° jour embryonnaire (E14)
(Auladell et al., 2000; Del Rio ef al., 2000). Les fibres thalamocorticales arrivent ensuite
dans la sous plaque corticale des E15 (Del Rio ef al., 2000; Lopez-Bendito et Molnar,
2003) et interagissent avec les précurseurs des neurones qui formeront le cortex visuel.
Ces fibres atteignent finalement le cortex visuel au niveau de la couche IV environ a P2
(Clancy et al., 2001). Chez le rat, les vagues d’activité spontanée sont présentes des le
17° jour suivant la conception (Galli et Maffei, 1988), ce qui correspond environ & E15
chez la souris (Clancy ef al., 2001). Chez les souris énucléées, des vagues d’activité
corrélée en provenance de la rétine peuvent donc influencer le développement cortical
jusqu’au jour de la naissance alors que cette activité n’est pas présente chez les souris

anophtalmes congénitales de souche ZRDCT/An.
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A B C

Figure 2.1 = Modéles de souris utilisées.
Trois modeles de souris ont été utilisés. (A) La souris C57BL/6J, (B) la
souche de souris ZRDCT/An anophtalme et (C) la souris C57BL/6J

énucléée bilatéralement a la naissance.

2.1.1 Souris CS7BL/6J

La souche de souris C57BL a été créée en 1921 par le fondateur de la compagnie
The Jackson Laboratory et la sous-souche 6J est la plus communément utilisée en
laboratoire et I’une des mieux connues (Bryant, 2011). Son utilisation trés répandue, la
bonne connaissance de son phénotype, sa stabilité génétique bien établie grace aux
multiples générations de rétrocroisement et sa bonne capacité de reproduction ont fait en
sorte que c’est cette souche qui a été choisie par la communauté scientifique pour étre la
premiere dont le génome serait séquencé (Battey et al., 1999; Waterston et al., 2002). 11

s’agit d’une souris pigmentée ayant une vision normale (Wong et Brown, 2006).

2.1.2 Souris C57BL/6J énucléées a la naissance

Chez les souris énucléées, les globes oculaires sont retirés et le nerf optique est
sectionné dans les 24 heures suivant la naissance. Pour ce faire, les souriceaux sont
d’abord anesthésiés par hypothermie en les plongeant pendant une minute dans un bain
de glace, puis une incision est pratiquée au niveau de la fente palpébrale afin de révéler
le globe oculaire. On applique ensuite une 1égere pression de part et d’autre de I’ceil &
I’aide d’une paire de pinces recourbée jusqu’a ce que le globe oculaire soit expulsé de
’orbite, puis on ferme les pinces de mani¢re a saisir fermement le nerf optique et on

retire I’ceil. On remplit finalement la cavité avec un agent hémostatique résorbable fait
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de gélatine (Gelfoam, Upjohn) afin de prévenir I’hémorragie. L’énucléation bilatérale
néonatale entraine la régression des nerfs, du chiasma et des tractus optiques puis la
dégénérescence des voies visuelles rétiniennes. Ainsi, jusqu’a leur naissance, le
thalamus visuel de ces souris est innervé par les afférences rétinofuges et la maturation
des neuroblastes de la sous-plaque corticale est influencée par ’activité spontanée en
provenance de la rétine embryonnaire, mais les fibres provenant du corps genouillé
latéral du thalamus n’atteignent jamais la couche IV du cortex visuel primaire. Le
développement des voies visuelles est donc normal pendant la période embryonnaire,
mais aucune expérience visuelle ne vient influencer le développement cortical durant la

période postnatale.

2.1.3 Souris ZRDCT/An

Décrites pour la premiére fois au début des années quarante (Chase et Chase,
1941), les souris de la souche ZRDCT/An sont un modé¢le murin d’anophtalmie
congénitale. Chez ces souris, ni les yeux, ni le nerf optique ne se forment alors que les
paupieres, la conjonctive palpébrale, les tissus périoculaires et les glandes lacrymales de
la membrane nictitante demeurent intacts (Chase et Chase, 1941; Silver et Hughes,

1974).

La mutation responsable de ce phénotype est localisée au niveau d’un site
d’initiation alternatif du géne Rx situé sur le chromosome 18. Ce géne, qui contient deux
boites homéotiques, code pour I’homéoprotéine Rx/rax, un facteur de transcription
essentiel pour la formation des vésicules optiques. La mutation provoque une
substitution conservatrice du résidu méthionine en position 10 pour un résidu leucine
(M10L), ce qui a pour effet de diminuer 1’expression de la protéine Rx en empéchant
’expression de I’isoforme courte de celle-ci (Tucker et al., 2001). La réduction de
I’expression de cette protéine engendre des individus viables souffrant d’anophtalmie
congénitale alors que son absence compléte entraine, en plus, des déficiences majeures
du systéme nerveux central menant a la mort néonatale (Mathers et al., 1997). Les souris

de la souche ZRDCT/An sont homozygotes pour cette mutation, mais sa pénétrance est
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incompléte. Le coefficient de pénétrance est d’environ 90 %, les 10 % d’individus
restants étant généralement microphtalmes ou monophtalmes (Silver ef al., 1984). Chez
’humain, des mutations au niveau du géne Rx peuvent aussi causer 1’anophtalmie

(Voronina et al., 2004; Verma et Fitzpatrick, 2007; Lequeux et al., 2008).

La souris ZRDCT/An est un modele intéressant pour 1’étude du développement du
systtme nerveux en [’absence d’activité rétinienne depuis le développement
embryonnaire. Chez les souris anophtalmes, contrairement aux souris €nucléées a la
naissance, le noyau genouillé latéral ne regoit pas d’innervation rétinienne durant la
période embryonnaire. Conséquemment, son développement n’est pas influencé par
’activité spontanée précoce ou par des facteurs trophiques en provenance de la rétine.
De plus, comme mentionnée dans la section 1.4.3, une autre distinction importante entre
les souris €nucléées a la naissance et les souris anophtalmes est que le cortex visuel
primaire de ces dernieres est directement activé par des stimulations auditives (Piché er
al., 2004). Ainsi, la souche ZRDCT/An nous permet d’étudier plus spécifiquement les
mécanismes de plasticité intermodale suite a la perte de la vision.

Rapporf ymfwf.cam 9
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2.1.4 Conditions d’élevage

Pour cette étude, nous avons utilisé des souris adultes dgées entre 58 et 61 jours.
Les animaux ont été élevés dans un milieu enrichi, c¢’est-a-dire un milieu contenant
plusieurs accessoires (roue, tuyaux, litiere plus abondante) ou la nourriture était placée
dans la cage de maniére aléatoire et ou ils pouvaient interagir avec d’autres souris.
Plusieurs études ont démontré qu’un environnement enrichi favorise la plasticité
(Diamond, 2001; Mohammed et al., 2002; Mainardi et al., 2010b; Zhu et al., 2011;
Bengoetxea er al., 2012; Tognini et al., 2012; Fares et al., 2013). De plus, une étude
chez les souris ZRDCT/An a démontré que I’activation du cortex occipital par des
stimulations auditives était amplifiée chez les souris élevées dans un milieu enrichi

(Piché et al., 2004).
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Les animaux ont été¢ hébergés dans les installations de ’université et maintenus
dans un environnement calme avec un cycle de lumiere/obscurité de 14/10heures.
Toutes les procédures expérimentales ont €té approuvées par le Comité de bons soins
aux Animaux de ’'UQTR et ont été effectuées conformément aux directives du Conseil

canadien de protection des animaux.

2.2 Extraction des cortex

Pour I’extraction des différentes régions corticales, les souris ont d’abord été
profondément anesthésiées dans une cage a induction contenant de I’isoflurane (Baxter
corporation, Mississauga), puis décapitées. Les cerveaux ont été récoltés et déposés dans
une matrice en acrylique permettant de couper des tranches coronales de 1 mm (Alto,
World Precision Instrument, Sarasota, USA; Figure 2.2). Les différents cortex ont
ensuite €té localisés en comparant, sous la loupe binoculaire, la morphologie du cerveau
sur ces tranches aux images d’un atlas (Franklin et Paxinos, 2008), puis découpés a
’aide d’un scalpel. Toutes les manipulations ont €té effectuées sur la glace et dans un
tampon d’extraction (4 mM HEPES pH 7,4; 0,32M sucrose) contenant des inhibiteurs de
phosphatase (1 mM Na3;VO,, SmM NaF) et de protéase (Halt protease inhibitor cocktail,
Thermo Pierce). Les fragments de cortex ont finalement ét€ congelés a -80 °C jusqu’a
leur utilisation. L’ensemble de la procédure, de I’induction initiale de I’anesthésie a
I’extraction des cortex, a €té effectu¢ en moins de vingt minutes. La rapidité d’exécution
ainsi que [’utilisation d’inhibiteurs de protéases et de glace ont permis de limiter la

protéolyse.
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Figure 2.2  Matrice d’acrylique.
La face dorsale du cerveau est d’abord déposée sur la matrice, puis des
lames de rasoir sont placées a chaque extrémité pour s’assurer que le
cerveau reste bien immobile pendant qu’il est coupé. Le cerveau est
découpé en tranches en insérant une lame de rasoir dans les stries de la
matrice qui sont espacées de 1 mm, ce qui permet d’obtenir, de maniére
reproductible, des tranches coronales de 1 mm d’épaisseur.

En plus des cortex visuel, auditif et somatosensoriels primaires, le cortex frontal a
aussi été extrait pour servir de controle afin de nous assurer que la modulation de
I’expression des protéines étudiées était effectivement attribuable a la perte d’activité
visuelle et non a une réponse générale au stress ou une différence générale de

I’expression des protéines étudiées entre les différentes souches de souris.

2.3 Extraction des protéines

Pour I’analyse par immunobuvardage de type Western, les protéines provenant des
cortex ont d’abord été extraites des tissus corticaux par trituration dans un tampon de
lyse (Tris-HCl 20mM pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100) contenant des
inhibiteurs de phosphatases, (I mM Na3;VOy4, SmM NaF) et de protéases (Halt protease
inhibitor cocktail, Thermo Pierce). Cet homogénat a ensuite ét€¢ soniqué deux fois
pendant une minute, puis centrifugé 10 minutes & 1000 x g & 4°C. Le surnageant

postnucléaire (PNS) ainsi obtenu est débarrassé des noyaux et des tissus conjonctif et
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vasculaire. La concentration protéique de cette fraction biochimique a ensuite €té
évaluée par une méthode de dosage colorimétrique a I’acide bicinchonique (BCA protein
assay kit, Thermo Scientific Pierce) en utilisant I’albumine sérique bovine comme
protéine étalon. Une quantité fixe de protéines a finalement éte préparée dans un tampon
Laemmli 4X (Tris-HCl 62,5 mM, 25 % glycérol, 2% SDS, 0,IM DTT, bleu de
bromophénol). Les protéines ont finalement été plongées dans un bain d’eau bouillante
pendant 5 minutes pour s’assurer d’une dénaturation compléte, puis chargées sur un gel

pour étre séparées par migration €lectrophorétique.

2.4 Immunobuvardage de type Western

Les protéines contenues dans la fraction PNS ont été résolues en fonction de leur
poids moléculaire par électrophorése en condition dénaturante sur un gel de
polyacrylamide 8 % (SDS-PAGE), puis transférées sur une membrane de polyfluorure
de vinidyléene (PVDF) par buvardage électrophorétique en appliquant un voltage
constant de 60V pendant 2 heures. Les membranes ont par la suite ét€ incubées a 4°C
pendant 2 heures dans une solution de blocage (PBS 0,01M, 0,05 % Tween-20)
contenant 5 % de sérum d’4ne (NDS) ou d’albumine sérique bovine (BSA) selon
I’anticorps utilisé, puis les protéines ont été détectées par immunodétection indirecte. La
révélation a été faite par chimiluminescence avec un anticorps secondaire lié & une

molécule de peroxydase de raifort (HRP).

Les anticorps primaires et secondaires ont €té¢ préparés dans une solution de
blocage des sites non-spécifiques (PBS 0,01M, 0,05 % Tween-20) contenant 1 % de
NDS ou de BSA selon I’anticorps et les concentrations ont été optimisées pour chacun
de ceux-cl
(Tableau 2.1). Les anticorps ont été soigneusement choisis pour éviter la détection
croisée des protéines homologues de poids moléculaire semblable (GluR1 et GIuR2 ainsi
que NR2A et NR2B). D’abord, les séquences des protéines ont €t€ comparées (Basic
Local Alignement Sequence Tool, NCBI) afin de choisir des anticorps dirigés contre des

épitopes suffisamment distincts. De plus, les anticorps choisis provenaient d’especes
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différentes et les anticorps secondaires utilisés ont aussi €té testés afin de s’assurer qu’ils

ne réagissent pas avec des anticorps provenant d’une autre espece.

Pour assurer une meilleure reproductibilité et une plus grande précision, plusieurs
précautions ont été prises. D’abord, bien que la quantit¢ de protéines dans chaque
échantillon ait été dosée afin de charger une quantité constante 4 ug de protéine dans
chacun des puits, les valeurs ont €t€¢ normalisées en utilisant la protéine a-tubuline
comme standard interne (Ma e/ al., 2012) afin de limiter la variabilité attribuable a un
chargement inégal de protéines. Aussi, toutes les expériences ont €té répétées cing
(n=15) fois, c’est-a-dire que les cortex de cinq animaux différents pour chacune des
conditions (souris contrdles, énucléées et anophtalmes) ont été utilis€s, excepté pour la
synaptophysine qui a €té répétée quatre fois (N =4). De plus, puisque certaines études
ont démontré que la position de I’échantillon dans le gel peut influencer de maniere
importante le résultat obtenu lors de I’analyse semi-quantitative par immunobuvardage
Western (Aldridge et al., 2008), chacun de ces répliquas a €té refait trois a neuf fois
selon le cas dans les mémes conditions en faisant varier aléatoirement la position de
chargement des échantillons de protéines sur le gel. Finalement, en plus d’étre mesurée
dans les différents cortex sensoriels, I’expression de ces protéines a aussi été¢ mesurée
dans le cortex frontal a titre de contrdle interne. En effet, le cortex frontal est
principalement impliqué dans les tdches motrices et de cognition (Watson C. ef al.,
2011) et ne devrait donc pas étre affecté par la perte de vision. Ainsi, nous avons mesuré
I’expression des protéines dans ce cortex afin de s’assurer que les différences observées
ne sont pas occasionnées par d’autres facteurs comme le stress ou la souche de souris
utilisée. Le cortex frontal est souvent utilisé comme contrdle pour ce type d’expérience

(Yashiro et al., 2005; Jo et al., 2006; Chen et Bear, 2007).

Afin de pouvoir détecter toutes les protéines sur une méme membrane et de
diminuer la variabilité entre les reproductions d’une méme expérience attribuable, par
exemple, a un transfert inégal des protéines du gel sur la membrane de PVDF, une
technique consistant a inhiber irréversiblement le signal de la HRP couplée a I’anticorps

secondaire grace au peroxyde a €té utilisée (Sennepin ef al., 2009). Cette technique offre
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plusieurs avantages par rapport a la technique communément employée, le stripage, qui
consiste a enlever les anticorps liés sur la membrane grace a une solution contenant
différents détergents. En plus d’étre plus rapide et moins coiiteuse, la technique que nous
avons employée nous assure qu’aucune protéine n’est décrochée de la membrane, ce qui
est préférable lorsque 1’on veut établir des rapports entre I’expression relative de deux
protéines comme le rapport NR2A/NR2B. La technique consiste a incuber les
membranes dans une solution de peroxyde 30 % & 37°C pendant 30 minutes (Sennepin
et al., 2009). Les membranes sont ensuite rincées dans une solution de PBS. Elles sont

alors prétes a étre réutilisées pour une autre révélation.

Des vérifications ont été faites pour s’assurer qu’il ne demeurait aucun signal de
chimiluminescence résiduel sur la membrane suite a I’incubation avec le peroxyde et
que cette technique ne diminuait pas D’intensit¢ du signal pour les révélations
subséquentes. Notez qu’il est primordial, lorsque I’on utilise cette technique, que
I’anticorps secondaire utilisé pour la seconde révélation ne soit pas dirigé contre 1’une
des especes chez lesquelles ont été produits les anticorps primaires et secondaires de la

premiere révélation afin d’éviter de générer un signal non spécifique.

Tableau 2.1
Caractéristiques des anticorps utilisés

Protéine Poids Fournisseur No. Espéce  Dilution
moléculaire Produit hote
(kDa)
GluR1 106 Santa Cruz SC-13152  Souris 1/500
GluR2 100 Santa Cruz  SC-7610  Cheévre 1/500
NR2A 170 Millipore  05-901R  Lapin 1/2500
NR2B 178 Santa Cruz  SC-1469 Chevre 1/1000
Synaptophysine 38 Abcam Ab14692 Lapin  1/25000
PSD-95 80 Abcam  Abl18258 Lapin 1/1000

a-tubuline 50 Abcam Ab7291 Souris 1/20000
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2.5 Analyse

La révélation a été faite par chimiluminescence en appliquant d’abord sur les
membranes une solution de luminol et de peroxyde (SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity = Substrate, Thermo Scientific). Les bandes chemiluminescentes
correspondantes aux protéines d’intérét ont ensuite été photographiées dans une chambre
noire (Epichemi® darkroom, UVP Bioimaging system) équipée d’une caméra munie d’un
dispositif a transfert de charge (CCD camera, Hamamatsu). Une analyse semi-
quantitative de la densité optique des bandes révélées sur les images a ensuite été
effectuée a I’aide du logiciel Image J (Image J, NIH). Les résultats ont ét€¢ normalisés en
divisant la valeur de densité optique obtenue pour chacune des protéines par la valeur de
densité optique obtenue pour I’alpha-tubuline dans le méme puits. Finalement, pour
I’analyse statistique des résultats, les résultats obtenus pour chacun des trois groupes ont
ét¢ compar€s ensemble, en un seul bloc, par un test statistique non paramétrique
(Kruskal-Wallis) & I’aide du logiciel SPSS (SPSS Inc., Chicago IL). Etant donné le
faible effectif dont nous disposions et puisque I’évaluation de I’expression de certaines
protéines dans des modeles animaux en utilisant I’immunobuvardage de type Western
entraine une certaine variabilité, d’autant plus lorsque ce sont des protéines dont
I’abondance relative est faible comme les sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA,
nous avons préféré €tre conservateur dans I’analyse statistique de nos résultats. Ainsi,
pour notre analyse, nous avons considéré une différence comme étant significative en

utilisant un seuil de signification a de 0,01.



CHAPITRE III

RESULTATS

Des analyses par immunobuvardage de type Western ont été réalisées afin

d’évaluer I’expression relative deq différentes|sous-unités GluR1, GluR2, NR2A et

NR2B des récepteurs AMPA et NMDA ainsi que celle des protéines pré et
postsynaptiques synaptophysine et PSD-95 dans les cortex visuel, auditif et
somatosensoriel primaires ainsi que dans le cortex frontal de souris aveugles énuclées a
la naissance et anophtalmes congénitales par rapport a des souris voyantes. Les résultats
sont exprimés en fonction du résultat obtenu chez les souris voyantes ayant servi de
contrdle. La quantité de protéine a charger a été déterminée de maniére a s’assurer d’étre
dans la zone de réponse linéaire de [I’appareil d’acquisition du signal de
chimiluminescence. Pour ce faire, nous avons fait une courbe représentant la valeur de
densité optique obtenue lors de I’analyse densitométrique en fonction de la quantité de
protéine chargée pour chacun des anticorps (Figure 3.1). Nous avons ainsi déterminé que
le signal obtenu en chargeant 4 pug de protéines par puits était dans la zone de réponse

lin€aire de I’appareil de détection avec tous les anticorps utilisés.

Les conditions expérimentales pour I’immunobuvardage ont été optimisées pour
chacune des protéines étudiées en suivant les recommandations du fabricant de
’appareil utilisé pour I’immunobuvardage Western ainsi que celles suggérées par la
littérature (Alegria-Schaffer ef al., 2009; MacPhee, 2010) et toutes les membranes n’ont
montré qu’une seule bande spécifique au poids moléculaire attendu excepté pour PSD95
pour lequel on obtenait deux bandes d’un poids moléculaire différant de moins de 5 kDa.
Ces deux bandes correspondent vraisemblablement aux deux isoformes de la protéine
PSD95 présentes chez la souris, soit PSD95a et PSD95B (Chetkovich et al., 2002), dont
les poids moléculaires sont respectivement de 95kDa et 98kDa. 1.’analyse de la séquence
ayant servi d’antigene pour la fabrication de I’anticorps anti-PSD95 grace au logiciel

Basic Local Sequence Alignment Search Tool sur le site du National Center for
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Biotechnology Information (BLAST, NCBI) a effectivement révélé que 1’épitope
correspondant a I’anticorps était présent dans les deux isoformes. Pour 1’analyse

densitométrique, le signal de ces deux bandes a été mesuré ensemble.
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Figure 3.1  Détermination de la zone de détection linéaire dynamique.

Exemple de courbe qui présente le signal obtenu lors de la révélation par
chimiluminescence de NR2B en fonction de la quantité de protéines
chargées. Une quantité croissante de protéine (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12,
15, 18, 25 ng) a été chargée et la densité optique des bandes obtenues lors
de la révélation par chimiluminescence a été mesurée avec le logiciel
Image J. Le signal obtenu entre 2 et 8 pug de protéine était dans la zone de
réponse linéaire de I’appareil (r* = 0,9667).

3.1 Expression des sous-unités GluR1 et GluR2 des récepteurs AMPA

Dans le cortex visuel primaire, [’expression des protéines GluR1 et GluR2 est
demeurée inchangée malgré la perte d’afférences visuelles pendant une longue période
chez les souris aveugles depuis la naissance, tant énucléées qu’anophtalmes. En effet, les

résultats obtenus ne montrent aucune différence significative du niveau d’expression de
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GIuR1 entre les différents groupes expérimentaux (p = 0.688) ni du niveau d’expression

de GIuR2 (p = 0.911) dans ce cortex.

Tout comme les résultats de Goel chez les rats élevés a I’obscurité pendant quatre
semaines (Goel et al., 2006), nos résultats semblent suggérer une tendance a la baisse du
niveau d’expression de la sous-unité GluR1 dans le cortex somatosensoriel des souris
aveugles. Toutefois, la diminution mesurée dans nos expériences est d’environ 23 % par
rapport au contrdle, ce qui est nettement moins important que celle mesurée lors des
expériences de Goel, qui était d’environ 50 %, et elle n’est pas statistiquement
significative a un niveau de confiance de 99 % (p = 0.013). Cette tendance a la baisse du
niveau d’expression de GluR1 dans le cortex somatosensoriel primaire n’est pas
retrouvée dans le cortex auditif, ou le niveau d’expression est demeuré tres semblable

entre les souris aveugles et les contréle (p = 0.389).

Pour I’expression de la sous-unité GluR2, nos résultats montrent plutdt une légere
tendance a la hausse de son expression dans le cortex auditif primaire des souris
aveugles, mais cette tendance n’est, encore une fois, pas significative (p = 0.023). Dans
le cortex somatosensoriel primaire, le niveau d’expression de GluR2 ne montre aucune

modulation pres d’étre statistiquement significative (p = 0.323).
Dans le cortex frontal, les résultats obtenus ne montrent aucune modulation

significative de D’expression des sous unit¢ GIluR1 (p=0.262) ni de celle de la
sous-unité¢ GluR2 (p = 0.688).

Rapport- gratuit.com @
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Expression des sous-unités GluR1 et GluR2 des récepteurs AMPA.
L’expression des protéines (A) GluR1 et (B) GIuR2 a été évaluée dans les
cortex visuel (V1), auditif (Al) et somatosensoriel (S1) primaires ainsi
que dans le cortex frontal. I’expression de ces protéines dans les
différents cortex de souris C57bl/6] énucléées a la naissance (bleu) et
ZRDCT/An anophtalmes congénitales (blanc) a été évaluée par rapport au
niveau d’expression chez des souris C57bl/6] voyantes (violet). Les
valeurs obtenues ont toutes été normalisées en utilisant la protéine
a-tubuline comme protéine de référence. LLa moyenne des résultats de
cinq réplicas (n=5) a été reportée graphiquement. Les barres d’erreur
montrent I’écart-type standard de la moyenne (SEM). Aucune différence
significative n’a été détectée entre les différents groupes expérimentaux
dans aucune des régions corticales étudiées (p > 0.01).
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Une faible modulation de I’expression de chacune de ces protéines dans le sens
opposé, comme une faible augmentation de GluR1 et une faible diminution de GluR2
dans une méme expérience, pourrait suggérer une modification de la composition des
récepteurs AMPA entrainant une différence fonctionnelle importante dans la cinétique
des courants postsynaptiques excitateurs attribuables aux récepteurs AMPA, mais ne
serait pas nécessairement détectable lors de I’analyse individuelle de I’expression de
chacune de ces protéines par immunobuvardage de type Western étant donné la
précision limitée de cette méthode. Nous avons donc calculé un rapport de I’expression
de ces protéines afin de s’assurer qu’une telle différence ne serait pas masquée. Les
résultats obtenus ne montrent pas de différence significative du rapport GluR1/GluR2 ni
dans le cortex visuel (p = 0,459), ni dans les cortex auditif (p = 0,198), somatosensoriel

(p =0,097) ou frontal (p = 0,237).
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Figure 3.3  Rapport GluR1/GluR2.
Les résultats obtenus ne démontrent aucune modulation significative du
rapport GluR1/GluR2 dans les différentes régions corticales des souris
aveugles par rapport & celui observé chez les souris voyantes (p > 0.01).
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3.2 Expression des sous-unités NR2A et NR2B des récepteurs NMDA

Contrairement aux résultats rapportés dans la littérature chez les animaux privés
d’activité visuelle depuis la naissance jusqu’aux alentours de la fin de la période critique
de plasticité¢ (Quinlan ef al., 1999; Chen et al., 2000; Yashiro et al., 2005), nos résultats
n’ont montré aucune modulation significative de I’expression de la sous-unité NR2A
(p = .804) ni de la sous-unit¢ NR2B (p = 0.911) des récepteurs NMDA dans le cortex

visuel primaire chez les souris adultes aveugles depuis la naissance.

Les résultats obtenus n’ont démontré aucune modification significative du niveau
d’expression de NR2A dans les cortex auditif (p = 0.355) et somatosensoriel (p = 0.163)
primaires ni dans le cortex frontal (p = 0.276) chez les souris aveugles. Le niveau
d’expression de la sous-unité NR2B est lui aussi demeuré inchangé dans tous ces cortex

(Al p=0.911; S1 p=0.141; frontal p =0.323).
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Expression des sous-unités NR2A et NR2B des récepteurs NMDA.
Les résultats obtenus montrent que I’expression des protéines (A) NR2A
et (B) NR2B n’est pas modulée de mani¢re significative dans les
différentes régions corticales des souris adultes privées d’activité visuelle
depuis la naissance (n = 5; p > 0.01).

Les mesures de densité optique des bandes obtenues pour chacune des protéines

sur une méme membrane ont été reportées 1’une sur 1’autre afin d’obtenir le rapport

NR2A/NR2B. Les résultats obtenus montrent une légere tendance a la baisse du rapport

NR2A/NR2B dans le cortex visuel des souris aveugles, mais la diminution observée

n’est pas statistiquement significative (p = 0.034). Le rapport NR2A/NR2B est demeuré
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inchangé dans les cortex auditif (p =0.045), somatosensoriel (p=0.911) et frontal

(0 =0.772) des souris aveugles.
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Figure 3.5  Rapport NR2A/NR2B.

[.’absence d’activité visuelle n’entraine aucune modification significative
du rapport NR2A/NR2B dans les différentes régions corticales (p > 0.01).

3.3 Expression des protéines Synaptophysine et PSD95

Comme pour les sous-unités principales des récepteurs AMPA et NMDA, nos
résultats n’indiquent aucune modulation significative de |’expression de la
synaptophysine (p = 0.199) ni de PSD95 (p = 0.459) dans le cortex visuel primaire entre

les souris voyantes et les souris adultes aveugles depuis la naissance.

Finalement, nos résultats indiquent que la perte de vision depuis la naissance
n’affecte pas le niveau d’expression de la synaptophysine et de PSD95 dans les cortex
auditif (p = 0.0505; p = 0.772) et somatosensoriel (p = 1.00; p = 0.041) primaires de
souris adultes et aucune modulation n’a ét€¢ mesurée non plus dans le cortex frontal entre

les groupes expérimentaux (p = 0.572; p = 0.316).
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Expression des protéines synaptiques Synaptophysine et PSD9S.
Aucune modification significative du niveau d’expression de la protéine
présynaptique (A) synaptophysine et de la protéine postsynaptique
(B) PSD95 n’a été observée dans les différentes aires corticales de souris
adultes privées de vision depuis la naissance (n = 5; p > 0.01).



CHAPITRE IV

DISCUSSION ET CONCLUSION

L’objectif de cette ¢tude était d’évaluer si I’absence d’activité visuelle, et plus
particuli¢rement d’activité rétinienne, depuis la naissance modifie la composition
biochimique des synapses dans les différents cortex sensoriels primaires a 1’age adulte

en utilisant des souris aveugles depuis la naissance comme modéle animal.

Les résultats que nous avons obtenus sont différents de ceux auxquels nous nous
attendions. En effet, 1’abondante littérature consultée et résumée dans la section
introduction de ce mémoire démontre que ’activité modifie I’expression des différentes
sous-unités des récepteurs responsables de la transmission synaptique excitatrice dans le
néocortex. Ceci justifiait de formuler I’hypothése que I’expression des protéines que
nous avons €tudiées serait modifiée dans les différents cortex sensoriels tant qu’aucune
activité visuelle ne serait présente. Or, les résultats que nous avons obtenus démontrent
que ’expression des sous-unités GluR1 et GluR2 des récepteurs AMPA, celle des sous-
unités NR2A et NR2B des récepteurs NMDA ainsi que celle de la synaptophysine et de
PSD95 ne sont pas modifiées dans aucun des cortex sensoriels étudiés chez les souris -

adultes aveugles depuis la naissance.

Dans cette section, nous reviendrons sur les résultats que nous avons obtenus en
lien avec nos hypotheéses de recherche. Nous présenterons ensuite les conditions
particuli¢res de notre étude permettant d’expliquer les différences entre les résultats que

nous avons obtenus et ceux auxquels nous nous attendions.

4.1 Modulation du protéome synaptique dans le cortex visuel des souris aveugles

Il était attendu qu’en absence d’activité visuelle, le cortex visuel des souris

aveugles demeure immature et biochimiquement différent de celui des souris voyantes.
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Nous nous attendions ainsi a observer, chez les souris aveugles adultes, une expression
des protéines semblables a ce qui est observé chez les souris voyantes immatures, soit
une expression plus importante des sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA
favorisant la transmission synaptique. L’expression des sous-unités GluR1 et NR2B
devraient étre favorisées chez ces souris par rapport a ’expression des sous-unités
GluR2 et NR2A. Cette hypothése était appuyée par plusieurs recherches antérieures.
Parmi les plus importantes, une étude avait déja démontré une augmentation de
Iexpression de GluR1 dans le cortex visuel de rats de quatre semaines élevés a
Pobscurité (Goel et al., 2006) alors qu’une autre avait démontré une diminution du
rapport NR2A/NR2B dans le cortex visuel de souris de sept semaines élevées a
’obscurité (Chen et Bear, 2007). Aussi, une étude a permis de constater que les
neurones du cortex visuel de rats adultes €levés a I’obscurité demeuraient immatures
dans leurs fonctions (Fagiolini et al., 1994). Ces études laissent supposer que |’activité
visuelle est nécessaire pour la maturation, tant des fonctions que de la biochimie
corticale. Nous nous attendions alors a ce que, en absence d’activité visuelle, la
composition des récepteurs AMPA et NMDA dans le cortex visuel demeure semblable a
celle observée chez les individus voyants immatures, et donc a ce que 1’expression des
sous-unités GIuR 1 des récepteurs AMPA et NR2B des récepteurs NMDA soit favorisée
par rapport a I’expression des sous unités GluR2 et NR2A dans le cortex visuel des

souris aveugles depuis la naissance.

Par ailleurs, bien que le rdle de I’activité visuelle sur I’expression de la
synaptophysine et de PSD95 dans le cortex visuel ait été peu étudié, il y a néanmoins des
études qui montrent une diminution de leur expression dans le cortex visuel de jeunes
animaux élevés a 1’obscurité pendant une courte période (Cotrufo et al., 2003; Jaffer et
al., 2012a). De plus, la diminution de la quantité d’épines dendritique dans le cortex
visuel de souris anophtalmes (Kaiserman-Abramof, 1979) nous avait conduits a émettre
I’hypothese que, puisque ces protéines sont de bons indicateurs de changements de la
quantité¢ de synapses (Hunt ef al., 1996; Chakrabarti et al., 2007; Latefi et al., 2009;
Micheva et al., 2010; Calkins et al., 2011) et que la diminution de la quantité d’épine

dendritique suggere une diminution de la quantit¢ de synapse, alors le niveau
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d’expression de ces protéines devrait étre diminué dans le cortex visuel des souris

aveugles depuis la naissance.

Toutefois, nos résultats démontrent que, contrairement a ce dont nous nous
attendions et ce qui est suggéré dans la littérature, le niveau d’expression de toutes ces
protéines dans le cortex visuel primaire de souris ayant subi une perte totale, permanente
et prolongée d’activité visuelle n’est pas différent du niveau d’expression observé dans
le cortex visuel de souris adultes ayant eu une expérience visuelle normale. Le résultat le
plus inattendu que nous avons obtenu est certainement I’absence de diminution du
rapport NR2A/NR2B chez les souris aveugles. En effet, une étude sur des souris
C57BL/6J agées de 49 jours, un dge ou la période critique est normalement dépassée,
avait déja démontré une diminution significative de ce rapport lorsque les souris étaient
élevées dans un environnement sans lumicre depuis le troisiéme jour suivant la
naissance (Chen et Bear, 2007). Les résultats que nous avons obtenus sont donc tres
surprenants puisque les souris utilisées pour nos expériences étaient agées de 60 jours,
soit seulement 11 jours de plus que ces souris chez lesquelles des différences de
’expression des protéines NR2A et NR2B ont ét€ observées. Il est donc possible que
d’importants changements de la composition biochimique synaptique puissent survenir
précisément dans la période entre le jour 49 et le jour 60 dans le cortex visuel de souris
aveugles. Ainsi, la durée de la privation visuelle pourrait étre un parametre
particulierement important pour expliquer les modifications biochimiques observées
dans le cortex visuel lors de la perte d’afférences visuelles. Par ailleurs, d’autres
parameétres comme le type de privation visuelle et la fraction biochimique étudiée
peuvent expliquer les différences observées lors de notre étude comparativement aux
études menées jusqu’a présent sur la composition biochimique des synapses dans le

cortex des individus aveugles.

4.2 Modulation du protéome synaptique dans les cortex auditif et somatosensoriel
de souris aveugles

La modulation de I’expression des sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA

dans les cortex auditif et somatosensoriel d’animaux privés visuellement n’avait pas,
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jusqu’a maintenant, fait I’objet de beaucoup d'étude. En effet, aucune étude n’avait
démontré de modification de 1’expression des sous-unités des récepteurs NMDA dans
ces cortex sensoriels, et seule une étude avait démontré que I’expression de la sous-unité
GluR1 des récepteurs AMPA était diminuée dans les cortex auditif et somatosensoriel
chez les rats de quatre semaines élevés a "obscurité (Goel e al., 2006). Ainsi, en
fonction de ces observations et puisque les animaux aveugles doivent utiliser davantage
leurs autres sens afin de compenser la perte de vision, nous nous attendions & ce qu’une
sollicitation accrue des cortex auditif et somatosensoriel chez les souris aveugles se
traduise par une augmentation de I’activité dans ces cortex, ce qui entrainerait
conséquemment une augmentation des sous-unités GluR2 et NR2A et une diminution de
’expression des sous-unités GIuR1 et NR2B dans ces cortex chez les souris adultes

aveugles depuis la naissance.

Par ailleurs, bien qu’il n’existe pas d’étude qui montre une modulation de
I’expression de la synaptophysine ou de PSD95 dans les cortex non visuels chez des
animaux privés d’activité visuelle, I’augmentation attendue de ’expression de la sous-
unité NR2A des récepteurs NMDA ainsi que I’étude démontrant une augmentation de la
densité d’épines dendritiques dans le cortex auditif de rats énucléés (Ryugo et al., 1975)
nous avait conduits a émettre I’hypothése que I’expression de la synaptophysine et de

PSD95 serait augmentée dans les cortex auditif et somatosensoriel de souris aveugles.

Contrairement aux résultats attendus, nous n’avons pas détect¢ de modulation
significative de I’expression de ces protéines dans les cortex auditif et somatosensoriel
des souris privés d’activité visuelle depuis la naissance jusqu’a I’age adulte par rapport

au niveau d’expression mesurée chez les souris ayant une activité visuelle normale.

4.3 [Effet de la plasticité intermodale sur le protéome synaptique

Pour cette étude, deux modeles de souris aveugles ont €té utilisés. En plus
d’utiliser des souris C57BL/6J énucléées a la naissance, nous avons aussi utilisé des

souris provenant d’une autre souche, les souris anophtalmes congénitales ZRDCT/An,
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chez lesquelles les yeux et la rétine ne se développement jamais. L’intérét de cette
souche pour notre étude était que, contrairement a ce qui est observé chez les souris
C57BL/6J énucléées a la naissance, le cortex visuel primaire des souris ZRDCT/An
adultes est activé par des stimulations auditives (Chabot et al., 2007), ce qui suggére
qu’une plasticité intermodale est présente chez les souris ZRDCT/An et non chez les
souris C57BL/6J énucléées. Nous souhaitions alors vérifier si cette prise en charge du
cortex visuel primaire par les modalités sensorielles intactes pourrait faire en sorte que la
biochimie synaptique des cortex sensoriels primaires soit affectée différemment entre les

souris énucléées et les souris anophtalmes.

En effet, considérant que I’expression des différentes protéines synaptiques
étudiées dans notre recherche dépend de I’activité corticale, et en accord avec les
mécanismes de plasticité homéostatique décrits dans la section 1.4.1.2, I’activation
intermodale dans le cortex visuel des souris anophtalmes pourrait permettre un
développement relativement normal de la neurobiochimie corticale dans ce cortex alors
que I’absence d’activité, tant visuelle qu’intermodale, affecterait la biochimie corticale
dans le cortex visuel des souris énucléées en augmentant I’expression de protéines

favorisant la transmission synaptique comme GluR1 et NR2B.

Concernant les cortex auditifs et somatosensoriels, trés peu d’études s’étaient
intéressées jusqu’a présent aux modulations du protéome synaptique dans les cortex
sensoriels des modalités sensorielles intactes aprés la privation sensorielle. En accord
avec la seule étude de ce genre, nous nous attendions a observer chez les souris
énucléées, comme chez les rats élevés a I’obscurité (Goel et al., 2006) une diminution du
ratio GIuR1/GIuR2 dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires, qui serait
conséquente a une diminution, par des mécanismes de plasticité homéostatique, de la
force synaptique dans ces cortex en réponse a augmentation de [’utilisation des
modalités sensorielles auditive et somatosensorielle chez les individus aveugles (Desai
et al., 2002). Dans le méme ordre d’idée, nous nous attendions aussi a une augmentation
du ratio NR2A/NR2B dans ces cortex. La plasticité¢ intermodale chez les souris
anophtalmes aurait pu entrainer des modifications de la biochimie corticale des cortex
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auditif et somatosensoriel différente chez ces souris puisque ’activation du cortex visuel
lors de stimulation auditive chez la souris anophtalmes (Chabot et al., 2007 ) suggére
qu’il est utilisé pour le traitement d’information non visuelle. Alors, puisqu’une partie
de I’activité auditive et somatosensorielle pourrait étre traitée par le cortex visuel, et
considérant que les mécanismes de plasticité homéostatiques agissent de maniére
globale afin de stabiliser le niveau d’activité d’un réseau neuronal, il n’aurait pas été
surprenant de constater que la composition des récepteurs AMPA et NMDA des souris
anophtalmes soit semblable a celle des souris voyantes, I’utilisation du cortex visuel
pour le traitement d’information non visuelle venant compenser [’augmentation
d’activité auditive et somatosensorielle entrainée par 1’utilisation accrue de ces sens chez

les aveugles.

Notre hypothese était donc que I’activité non visuelle dans le cortex visuel des
souris anophtalmes compenserait, au moins en partie, les effets de I’absence d’activité
visuelle durant le développement et qu’ainsi, le niveau d’expression des protéines
synaptiques étudiées dans le cortex visuel des souris anophtalmes serait comparable a

celui mesuré chez les souris voyantes et différent de celui des souris €nucléées.

Tel qu’attendu, le niveau d’expression des protéines GluR1, GluR2, NR2A,
NR2B, synaptophysine et PSD95 n’a pas ét¢ modulé de maniére significative chez les
souris anophtalmes par rapport aux souris contrdles voyantes. Par contre, puisqu’aucune
modulation du niveau d’expression de ces protéines n’a ét€ mesurée non plus chez les
souris énucléées a la naissance, il est impossible de déterminer, avec les conditions
expérimentales que nous avons employées pour cette étude, si I’absence de modification
du niveau d’expression de ces protéines chez les souris énucléées par rapport aux souris

contrdles est une conséquence spécifiquement attribuable a la plasticité intermodale.

Une maniére d’interpréter ces résultats serait qu’il est possible que, peu importe le
type de privation visuelle, le niveau d’expression de ces protéines soit le méme chez les
souris aveugles et chez les souris voyantes a 1’dge adulte. On pourrait alors €émettre

I’hypothése que la privation visuelle modifie ’expression de différentes protéines
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synaptiques a certains stades développementaux, mais pas le niveau d’expression une
fois les cortex matures. Cette hypothése serait concordante avec les résultats obtenus
chez les chats ayant subi une énucléation monoculaire, chez lesquels on observe une
modification de la trajectoire développementale de I’expression des sous-unités des
récepteurs AMPA et NMDA, mais un niveau d’expression comparable entre les chats

énucléés et les chats voyants a I’4ge adulte (Beston et al., 2010).

Nos résultats pourraient aussi suggérer une ’existence de plasticité intermodale
chez nos modéles de souris énucléées. En effet, bien que les résultats de ’analyse
immunohistochimique du facteur de transcription nucléaire c-fos, utilisé comme
marqueur d’activité neuronale, dans le cortex visuel de souris adultes énuclées a la
naissance ét soumises a des stimulations auditives ait suggéré qu’il n’y avait pas de
plasticité¢ intermodale chez les souris C57bl/6J énucléées a la naissance contrairement
aux souris anophtalmes ZRDCT/An (Chabot et al., 2006), il reste possible que le cortex
visuel de ces souris puisse tout de méme étre pris en charge par les modalités
sensorielles intactes. En effet, des études ont démontré une prise en charge intermodale
du cortex visuel chez d’autres rongeurs énucléés a la naissance comme les rats (Piche et
al., 2007) et les hamsters (Izraeli et al., 2002), et méme chez des souris C57bl/6J adultes
énucléées monoculairement (Van ef al., 2011). Ainsi, il est possible que le cortex visuel
des souris C57bl/6J énucléées a la naissance puisse étre pris en charge par d’autres
modalités sensorielles, mais que 1’analyse immunohistochimique du c-fos ne permette
pas de révéler cette plasticité intermodale a cause de son manque de sensibilité et de
reproductibilité. En effet, bien qu’elle soit utilisée fréquemfnent comme marqueur
d’activité neuronal, l’expreésion de la protéine c-fos peut étre trés variable d’un individu
et d’une expérience a 'autre puisque plusieurs facteurs, dont le stress, les drogues
comme la kétamine, et la souche de souris utilisée, peuvent affecter son expression
(Dragunow et Faull, 1989). Les résultats des travaux présentés dans ce mémoire
pourraient donc suggérer qu’il y a de la plasticité intermodale chez les souris énucléées a
la naissance, contrairement a ce qui est suggéré par les résultats obtenus en

immunomarquage avec le c-fos.
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4.4 Interprétation des résultats en fonction de différents paramétres
expérimentaux

Alors que pratiquement toutes les études jusqu’a présent suggéraient que 1’activité
visuelle afférente pouvait influencer la composition biochimique des synapses du
néocortex, les résultats que nous avons obtenus démontrent qu’au contraire, I’expression
des principales sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA ainsi que de deux protéines
synaptiques majeures, la synaptophysine et PSD95, n’est pas modifiée dans les cortex
visuel, auditif et somatosensoriel de souris adultes lors d’une perte totale et permanente
d’activité visuelle. Ces résultats surprenants démontrent que I’expression des protéines
qui influencent la force de la transmission synaptique ne dépend pas seulement de la
présence ou non d’activité visuelle au cours du développement. En effet, tel que
mentionné dans Iintroduction, les modifications neuroplastiques qui surviennent dans le
néocortex des aveugles dépendent de plusieurs parametres, et particulierement de la
maniére dont survient la perte de vision ainsi que sa durée. Ces paramétres doivent donc
étre pris en compte afin d’interpréter correctement les résultats obtenus lors de notre
étude. Dans cette section, nous décrirons comment ces différents paramétres peuvent
influencer I’expression des protéines que nous avons étudiées et expliquer les
différences entre les résultats que nous avons obtenus lors de cette étude et les résultats
auxquels nous nous attendions en regard de la littérature. Nous verrons aussi que le type
de souris contréle que nous avons utilisé, I’environnement dans lequel les souris utilisées
pour ces expériences ont ét¢ élevées ainsi que la fraction biochimique étudiée pourrait

aider a comprendre les résultats obtenus.

4.4.1 Type de privation visuelle

Plusieurs types de privations visuelles peuvent étre utilisées afin d’étudier 1’ impact

de I'activité visuelle afférente sur le néocortex. Le choix du type de privation visuelle
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repose évidemment sur ce que I’on souhaite étudier. Par exemple, lorsque 1’on tente de
déterminer si certains de ces mécanismes pourraient permettre le rétablissement d’une
vision normale aprés une période plus ou moins prolongée d’activité visuelle, il est
préférable d’utiliser un type de privation visuelle réversible comme I’élevage a
I’obscurité ou la suture des paupicres. Si ’on cherche plutét a étudier la vision
binoculaire ou I’établissement des colonnes de dominance oculaire, on peut utiliser une
privation visuelle partielle comme 1’énucléation monoculaire. La trés grande majorité
des études sur les modifications de la biochimie des synapses dans le néocortex menées
jusqu’a présent ont démontré des modifications chez les animaux élevés a I’obscurité
(Neve et Bear, 1989; Carmignoto et Vicini, 1992; Quinlan et al., 1999; Chen et al.,
2000; Philpot ef al., 2001; Cotrufo et al., 2003; Fagiolini ef al., 2003; Gianfranceschi et
al., 2003; Yashiro et al., 2005; Goel et al., 2006; Chen et Bear, 2007; Corson et al.,
2009; Goel et al., 2011; Murphy et al., 2012; Jaffer et al., 2012a), mais il n’existait
jusqu’a maintenant aucune étude sur la modulation de I’expression des protéines
composant les récepteurs glutamatergiques ou des prdtéines synaptiques chez des

animaux qui n’ont plus du tout d’yeux et donc de rétine.

Une distinction importante entre la privation visuelle réversible et la privation
visuelle permanente comme celle que nous avons utilisée est que dans le premier cas, la
rétine demeure présente et peutvtoujours exercer une certaine influence sur ’activité du
cortex visuel. Par exemple, la suture des paupiéres ne permet pas d’éliminer totalement
la stimulation des photorécepteurs de la rétine puisqu’une faible quantité de lumiére peut
diffuser a travers les paupiéres (Wiesel et Hubel, 1963a). De plus, méme totalement
privée de stimuli visuels, la rétine génére des potentiels d’actions qui fournissent de
I’information nécessaire a I’assemblage de la circuiterie dans le systéme visuel immature
(Huberman et al., 2008). En effet, au cours du développement, des vagues d’activité
spontanée en provenance de la rétine sont transmises par le LGN jusqu’au cortex visuel
ou elles provoquent des bouffées d’activations intermittentes (Hanganu et al., 2006).
Chez la souris, ces vagues d’activation spontanée de la rétine sont présentes des le
développement embryonnaire (Wong, 1999) et leur fréquence diminue avec le début de

I’expérience visuelle quelques jours aprés I’ouverture des yeux autour du 15° jour
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postnatal jusqu’a ce qu’elles disparaissent complétement autour du 21° jour postnatal

(Demas et al., 2003).

Dans les modéles que nous avons utilisés, aucune activité en provenance de la
rétine ne pouvait agir sur I’activité corticale au cours du développement postnatal, ce qui
pourrait expliquer que nos résultats soient différents des résultats rapportés dans la
littérature pour les animaux élevés a I’obscurité¢ ou dont les paupiéres ont été suturées,
d’autant plus que la majorité de ces études ont été faites chez de jeunes animaux alors
que les vagues d’activité spontanée rétinienne étaient toujours présente ou disparue
depuis peu au moment ou les animaux ont été sacrifiés. Toutefois, il est & noter que, bien
qu’aucune activité en provenance de la rétine ne soit possible au cours du
développement postnatal chez nos modeles, certaines études ont démontré que, bien
qu’elle soit altérée, de I’activité spontanée était présente dans le dLGN ainsi que dans le
cortex visuel primaire d’animaux privés d’activité rétinienne (Weliky et Katz, 1999,

Chiu et Weliky, 2001).

La présence d’activité spontanée rétinienne pendant le développement
embryonnaire est aussi une distinction importante entre les souris énucléées et les souris
anophtalmes. En effet, la principale distinction entre ces deux modeéles de souris aveugle
est la transmission prénatale d’activité corrélée en provenance de la rétine et des
structures sous-corticales vers le cortex présente chez les souris €nucléées et non chez
les souris anophtalmes. Plusieurs études anatomiques chez d’autres animaux ont
démontré que I’activité spontanée de la rétine est nécessaire au développement normal
des connexions dans le systéme visuel, entre autres pour 1’élaboration de 1’organisation
rétinotopique (Butts et Rokhsar, 2001; Butts ef al., 2007) et la ségrégation des afférences
rétiniennes au niveau des structures visuelles (Stryker et Harris, 1986; Shatz et Stryker,
1988; Butts et al., 2007). 11 a aussi €té démontré que ’activité de la rétine embryonnaire
est importante a la neurogénése corticale chez la souris (Bonetti et Surace, 2010). Par
contre, aucune €tude jusqu’a maintenant ne s’était intéressée a I’impact de Iactivité de

la rétine embryonnaire sur le protéome cortical.
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Les résultats de notre ¢tude ont donc permis de démontrer que Iactivit€ prénatale
de la rétine ne modifie pas I’expression des principales sous-unités des récepteurs
AMPA et NMDA de méme que des protéines synaptophysine et PSD95 chez les souris
adultes puisqu’aucune différence statistiquement significative n’a été mesurée entre les

souris anophtalmes et celles €énucléées a la naissance.

4.4.2 Durée de la privation visuelle

Un des aspects maj.eurs qui distingue notre étude des autres études sur la
modulation de I’expression de différentes protéines synaptiques dans les cortex
sensoriels d’animaux aveugles est la durée de la privation visuelle. En effet, tel que
mentionné dans I’introduction, la majorité¢ des études jusqu’a présent portaient sur les
modifications biochimiques suivant des périodes relativement courtes de privation
sensorielle, soit tdt au cours du développement, avant et pendant la péribode critique de
plasticité du cortex visuel (Hubel et Wiesel, 1970; Chapman et Stryker, 1993; Desai e!
al., 2002; Cotrufo et al., 2003; Heynen et al., 2003; Yashiro ef al., 2005; Goel et al.,
2006; Corson et al., 2009), soit suite a une courte période d’élevage a I’obscurité chez
des animaux adultes ayant eu de I’expérience visuelle plus tét au cours du
développement (Gordon et Stryker, 1996; Guire ef al., 1999; Yashiro et al., 2005). Les
études menées chez les jeunes animaux sont plus abondantes, probablement a cause que
la plasticité du cerveau est beaucoup plus importante chez ces animaux et que les
ﬁodiﬁcations qui surviennent au cours de cette période sont plus importantes et donc,
plus faciles a mettre en évidence. De plus, certaines études ne s’intéressent pas
nécessairement spécifiquement aux modifications corticales chez 1’aveugle, mais
utilisent plutdt le cortex visuel, dont I’activité sensorielle peut étre facilement altérée,
pour étudier les mécanismes neuroplastiques fondamentaux du néocortex (Cramer et
Sur, 1995; Berardi ef al., 2003; Corson et al., 2009; Espinosa et Stryker, 2012) et les
modifications moléculaires responsables de I’ouverture et la fermeture des périodes
critiques de plasticité dans les différents cortex (Desai ef al., 2002; Hensch, 2005). 11 est
préférable dans ce cas d’utiliser de jeunes animaux chez lesquels la plasticité est

maximale.
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Bien qu’elles soient peu abondantes, il existe tout de méme quelques études
biochimiques menées sur des animaux adultes dont I’activité visuelle est altérée depuis
la naissance. Chez le chat élevé dans des conditions d’€clairage normal, par exemple,
’expression de la sous-unité NR2A des récepteurs NMDA augmente normalement
jusqu’a atteindre un niveau maximal autour de la cinquieme semaine postnatale, puis
diminue graduellement jusqu’a la vingtiéme semaine (Chen et al., 2000). Par contre,
chez les chats élevés a I’obscurité, I’expression de cette sous-unité est moindre que chez
les chats élevés dans des conditions d’éclairage normal a cinq semaines, mais plus €levé
a vingt semaines (Chen ef al., 2000). L’augmentation développementale du rapport
NR2A/NR2B est donc retardée, mais survient tout de méme malgré 1’absence d’activité

visuelle.

Par ailleurs, chez les chats dont un seul des deux yeux a été suturé a la naissance,
on observe, dans les régions du cortex visuel primaire dédiées au traitement de
’information visuelle centrale, périphérique et monoculaire en provenance de I’ceil
suturé, que I’expression des sous-unités NR1, NR2A, NR2B et GIluR]1 des récepteurs
NMDA et AMPA est généralement faible entre la sixiéme et la dixiéme semaine
comparativement a celle observée chez les chats du méme 4ge élevés dans des
conditions d’éclairage normal, mais que 1’expression de toutes ces protéines est rétablie
a un niveau semblable a I’4ge adulte chez ces deux groupes expérimentaux (Figure 4.1)

(Beston et al., 2010).

Ainsi, chez le chat dont I’activité visuelle est altérée depuis un jeune 4ge, on
n’observe pas de modifications importantes de |’expression des sous-unités des
récepteurs AMPA et NMDA a I’dge adulte, mais d’importantes différences de la
trajectoire développementale de I’expression de ces protéines. Il semble donc tout a fait
probable que la perte d’activité visuelle depuis la naissance induise des changements
comparables de la trajectoire développementale de I’expression de ces protéines chez les
souris aveugles depuis la naissance et donc, que la trajectoire développementale de

’expression de ces protéines et des autres protéines que nous avons étudiées soit aussi
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modifiée. Ainsi, les résultats présentés dans la littérature démontrant une expression plus
importante des récepteurs AMPA formés de la sous-unité GluR1 (Goel et al., 2006) et
des récepteurs NMDA formés de la sous-unité NR2B (Quinlan et al., 1999; Yashiro et
al., 2005) a la fin de la période critique chez des rongeurs €levés a I’obscurité par
rapport au niveau d’expression observée chez des rongeurs €levés dans des conditions
normales, pourraient n’étre attribuable qu’au fait que les données ont été recueillies & un
stade précis du développement auquel I’expérience visuelle entraine une forte
augmentation de I’expression de ces sous-unités, alors qu’a 1I’4ge adulte, le niveau

d’expression de ces protéines serait le méme, qu’il y ait eu ou non de I’activité visuelle.
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Modulation développementale de I’expression des sous-unités des

récepteurs AMPA et NMDA chez le chat aprés ume privation
monoculaire.
L’expression des sous-unité NR1, NR2A et NR2B des récepteurs NMDA
ainsi que de la sous-unité GluR2 des récepteurs AMPA a été évaluée dans
les régions dédiées au traitement de I’information visuelle centrale,
périphérique et monoculaire du cortex visuel de chats ayant une activité
visuelle normale (ligne pointillée, symboles ouverts) et altérée par la
suture d’un ceil (ligne et symboles pleins). On remarque une importante
différence dans les niveaux d’expression de ces protéines chez les chats
agés entre 6 et 10 semaines, mais des niveaux d’expression comparables a
I’age adulte (Beston et al., 2010).
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Notre étude est la premicre a analyser la modulation de ’expression des sous-
unités GluR1 et GluR2 des récepteurs AMPA ainsi que des protéines synaptophysine et
PSD95 chez des rongeurs privés d’activité visuelle durant une période prolongée. Par
contre, il existe certaines études portant sur I’expression des sous-unités NR2A et NR2B
des récepteurs NMDA chez des rongeurs élevés a 1’obscurité depuis la naissance jusqu’a
un age au-dela de la période normale de plasticité du cortex visuel (Quinlan et al., 1999;
Chen et Bear, 2007). La trajectoire développementale du niveau d’expression de ces
protéines au cours du développement normal chez le rat et la souris est légérement
différente de celle observé chez les chats puisque, chez ces rongeurs, le rapport
NR2A/NR2B augmente progressivement jusqu’a atteindre un maximum autour du 28°
jour suivant la naissance puis se stabilise a ce niveau plutdt que de diminuer (Quinlan ez
al., 1999). Chez les rats 4gés de six semaines (Quinlan ez al., 1999) et les souris agées de
sept semaines (Chen et Bear, 2007) élevées a ’obscurité depuis la naissance, le rapport
NR2A/NR2B est diminué comparativement a ceux élevés dans des conditions

d’éclairage normal.

Ces études suggérent que, tel qu’observé chez les chats, I’augmentation du rapport
NR2A/NR2B dans le cortex visuel de rongeurs est retardée par ’absence d’activité
visuelle. Par contre, il n’existait jusqu’a présent aucune preuve directe dans la littérature
démontrant que 1’augmentation de ce ratio n’est pas complétement empéchée en absence
totale d’activité visuelle et qu’elle survient tout de méme chez la souris lorsque la
privation visuelle est maintenue suffisamment longtemps. De plus, il est aussi intéressant
de constater que le niveau d’expression des autres protéines que nous avons €tudiées, les
sous unités GluR1 et GluR2 des récepteurs AMPA ainsi que la synaptophysine et
PSD95, n’est pas modulé dans les cortex sensoriels des souris aveugles alors que des
variations du niveau d’expression de ces protéines avait été¢ observées chez des animaux
plus jeunes privés d’activité visuelle pendant une courte période. Ainsi, en regard de la
littérature, nos résultats suggerent qu’il est possible que, comme il a été observé chez les
chats (Beston et al., 2010), I’altération de I’activité visuelle modifie la trajectoire
développementale de I’expression des sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA de

méme que celle de la synaptophysine et de PSD95 dans le cortex visuel de la souris. La
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durée de la privation visuelle pourrait donc avoir un impact prédominant sur le niveau

d’expression de ces protéines dans le cortex visuel.

L’absence de modulation de I’expression des différentes protéines dans les cortex
auditif et somatosensoriels des souris aveugles par rapport aux souris voyantes pourrait
aussi résulter d’une modification de la trajectoire développementale de 1’expression de
celles-ci dans ces cortex. Toutefois, il n’existe qu’une seule étude qui démontre une
modification du rapport de I’expression de GluR1/GluR2 dans les cortex auditif et
somatosensoriel lors de privation visuelle par élevage a I’obscurité (Goel et al., 2006),
alors on ne peut pas interpréter les résultats que nous avons obtenus dans ces cortex en
regard d’une abondante littérature, comme c’est le cas pour les résultats que nous avons
obtenus dans le cortex visuel. Comme aucune étude n’a démontré le niveau d’expression
des protéines NR2A, NR2B, synaptophysine et PSD95 dans les cortex auditif et
somatosensoriel de rongeurs aveugles, on ne peut donc pas affirmer que le niveau
d’expression de ces protéines est différent selon la durée de la privation visuelle puisque
nous n’avons que les données correspondant & un temps développemental, 1’dge adulte.
Par contre, en regard des résultats que nous avons obtenus lors de cette étude et d’autres
résultats obtenus au laboratoire qui ne sont pas I’objet de ce présent mémoire, il semble
que, contrairement a ce qui est observé dans la littérature pour des privations visuelles de
plus courte durée, la privation visuelle depuis la naissance et maintenue durant une
période prolongée de temps entraine trés peu de modulation du niveau d’expression des

protéines synaptiques dans les différents cortex sensoriels.

4.4.3 Effet du milieu d’élevage

Les conditions dans lesquelles les animaux ont €té élevés sont rarement décrites
dans les articles scientifiques. Dans |’ensemble des articles consultés, aucun ne
mentionnait si les animaux utilisés étaient élevés dans un milieu enrichi ou standard.
Pour notre étude, nous avons choisi d’utiliser un milieu d’élevage enrichi afin de
favoriser la neuroplasticité ainsi que la prise en charge intermodale dans le cortex visuel

des souris anophtalmes (voir section 2.1.4). Or, une étude a démontré que 1’élevage en
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milieu enrichi chez les rats empéchait certaines modifications du cortex visuel observées
normalement chez les rats élevés a 1’obscurité. Par exemple, chez les animaux élevés a
’obscurité, I’acuité visuelle est inférieure a la normale (Berardi ef al., 2003). Chez les
rats 60 jours élevés a I’obscurité¢ dans un milieu enrichi, 1’acuité visuelle est normale
(1,03 £ 0,02 cycle par degré), contrairement a celle des animaux élevés a 1’obscurité
dans un milieu standard, qui est nettement diminuée (0,58 £ 0,04 cycle par degré)
(Bartoletti et al., 2004). Par ailleurs, I’élevage en milieu enrichi empéche aussi certaines
modifications biochimiques qui surviennent chez les rats élevés a I’obscurité. Par
exemple, I’expression de I’enzyme glutamate décarboxylase 65 (GAD65), responsable
de la transformation du glutamate en acide-y-aminobutyrique (GABA), le principal
neurotransmetteur inhibiteur, est diminuée chez les rats élevés a 1’obscurité en milieu
standard, mais pas chez ceux élevés a |’obscurité en milieu enrichi (Bartoletti et al.,
2004). Nos résultats abondent aussi en ce sens puisque nous n’avons observé aucune
modulation significative de I’expression des principales sous-unités des récepteurs
AMPA et NMDA ni de la synaptophysine et de PSD95 dans le cortex visuel de souris

privées d’activité visuelle et élevées dans un milieu enrichi.

Ainsi, I’élevage en milieu enrichi pourrait permettre le développement normal du
cortex visuel malgré ’absence d’activité visuelle. Une des explications proposées est
que I’enrichissement environnemental favoriserait 1’expression de certaines protéines
permettant le développement cortical comme le ‘‘brain-derived neutrophic factor’
(BDNF). Cette hypoth¢se est particulierement intéressante puisqu’il a été démontré que
’expression de cette protéine était diminuée chez les animaux élevés a I’obscurité

(Cotrufo ef al., 2003) et que I’augmentation de son expression accélérait la maturation
du cortex visuel (Huang et al., 1999; Cancedda et al., 2004) et renverserait les effets de
I’élevage a I’obscurité (Berardi et al., 2003; Gianfranceschi et al., 2003). Par ailleurs, il
a aussi déja été démontré que ’enrichissement environnemental favorise I’expression du
BDNF, dans I’hippocampe (Pham er al., 2002) et dans le tronc cérébral (Ickes et al.,
2000), mais aussi dans le cortex visuel (Cancedda et al., 2004) chez les animaux
voyants. Il n’existe toutefois pas d’étude démontrant une augmentation de I’expression

de cette protéine dans le cortex visuel d’animaux aveugles élevés en milieu enrichi.
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Il est donc possible que I’élevage en milieu enrichi favorise I’expression de
certaines protéines impliquées dans le développement du cortex visuel comme le BDNF
chez les animaux privés d’activité visuelle, ce qui pourrait expliquer les résultats que
nous avons obtenus dans ce cortex puisque 1’expression des sous-unités des récepteurs
NMDA (Caldeira et al., 2007b) et AMPA (Caldeira et al., 2007a; Jourdi et Kabbaj,
2013) est favorisée en présence de BDNF. Malheureusement, le manque de détails
concernant les conditions d’élevage dans les études ayant rapporté des modifications de
’expression des sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA chez les animaux privés
visuellement ainsi que I’absence d’étude concernant le niveau d’expression du BDNF
dans le cortex visuel de ces animaux nous empéche de pouvoir affirmer hors de tout
doute que les résultats que nous avons obtenus résultent du type de milieu d’élevage que
nous avons utilisé et soient en lien avec le niveau d’expression du BDNF. Il s’agit tout

de méme d’une explication plausible qui devrait étre vérifiée lors de recherches futures.

4.4.4 Effet du contréle utilisé

L’analyse de I’expression de protéines par immunobuvardage Western est semi-
quantitative puisque le résultat obtenu est une valeur comparative entre le niveau
d’expression d’une protéine dans un échantillon par rapport a un échantillon contréle.
Afin d’obtenir des résultats reproductibles, on doit donc s’assurer que 1’expression de la

protéine étudiée ne varie pas dans notre échantillon controle.

Pour notre étude, une attention particuliére a dii étre portée & cet aspect puisque
nous voulions évaluer I’effet de I’activité visuelle sur I’expression de certaines protéines
chez des souris aveugles en utilisant des souris voyantes comme groupe contrdle. Etant
donné les études qui ont démontré que 1I’exposition a la lumiére pouvait entrainer une
modification rapide de I’expression des différentes sous-unités des récepteurs AMPA
(Goel et al., 2006) et NMDA (Quinlan et al., 1999) dans les heures ou les jours suivants
’exposition a la lumiére dans le cortex visuel de rats élevés a I’obscurité, on pourrait
effectivement croire que 1’heure a laquelle les souris ont été sacrifiées était importante

puisque le niveau d’expression chez les souris contréle voyante aurait pu étre différent le
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matin, suite a une période d’obscurité de 10 heures, ou le soir, aprés une période
d’exposition a la lumiére de 14 heures. Ainsi, il serait possible que I’expression de ces
protéines soit modifiée dans les cortex sensoriels des animaux que nous avons utilisés
comme controle, ce qui pourrait expliquer la variabilité des résultats que nous avons

obtenus.

Toutefois, nous jugeons qu’il est peu probable que I’heure a laquelle nous avons
sacrifié nos animaux contrdles ait pu affecter le niveau d’expression des protéines que
nous avons étudiées. D’abord, les animaux utilisés au cours de nos expériences ont tous
¢€té sacrifiés apreés un minimum de 3 heures et un maximum de 6 heures d’exposition a la
lumiére. En effet, bien que nous n’ayons pas contrdlé rigoureusement 1’heure a laquelle
les sacrifices ont été effectués, la trés grande majorité des animaux ont été sacrifiés
environ aux mémes heures puisque la séquence selon laquelle nous avons extrait les
cortex €tait toujours la méme. Les souris étaient transportées de I’animalerie au
laboratoire dés notre arrivée le matin, puis, le temps qu’elles s’acclimatent au laboratoire
et qu’elles se remettent du stress du déplacement, nous préparions les différents tampons
utilisés pour l’extraction des cortex, ainsi que les instruments nécessaires pour
I’extraction. Ainsi, les extractions des cortex débutaient normalement vers 10 heures et
elles étaient faites les unes a la suite des autres, aussi rapidemént que possible. Ainsi,
seuls quelques individus, issus de larges portées, ont été sacrifiés légérement plus
tardivement, lorsque nous avions beaucoup de cortex a extraire la méme journée. Par
ailleurs, nous avons utilis¢é des animaux adultes, dont le cerveau est donc moins
plastique et moins susceptible d’étre modifié rapidement, alors que les observations
démontrant des modifications rapides chez les animaux élevés a I’obscurité ont été faites
sur des rats agés de 21 a 28 jours (Quinlan et al., 1999), soit pendant la période
maximale de plasticité du cortex visuel (Gordon et Stryker, 1996). Finalement, il a été
démontré que chez des animaux élevés dans des conditions normales, 1’élevage dans des
conditions sans lumiére pendant 24 heures n’est pas suffisante pour modifier
’expression de la sous-unité NR2A (Quinlan et al., 1999) et les modifications de

I’expression des sous-unités des récepteurs AMPA chez les animaux privés d’activité
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visuelle par I’élevage a I’obscurité n’ont ét¢ constatées qu’aprés cinq jours de privation

visuelle (Goel et al., 2006).

Nous avons tout de méme procédé a certaines vérifications afin de nous assurer
qu’aucun biais systématique n’ait été introduit par I’utilisation de souris controles
voyantes qui auraient été¢ exposées a des périodes variables d’illumination avant leur
sacrifice et que cela ait entrainé des modifications de I’expression des protéines que nous
avons étudiées. L’ensemble des résultats obtenus a donc été recalculé en utilisant
d’abord les souris énucléées (Annexe A), puis les souris anophtalmes (Annexe B)
comme controle. Les résultats ainsi obtenus n’ont pas démontré de modification
significative de I’expression d’aucune des protéines étudiées entre les différents groupes
expérimentaux lorsqu’on utilisait I’un ou 1’autre de ces modeles de souris aveugles, et la
variabilité entre les différents réplicas n’a pas ¢té diminuée. 1l semble donc peu probable
que le niveau d’expression relative de ces protéines ait pu €tre modifié entre nos
différents modeles animaux en fonction du nombre d’heures de luminosité auquel nos
souris controles ont été exposées dans les heures précédant I’extraction des cortex

sensoriels.

4.4.5 Effet de la fraction biochimique étudiée

Dans le cadre de notre étude, les protéines €tudiées provenaient du surnageant
postnucléaire. Cette fraction biochimique est obtenue en homogénéisant le cortex dans
un tampon de lyse, puis en centrifugeant cet homogénat a faible vitesse afin de faire
précipiter les débris cellulaires ainsi que les noyaux (Okotore, 1998). Cette fraction
contient donc I’ensemble des protéines tant membranaires que cytosolaires. Il s’agit
d’une distinction importante de notre étude puisque beaucoup d’études jusqu’a présent
s’étaient intéressées a la modulation par I’activité de I’expression des sous-unités des
récepteurs glutamatergiques présents spécifiquement a la synapse centrale. En effet,
plusieurs études ont, par exemple, suggéré des modifications de la quantité ou de la
composition de ces récepteurs en se basant sur des données électrophysiologiques

(Carmignoto et Vicini, 1992; O'Brien et al., 1998; Turrigiano et al., 1998; Nase et al.,
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1999; Desai et al., 2002), lesquelles ne permettent que de mettre en évidence les
changements des récepteurs incorporés dans la membrane cytoplasmique. D’autres
études ont aussi démontré des changements biochimiques grace a des données obtenues
par immunobuvardage de type Western, mais la trés grande majorité de ces études ont
utilis€es protéines provenant de synaptoneurosomes (Chen et al., 2000; Yashiro et al.,
2005; Goel et al., 2006; Chen et Bear, 2007), soit une fraction biochimique contenant
une portion de la partie présynaptique de la synapse, le synaptosome, attachée avec une
portion de la partie postsynaptique de la synapse, le neurosome (Villasana et al., 2000).
L’avantage d’utiliser cette fraction biochimique est qu’elle contient une plus grande
concentration de récepteurs et de protéines localisées directement a la synapse, ce qui
facilite leur détection lorsque la technique utilisée n’est pas suffisamment sensible. Par
contre cette fraction ne contient pas les récepteurs situés loin de la jonction synaptique ni
ceux en circulation dans le cytoplasme. Ainsi, les résultats obtenus lors de 1’analyse de
la fraction synaptoneurosomale ne permettent pas de constater si ’activité¢ visuelle ou
son absence modifie I’expression totale des protéines, mais seulement la modulation de

la quantité de protéines insérées a la synapse centrale.

La fraction contenant les synaptoneurosomes est obtenue en utilisant des
-protocoles de centrifugation différentielle (Cohen et al., 1977; Carlin ef al., 1980; Cho ef
al., 1992; Westmark et al., 2011) ou par filtration (Villasana et al., 2006), ce qui
nécessite une quantité importante de matériel de départ ainsi que I’acces a certains types
d’appareils. Or, puisque nous avons utilisé la souris comme modele animal, la quantité
de tissus provenant des cortex sensoriels ¢tait assez limitée, et les appareils a notre
disposition ne nous permettaient pas d’avoir un excellent rendement lors de I’isolation

des synaptoneurosome, ce qui impose une certaine contrainte expérimentale.

Par ailleurs, les résultats rapportés dans une étude récente nous permettaient de
croire qu’une modulation plus évidente de I’expression de ces protéines pourrait étre
observée dans la fraction contenant le surnageant postnucléaire que dans celle contenant
les synaptoneurosomes (Yashiro ef al., 2005). Cette étude a tiré profit de la possibilité

d’isoler spécifiquement les densités postsynaptiques, soit la portion postsynaptique de la
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synapse centrale, afin de mettre en évidence des changements spécifiques de la
composition des récepteurs NMDA situés au niveau périsynaptique et extrasynaptique,
c’est-a-dire en périphérie ou a I’extérieur de la membrane synaptique, chez les rats
privés d’activité visuelle durant une courte période a I’age adulte. Pour ce faire, le
niveau d’expression des sous-unités NR2A et NR2B a été comparé dans différentes
fractions biochimiques, soit le surnageant post-nucléaire, la membrane synaptique lysée
et la densité postsynaptique, entre des rats voyants et des rats élevés a 1’obscurité. Les
résultats obtenus ont mis en évidence une différence dans I’expression de ces sous-unités
entre les rats voyants et ceux élevés a I’obscurité dans la fraction contenant le surnageant
postnucléaire ainsi que dans la fraction contenant la membrane synaptique, qui est
semblable au synaptoneurosome en terme de composition biochimique, mais il n’y avait
aucune différence d’expression entre ces deux groupes dans la fraction enrichie en
densités postsynaptiques. Cela permet de conclure que seule la composition des
récepteurs qui ne sont pas situés a la synapse centrale est modifiée. Cette étude suggere
donc que, chez les rats adultes, les modifications engendrées par la perte de vision
affecteraient principalement la composition des récepteurs situés au niveau

périsynaptique et extrasynaptique.

Des changements de I’expression des récepteurs situés a ces localisations
subcellulaires auraient donc pu étre observés dans la fraction contenant le surnageant
post-nucléaire, et ce, de maniére plus prononcée que si ’on avait utilis¢ des
synaptoneurosomes puisque, tel que spécifié, les protéines localisées loin de la jonction
synaptique, soit une partie des protéines situées au niveau périsynaptique, ainsi que les
protéines en circulation dans la cellule, soit les protéines situées au niveau
extrasynaptique, ne se retrouvent pas dans la fraction synaptoneurosomale. Cette
fraction pouvait peut-€tre permettre de mettre en évidence des modulations de
I’expression des sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA dans d’autres études chez
des animaux plus jeunes, car chez les jeunes rongeurs, il a ét€¢ observé que I’expression
des sous-unités des récepteurs NMDA est aussi modifiée au niveau de la densité

postsynaptique (Yashiro ef al., 2005), mais cette derniere étude nous permettait de croire
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que chez les souris adultes, les modifications affecteraient davantage les récepteurs

localisés au niveau périsynaptique et extrasynaptique.

D’autre part, I’utilisation de la fraction synaptoneurosomale aurait pu introduire un
biais lors de la mesure de ’expression des protéines synaptophysine et PSD95. En effet,
la synaptophysine est localisée au niveau présynaptique, et le synaptoneurosome ne
contient qu’une portion de la partie présynaptique de la synapse, dont la taille dépend
des facteurs expérimentaux dans lesquels le fractionnement subcellulaire est réalisé
(Villasana et al., 2006). Cette portion n’est donc pas définie exactement ni tout a fait
reproductible, alors les résultats obtenus auraient été variables si I’on avait utilisé cette
fraction pour comparer I’expression de la synaptophysine entre les différents modéles
animaux. La protéine PSD95, elle, est ancrée sur la membrane par son interaction avec
le domaine PDZ des sous-unités des récepteurs NMDA ou de certaines protéines
membranaires (Kornau et al., 1995b; Kornau et al., 1997, Chetkovich et al., 2002,
Beique et al., 2006). Or, bien que cette liaison puisse étre assez forte, elle aurait pu étre
brisée par les différentes centrifugations différentielles et donc affecter la
reproductibilité et I’exactitude de nos mesures du niveau d’expression de PSD95. Ainsi,
considérant ces facteurs et puisque nous sommes parvenus a obtenir un signal d’une
bonne intensité sans avoir a utiliser une fraction enrichie en protéine synaptiques comme
la fraction synaptoneurosomale, nous avons jugés préférable d’utiliser la fraction

contenant le surnageant postnucléaire.

Le niveau d’expression des protéines synaptiques peut donc varier selon la fraction
biochimique étudiée. Cette distinction entre notre étude et la majorité des études
présentées dans la littérature est donc importante puisqu’il est possible que 1’absence
d’activité visuelle modifie différemment la composition des récepteurs situés dans la
portion centrale de. la synapse et ceux situés en périphérie. Par exemple, on pourrait
retrouver chez les animaux aveugles plus de récepteurs NMDA formés de la sous-unité
NR2B et de récepteurs AMPA formés de la sous-unité GluR1 dans la portion centrale de
la synapse, et plus de récepteurs NMDA formés de la sous-unité NR2A et de récepteurs

AMPA formée de la sous-unité GluR2 en périphérie ou en circulation dans le cytosol.
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Ainsi, I’analyse de I’expression de ces sous-unités montrerait des modifications dans une
fraction enrichie en synaptoneurosomes, mais aucune différence dans la fraction

contenant le surnageant postnucléaire.



CHAPITRE V

CONCLUSION

Chez les aveugles, I’absence d’activité visuelle pendant le développement entraine
d’importantes modifications fonctionnelles des différents cortex sensoriels, qui font en
sorte que les individus adultes aveugles depuis la naissance performent généralement
mieux que les individus voyants dans les tidches non visuelles. L’amélioration des
capacités auditives et tactiles des individus aveugles précoces pourrait résulter de
changements des connexions a l’intérieur ou entre les différents cortex sensoriels
primaires. Les travaux de notre laboratoire tentent de déterminer les modifications des
cortex sensoriels chez les aveugles qui pourraient expliquer les capacités accrues des
aveugles dans les tadches de discrimination tactile et auditive. Les travaux effectués dans
le cadre de cette maitrise ont permis de développer de nouveaux protocoles qui pourront
étre utilisés dans le futur dans notre laboratoire et ont apporté de nouvelles
connaissances concernant les modifications biochimiques des synapses dans les
différents cortex sensoriels primaires chez les souris adultes privées d’activité visuelle

tout au long de leur développement.

5.1 Contribution a I’avancement des connaissances et perspectives

Les résultats obtenus lors de ces travaux apportent de nouvelles informations qui
permettent de mieux comprendre le role de I’activité visuelle sur la composition
biochimique des synapses dans les différents cortex sensoriels. Les études menées
jusqu’a maintenant avaient démontré qu’une bréve perte d’activité visuelle et que
I’absence d’activité visuelle pendant la période critique de plasticité modifient la
composition des récepteurs AMPA et NMDA dans le cortex visuel et une seule étude
avait démontré que cela modifiait I’expression de certaines protéines synaptiques, soit

les sous-unités des récepteurs AMPA, dans les cortex auditif et somatosensoriel (Goel et
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al., 2006). 1l n’existait toutefois pas, avant nos travaux, d’étude sur I’effet de I’absence
totale d’activité visuelle tout au long du développement sur 1’expression des protéines
synaptiques dans les différents cortex sensoriels primaires de souris. Contrairement aux
résultats auxquels nous nous attendions, nos résultats ont démontré que 1’expression des
principales sous-unités des récepteurs AMPA et NMDA du glutamate dans le néocortex,
GluR1, GluR2, NR2A et NR2B, n’est pas modifiée dans les différents cortex sensoriels
primaires chez les souris adultes dépourvues d’activité rétinienne depuis un stade
précoce de développement. Nous avons aussi démontré que I’expression de deux

protéines majeures, la Synaptophysine et PSD95 n’est pas modifiée chez ces souris.

Ces résultats suggerent que le type de privation visuelle ainsi que sa durée
pourraient avoir un impact considérable sur les modifications de la composition
synaptique dans les différents cortex sensoriels. Nos résultats apportent donc de
nouvelles connaissances fondamentales sur la régulation par 1’expérience sensorielle de
’expression de différentes protéines nécessaires a la transmission synaptique dans le
néocortex et ouvrent la voie vers de nouvelles recherches permettant de préciser quels
sont les facteurs responsables de la modulation de I’expression de ces protéines au cours
du développement et particulierement durant la période critique de plasticité, au moment
ou les circuits neuronaux responsables de la transmission de I’information sensorielle se

raffinent.

Ainsi, plusieurs projets intéressants pourraient naitre des suites de ce projet. Dans
un premier lieu, il serait intéressant d’aller vérifier I’expression de ces protéines chez
nos modeles animaux au moment de la période critique, ce qui pourrait nous indiquer, en
comparant avec les résultats présentés dans la littérature pour les souris élevées a
I’obscurité, si les modifications de la biochimie corticale dépendent du type de privation
visuelle. Nous avons aussi déja prévu de comparer I’expression de ces protéines chez les
souris aveugles et voyantes a différents stades développementaux, soit peu de temps
aprés I’ouverture des yeux, au moment de la période critique de plasticité du cortex
visuel et a une période intermédiaire entre la fin de la période critique et 1’4ge adulte,

afin de voir si I’activité visuelle modifie la trajectoire développementale de I’expression
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de ces protéines, comme ce qui a €té observé chez les chats privés de vision d’un ceil. Il
faudrait aussi tester si I’environnement, enrichi ou non, dans lequel les animaux sont
élevés pourrait avoir un impact sur la modulation de I’expression de ces protéines.
Finalément, puisque le niveau d’activité cortical dépend d’un équilibre entre 1’activité
synaptique excitatrice et ’activité synaptique inhibitrice, il serait important de vérifier si
’expression des protéines responsables de cette derniere est modifiée dans les différents
cortex sensoriels d’animaux adultes aveugles depuis la naissance ou si elle demeure
inchangée comme ce que nous avons observé pour les sous-unités des récepteurs AMPA

et NMDA.

Afin de vénfier cette derniere hypothése, j’ai supervisé un stagiaire dans la
réalisation de travaux visant a déterminer si I’expression des sous-unités des récepteurs
sensible a ’acide y-aminobutyrique (GABA), soit les principaux récepteurs responsables
de I’activité inhibitrice dans le néocortex des mammiféres, est altéré chez nos modéles
de souris. Les résultats préliminaires obtenus jusqu’a présent ne démontrent pas non plus
de modulation significative de l’expression de ces protéines chez les souris adultes
aveugles depuis la naissance par rapport aux souris contrdle. Par ailleurs, d’autres
travaux menés a notre laboratoire ont aussi démontré que 1’expression des transporteurs
vésiculaires du glutamate et du GABA, des protéines présynaptiques responsables de
I’incorporation des principaux neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs dans le
néocortex, n’était pas modulée par la perte d’activité visuelle totale et prolongée chez les
souris. Mis tout ensemble, ces résultats démontrent que le niveau d’expression d’une
douzaine de protéines importantes pour la transmission synaptique n’est pas modulé
dans les cortex visuel, auditif et somatosensoriel primaires de souris adultes suite a une

perte totale et prolongée d’activité visuelle.

Les résultats obtenus dans le cadre de ces travaux apportent des informations
fondamentales sur le role de I’expérience sensorielle dans le développement cortical. Ils
sont d’une grande importance puisqu’une meilleure connaissance des modifications de
la circuiterie corticale suite a la perte de la vision pourrait permettre de mieux

comprendre les limites de la récupération fonctionnelle qu’il serait possible d’atteindre
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chez les aveugles et pourrait éventuellement permettre de favoriser I’implantation de
prothéses visuelle chez ces individus. En effet, on sait déja que les chances de succes
lors de I’implantation des prothéses sensorielles, comme les implants cochléaires, sont
plus grandes chez les jeunes individus. La connaissance des modifications moléculaires
qui surviennent pendant la période critique et qui la régulent pourrait éventuellement
nous permettre de manipuler pharmacologiquement la plasticité du néocortex au cours
du développement ou chez I’adulte, de mani¢re a favoriser I’implantation de ces
prothéses. Ces connaissances seraient d’autant plus importantes pour les individus
aveugles puisque les prothéses développées jusqu’a maintenant se révelent peu efficaces.
Bien entendu, les modifications biochimiques observées chez les souris ne peuvent pas
nécessairement se transposer directement chez I’humain, mais la souris demeure un
excellent modele pour étudier les mécanismes fondamentaux de la plasticité
fondamentaux, en particulier a cause de la connaissance approfondie que nous avons de
son génome et la facilité avec laquelle on peut générer des mutants afin d’aller vérifier

I’impact spécifique d’une protéine.
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5.2 Contribution au laboratoire

Jusqu’a maintenant, les études menées au laboratoire concernaient principalement
les modifications anatomiques qui surviennent chez la souris suite a la perte de vision.
Avec ce projet, nous avons abordé le probléme sous un autre angle, en vérifiant les
modifications de la composition biochimique des synapses dans les différents cortex
sensoriels primaires de souris aveugles. Ainsi, la réalisation de ce projet a nécessité une
importante mise au point puisqu’aucun des appareils ni aucune des techniques requises
n’était disponible au laboratoire 4 mon arrivée. I’ai donc grandement contribué€ a mettre
au point les différents protocoles utilisés pour le dosage des protéines, I’analyse semi-
quantitative des protéines suite a |’€lectrophorése sur gel de polyacrylamide en
conditions dénaturantes, ainsi qu’a la mise au point pour I’utilisation des sept différents
anticorps utilisés pour mes expériences en plus de celle pour trois autres anticorps
utilisés par un stagiaire. J’ai aussi testé différentes méthodes d’analyse densitométrique

avec différents logiciels afin de déterminer celle qui offrait la meilleure efficacité et la
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moins grande variabilité et j’ai aussi supervisé deux stagiaires dans la réalisation
d’expériences qui, conjointement aux résultats obtenus dans le cadre de mon projet,
meéneront a la rédaction d’un article scientifique. Finalement, bien qu’il n’ait finalement
pas servi pour les travaux présentés dans ce mémoire, j’ai mis au point un protocole

permettant I’isolation de différentes fractions biochimiques a partir de cortex sensoriels.

En effet, afin de vérifier quelle population de récepteurs était modifiée chez les
souris adultes aveugles depuis la naissance, nous avons envisagé d’utiliser une technique
de fractionnement subcellulaire pour isoler spécifiquement la fraction contenant les
densités postsynaptiques. La littérature présente plusieurs protocoles basés sur des
centrifugations différentielles et utilisant des gradients de sucrose ou de percoll afin
d’isoler spécifiquement la fraction biochimique contenant les densités postsynaptiques
(Cotman et al., 1974; Carlin et al., 1980; Cho et al., 1992; Hahn et al., 2009), mais le
rendement de ces techniques est limité et donc, ces protocoles nécessitent généralement
une grande quantité de tissus au départ. La technique a donc di étre adaptée afin d’étre
en mesure d’isoler les densités postsynaptiques en utilisant une petite quantité de tissus
avec les appareils disponibles. Nous avons réussi a obtenir une fraction tres enrichie en
densités postsynaptiques (Figure 5.1). Par contre, puisque le pourcentage
d’enrichissement de la fraction contenant les densités postsynaptiques variait
considérablement d’une expérience a 1’autre et que le protocole était trés long et coliteux
étant donné le matériel nécessaire ainsi que I’importante quantité d’animaux a utiliser,
soit 5 souris par expérience, cette partie du projet a di étre abandonnée. Toutefois, nous
disposons maintenant d’un protocole de fractionnement subcellulaire totalement mis au
point et permettant d’isoler spécifiquement des fractions biochimiques fortement
enrichies en densités postsynaptiques, mais aussi les synaptoneurosomes, la fraction
présynaptique et méme les vésicules synaptiques. Ce protocole pourra étre utilisé au

besoin dans le laboratoire pour des expériences futures.



Figure 5.1

Expression de PSD95 { % PNS)

94

1400 -

1200

1000

800 -

600 =

400 o

200 -
g - ]

PINS LMS PSD

Résultats du fractionnement subcellulaire.

L’enrichissement des densités postsynaptiques obtenu grace a notre
protocole de fractionnement subcellulaire a été¢ évalué dans les fractions
biochimiques contenants le surnageant postnucléaire (PNS), les
membranes synaptiques lysées (LSM) et la fraction enrichie en densités
postsynaptiques (PSD) en mesurant ’expression de la protéine PSD95,
trés abondante et exclusivement localisée dans la densité postsynaptique
(n = 3). Les résultats obtenus montrent un enrichissement important, mais

trés variable en densité postsynaptique dans la fraction PSD par rapport
au PNS.
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ANNEXE A

MODULATION DE L’EXPRESSION DES PROTEINES ETUDIFES EN
UTILISANT LES SOURIS ENUCLEEES COMME CONTROLE
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Figure A.1 Expression des protéines GIluR1l, GIluR2, NR2A, NR2B,
Synaptophysine et PSD95 chez les souris voyantes et anophtalme par
rapport aux souris énucléées
Les résultats obtenus lors de nos expériences ont été¢ recalculés en
utilisant les souris énucléées comme controle afin de s’assurer que la
variabilité obtenue lors de nos expériences n’était pas attribuable a une
modification de I’expression chez les souris voyantes selon le nombre
d’heure d’exposition & la lumiére. Aucune modulation significative du
niveau d’expression n’a ¢été détectée entre les différents groupes
expérimentaux pour aucune des protéines étudiées.
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ANNEXE B

MODULATION DE L’EXPRESSION DES PROTEINES ETUDIEI:ZS EN
UTILISANT LES SOURIS ANOPHTALMES COMME CONTROLE
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Figure B.1 Expression des protéines GluR1l, GluR2, NR2A, NR2B,
Synaptophysine et PSD95 chez les souris voyantes et énucléées par
rapport aux souris anophtalmes
Les résultats obtenus lors de nos expériences ont €t€ recalculés en
utilisant les souris anophtalmes comme contrdle afin de s’assurer que la
variabilité obtenue lors de nos expériences n’était pas attribuable & une
modification de I’expression chez les souris voyantes selon le nombre
d’heure d’exposition a la lumiére. Aucune modulation significative du
niveau d’expression n’a ¢été détectée entre les différents groupes
expérimentaux pour aucune des protéines étudiées.



