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RÉSUMÉ 

Le cerveau contient des milliards de neurones qui sont com1ectés entre eux pour 
former un réseau de communication pouvant accomplir des fonctions cognitives tels 
que 1' apprentissage et la mémoire. Ces connexions, appelées synapses, dépendent de 
la composition des protéines impliquées dans la neurotransmission. Or, il est connu 
que le vieillissement entraine une diminution de 1' efficacité de la neurotransmission, 
menant ainsi à un déclin cognitif. Afin de mieux comprendre les mécanismes 
moléculaires régulant l'activité neuronale chez un sujet âgé, le but du projet est de 
déterminer l' impact du vieillissement sur l' expression des protéines synaptiques. À 
partir des cortex de souris âgées de 7 et de 22 mois, différents compartiments 
cellulaires ont été isolés par fractionnement pour évaluer 1' expression des sous-unités 
des récepteurs de glutamate (AMPA et NMDA) ainsi que d'autres composantes 
synaptiques telles que les protéines du cytosquelette ( actine et tubuline ), 
d' échafaudage (PSD-95 et Shank) et de vésicules (synaptophysine et EEAl). Les 
protéines isolées de différents compartiments cellulaires ont été séparées sur des gels 
stain-free et analysées par immunobuvardage quantitatif. À la suite de la 
détermination du signal linéaire de quantification, l' analyse des protéines au niveau 
postsynaptique a montré que l'expression des sous-unités du récepteur AMPA n' a pas 
changé chez les souris âgées. L' expression des sous-unités GluNl et GluN2B ont 
diminué dans la fraction membranaire, mais aucune variation d'expression de ces 
sous-unités n'a été observée au niveau de la densité postsynaptique. De plus, les 
changements d'expression des protéines d' échafaudage et du cytosquelette chez les 
souris âgées indiquent possiblement un changement morphologique des épines 
dendritiques. Au niveau présynaptique, une diminution d'expression de la 
synaptophysine a été observée dans plusieurs compartiments. En somme, les résultats 
supportent que le vieillissement exerce un effet sur la morphologie des épines 
dendritiques chez les souris âgées. Sachant que d' autres protéines impliquées dans la 
neurotransmission peuvent être affectées en fonction de l' âge, les résultats de ce 
projet permettront d' identifier des biomarqueurs précoces afin de mieux comprendre 
la frontière entre le vieillissement normal et pathologique. 

MOTS CLÉS : Vieillissement, Synapse, Cortex cérébral, Fractionnement cellulaire, 
Immunobuvardage quantitative 



CHAPITRE I 

INTRODUCTION 

1.1 Système nerveux chez les vertébrés 

Le système nerveux est le centre de contrôle qui permet d' intégrer et analyser 

les informations afin d' induire une réponse adaptée en coordonnant de manière 

fonctimmelle les autres systèmes corporelles. Il contient des neurones qui 

s'organisent en un réseau complexe et communiquent entre eux pour réguler les 

activités de l' organisme. Le système nerveux est composé de deux grandes parties: le 

système nerveux central et le système nerveux périphérique (Catala et Kubis, 2013). 

Le système nerveux central (SNC) est composé de neurones et de cellules 

gliales ayant des fonctions de soutien, de protection et d' isolement des neurones 

(Mota et Herculano-Bouzel, 2014). Il est constitué de l' encéphale contenu dans la 

boîte crânienne et de la moelle épinière étant incluse dans la colonne vertébrale 

(Catala et Kubis, 2013). Dans le langage courant, l ' encéphale comprend le cerveau, le 

cervelet et le tronc cérébral. Le système nerveux central a pour rôle de recevoir, 

d'emegistrer et d' interpréter les informations provenant de la périphérie. Le système 

nerveux périphérique est constitué de nerfs crâniens et de nerfs rachidiens qui relient 

le cerveau à toutes les parties de 1' organisme. Il permet la circulation des 

informations sensitives et motrices. Le système nerveux périphérique comprend deux 
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parties : le système nerveux somatique et le système nerveux autonome (Catala et 

Kubis, 2013). 

Le système nerveux somatique est responsable du mouvement des muscles 

volontaires. Sa fonction prin1aire est de connecter le SNC avec les organes et les 

muscles pour accomplir des réponses motrices. Le système nerveux somatique est 

composé de deux types de cellules nerveuses : les neurones sensoriels (ou afférents) 

qui transmettent les informations au SNC et les neurones moteurs (ou efférents) qui 

relient les informations du SNC aux muscles (Catala et Kubis, 2013). 

Le système nerveux autonome (SNA), aussi appelé végétatif est impliqué 

dans la régulation de la circulation et de l 'environnement interne du corps (McCorry, 

2007). Il joue un rôle dans l 'homéostasie, ce qui lui donne une importance vitale pour 

le bon fonctionnement de l' organisme (Stem et al. , 2000; Wehrwein et al. , 2016). De 

façon globale, le SNA contrôle les actions inconscientes qui ne sont pas contrôlées 

volontairement. Ces actions incluent la régulation de la circulation sanguine, de la 

digestion, de la respiration, de la température corporelle et du métabolisme 

(Wehrwein et al. , 2016). C' est un système qui permet alors l'adaptation de 

l' organisme à son environnement. Le SNA est composé de deux branches principales: 

le système sympathique et le système parasympathique (Catala et Kubis, 2013). 

Ensemble, ces deux systèmes interagissent de façon complexe, soit en s' opposant ou 

en synergie selon les organes ciblés (McCorry, 2007). Le système nerveux 

sympathique mobilise principalement l' organisme pour l'action lorsqu' il y a un 

changement environnemental nouveau. Il est continuellement actif, mais son niveau 

d' activité varie d'un moment à un autre. À l' inverse, le système nerveux 

parasympathique a pour but de conserver ou d' économiser l' énergie tout en 

maintenant l' activité de base durant une période de repos (Stem et al. , 2000). Il 

assure, à long terme, le maintien de 1 ' homéostasie et la régénération des réserves pour 

la survie (Wehrwein et al. , 2016). 
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1.2 Cerveau 

Le cerveau est constitué de deux hémisphères (droit et gauche) séparés par un 

espace (scissure) interhémisphérique. Chacun de ces hémisphères, qui sont réunis par 

le corps calleux, contrôle les réponses motrices de la moitié du corps opposée. À 

l'intérieur du cerveau se trouvent des cavités remplies de liquide céphalo-rachidien, 

appelées ventricules, qui circule pour nourrir et protéger le cerveau. Il contribue 

également dans l'élimination des déchets dans le tissu (Sakka et al. , 2011). Le 

cerveau est constitué de deux types de tissus principaux appelés substance grise et 

substance blanche. La substance grise, aussi appelée le cortex, contient les corps 

cellulaires des neurones, alors que la substance blanche contient leur axone qui forme 

un réseau de communication entre les aires cérébrales (Wen et Chklovskii, 2005). 

1.3 Cortex cérébral 

Le cortex cérébral recouvre la périphérie des deux hémisphères du cerveau et 

le cervelet. Il est replié en plusieurs sillons plus ou moins profonds créant des 

convolutions à la surface appelées gyrus. Les profonds sillons divisent le cerveau en 

cinq lobes cérébraux distincts, soit le lobe pariétal, le lobe occipital, le lobe temporal, 

le lobe frontal et le lobe insulaire. Chacun de ces lobes accomplit des fonctions 

différentes (Fig.1.1 ). Les neurones retrouvés dans le cortex cérébral sont 

principalement impliqués dans la réception de stimulations telles que les sensations 

tactiles, visuelles, et auditives. La substance grise possède des fonctions motrices 

pour la coordination des mouvements volontaires. D'un point de vue évolutif, le 

cortex cérébral chez l'humain est particulièrement développé de tout le règne animal 

(Rakic, 2009). Il est composé de couches nommées archicortex et paleocortex et 

d'une couche appelée neocortex qui est associée à l' intelligence et à l ' apprentissage 

(Klingler, 20 17). 
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are a 

n 

Temporal lobe Occipital lobe 

Fig 1. 1 Illustration des différents lobes du cortex cérébral humain 
Chaque hémisphère du cortex cérébral est composé de cinq lobes dans lesquelles différentes fonctions 
sont générées. Cette figure n' illustre pas le cinquième lobe, le lobe insulaire, qui est situé à l ' intérieur 
du sillon latéral séparant le lobe pariétal et temporal. Adapté de Campbell et al. , 2007 

1.4 Cellules du système nerveux central 

Le tissu cérébral est formé de deux types de cellules : les cellules gliales et les 
neurones. Ces cellules interagissent entre elles pour permettre le fonctionnement du 
SNC. 

1.4 .1 Cellules gliales 

Les cellules gliales participent au soutien morphologique et nutritionnel pour 

les neurones et assurent plusieurs fonctions durant le développement embryonnaire et 

lors de maladies du système nerveux (Attwell et al. , 201 0; Tsacopoulos et Magistretti , 

1996). Elles ont également des rôles actifs dans la synaptogénèse, c' est-à-dire la 

formation des synapses (Pfrieger, 2009) Contrairement aux neurones, les cellules 

gliales ne sont pas électriquement excitables, mais possèdent la capacité de se diviser. 

Il y a trois différents types de cellules gliales dans le SNC des Vertébrés : les 

astrocytes, les oligodendrocytes et les microglies (Fig.1.2). 



Ependymocytes 

Microglie 

Fig l. 2 Illustration de 1 'organisation des cellules gliales et des neurones du SNC 
Adapté de Xiao et al. , 2014. 
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Les astrocytes jouent plusieurs rôles durant le développement du SNC. En 

particulier, ils guident la migration des neurones (Powell et Geller, 1999) et assurent 

la formation et la plasticité des synapses entre les neurones (Vaccarino et al. , 2007). 

Par ailleurs, ils sont reconnus pour influencer la survie et la croissance des neurones 

en produisant des facteurs de croissance neurotrophique (Alderson et al. , 1990). ils 

participent également dans la régénération et la réparation des neurones endommagés 

(Vaccarino et al. , 2007) . Il a été démontré que ces cellules contrôlent l'homéostasie 

des ions et des neurotransmetteurs au niveau extracellulaire. En absence d' astrocytes, 

les neurones en culture possèdent une faible activité synaptique (Pfrieger et Barres, 

1997). 

Les oligodendrocytes possèdent un rôle dans la formation de la game de 

myéline autour de l'axone des neurones. La raison de cet emballage riche en lipides 

permet 1 'accélération de la conduction nerveuse. En conséquence, la mort des 
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oligodendrocytes consiste en la démyélination des neurones, causant un délai ou un 

blocage de la conduction nerveuse des axones (McTigue et Tripathi, 2008). 

Les microglies représentent le système immunitaire du cerveau. Elles sont des 

cellules phagocytaires qui partagent des propriétés avec les macrophages retrouvés 

dans d'autres tissus. En cas de lésions cérébrales ou de pathologies, les cellules 

micro gliales interviennent pour enlever les débris cellulaires (Li et Barres, 20 18). 

Bref, les différents types de cellules gliales possèdent des fonctions qui assurent le 

bon fonctionnement des neurones du SNC. 

1.4.2 Neurones 

Le cerveau comporte des milliards de cellules nerveuses appelées neurones 

qui forment un réseau complexe permettant d'accomplir des fonctions cognitives. Les 

neurones (Fig.1.3) sont les unités fonctionnelles de base du système nerveux. La 

diversité de forme cellulaire des neurones est une caractéristique bien distincte des 

autres cellules et leur distribution dans le système nerveux reflète leur fonction 

principale étant la communication. Les neurones sont en effet des cellules complexes 

qui sont capables de recevoir, d' intégrer et de transmettre de l'information sous forme 

de signaux électriques (Tahirovic et Bradke, 2009). Les neurones ont un corps 

cellulaire (ou soma) contenant le noyau et la majorité des organelles. Le corps 

cellulaire est muni de deux types de prolongement : les dendrites et un axone (Craig 

et Banker, 1994). Les dendrites forment des prolongements très ramifiés recouverts 

d' épines dendritiques qui constituent le compartiment postsynaptique receveur de 

l' influx nerveux des synapses chimiques. L' axone transmet l' influx à un autre 

neurone. Il se termine par des courtes ramifications, les télodendrons, dont les 

extrémités forment des corpuscules nerveux terminaux (ou boutons synaptiques) où 

les neurotransmetteurs sont entreposés et libérés aux autres neurones. Contrairement 
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aux dendrites, l'axone est entouré de gaines de myéline qui permettent d'augmenter la 

vitesse de propagation d'un influx nerveux (Guillery, 2005). 

/ Dendrites 

Axon 

~Myelln sheath 

Receptor. 

Postsynaptlc 
membrane 

Neurotr nsmitter Synapse 
release 

Fig 1. 3 Représentation d'un neurone typique 

\ 
Ollgodendrocyte 

Les neurones possèdent des dendrites qui permettent de recevoir les influx nerveux. Ils ont également 
un axone entouré de gaines de myéline pour transmettre un influx nerveux jusqu ' au terminal 
synaptique. Au niveau des synapses, les neurotransmetteurs sont relâchés pour induire un autre influx 
nerveux chez le neurone postsynaptique. Adapté à partir de Terese Winslow, 2001 

1.5 Synapses du système nerveux central 

Le fonctionnement du système nerveux se base sur la transmission de 

nombreuses informations entre les neurones au moyen des jonctions particulières, les 
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synapses. Une synapse est composée d' un compartiment présynaptique constitué de 

corpuscule nerveux terminal du neurone émetteur et d 'un compartiment 

postsynaptique situé sur la dendrite ou le corps cellulaire du neurone receveur 

(Sudhof et Malenka, 2008). Ces deux compartiments ne sont pas en contact direct, 

mais sont séparés par un espace appelé fente synaptique dans le cas des synapses 

chimiques. Il existe en effet deux types de synapse (Fig.1.4) : la synapse chimique et 

la synapse électrique (Gilles, 2005). La synapse électrique permet la communication 

entre deux neurones par des signaux électriques sans impliquer 1' action des molécules 

chimiques. Dans les synapses électriques, la propagation d'un influx nerveux est 

effectuée par le passage des ions entre deux neurones au travers des canaux ioniques 

appelés jonctions communicantes (Gilles, 2005). La synapse chimique, plus 

complexe et plus abondante que la synapse électrique, utilise la libération des 

neurotransmetteurs pour transmettre un influx nerveux. Dans ce cas, la 

neurotransmission a lieu lorsque le potentiel d 'action induit au niveau de la 

terminaison présynaptique la fusion des vésicules remplies de neurotransmetteurs. 

Les neurotransmetteurs diffusent dans la fente synaptique et se fixent à leurs 

récepteurs-canaux spécifiques qui sont exprimés au niveau de la membrane 

postsynaptique. La fixation du neurotransmetteur provoque l' ouverture des canaux 

ioniques et permet le relai du signal à un autre neurone (Gilles, 2005). Dans la 

présente étude, les synapses électriques ne seront pas élaborées en détail. 

En fonction du type de neurotransmetteur libéré, les synapses chimiques 

peuvent avoir un rôle excitateur, inhibiteur ou modulateur. En effet, le type de 

neurotransmetteur libéré influence 1' excitabilité des neurones postsynaptiques. Dans 

le cas des synapses glutamatergiques, la fixation du glutamate à son récepteur, 

principalement AMPAR et NMDAR, favorisera la production d'un potentiel d 'action, 

alors que les synapses inhibitrices impliquant principalement la libération de l' acide 

gamma-aminobutyrique (GABA) et de la glycine vont empêcher un potentiel d'action 

dans le cerveau adulte. Le glutamate et le GABA sont respectivement les principaux 
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neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs dans le SNC (Lujan et al. , 2005). La 

neurotransmission modulatrice a pour but de contrôler l'efficacité de la 

communication synaptique entre les neurones en reposant sur le relâchement des 

neuromodulateurs comme la dopamine, la sérotonine et les neuropeptides. À cet effet, 

la modulation peut se faire au niveau présynaptique en régulant la libération des 

neurotransmetteurs (Logsdon et al. , 2006) ou au niveau postsynaptique pour ajuster la 

sensibilité des récepteurs (Feng et al. , 2001 ; Sun et al. , 2005). Dans le cadre de cette 

étude, les synapses glutamatergiques seront uniquement abordées. 

a Chemical synapse b Elect ri cal synapse 

t~1ction J l otenUal 

Fig 1. 4 Comparaison entre les synapses chimiques et électriques 
(A) Les synapses chimiques sont basées sur le relâchement des neurotransmetteurs à 1 'arrivée d 'un 

potentiel d ' action. Les neurotransmetteurs libérés se fixent sur les récepteurs qui vont déclencher 
plusieurs processus de signalisation intracellulaire chez le neurone postsynaptique. (B) Les synapses 
électriques reposent sur des jonctions communicantes permettant les échanges d ' information entre 
deux neurones adjacents . La communication se fait par le passage des ions (flèches) qui peut se faire 
dans deux directions . Adapté de Pereda, 2014. 
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1.6 Biochimie de la neurotransmission chez les mammifères. 

La neurotransmission synaptique est effectuée par 1 ' intermédiaire des 

molécules neuromédiatrices qui sont sécrétées par un neurone et reconnues par des 

récepteurs à la surface de la membrane postsynaptique du neurone distal. Les 

neurotransmetteurs sont synthétisés dans le cytoplasme du terminal présynaptique et 

accumulés dans les vésicules synaptiques à 1' aide des protéines transporteuses 

sélectives (Sudhof, 2004). Ensuite, ces vésicules sont transportées vers une région 

spécifique de la membrane présynaptique. Cette région, désignée par le nom de zone 

active, est en fait le site de fusion vésiculaire au niveau des synapses où se retrouvent 

plusieurs protéines servant à diriger et à grouper les vésicules localement pour le 

relâchement des neurotransmetteurs par exocytose (Matteo li et De Camilli, 1991 ). La 

zone active contient également des protéines impliquées dans 1' arrimage des 

vésicules à la membrane et dans le recyclage membranaire des vésicules après la 

fusion (Matteo li et De Carnilli, 1991; Sudhof, 2004). Lorsqu'un potentiel d 'action 

arrive à la terminaison présynaptique, les canaux calciques voltage-dépendants 

s' ouvrent au niveau de la membrane plasmique. Cette ouverture entraîne une 

augmentation locale de la concentration de calcium permettant la fusion des vésicules 

synaptiques avec la membrane plasmique. Ceci relâche les neurotransmetteurs dans la 

fente synaptique par le phénomène d' exocytose (Smith et Augustine, 1988). Une fois 

libérés dans la fente synaptique, les neurotransmetteurs peuvent se fixer à leur 

récepteur protéique. La liaison des neurotransmetteurs induit un changement 

conformationnel permettant 1 ' entrée des ions à travers la membrane postsynaptique. 

Simultanément, les neurotransmetteurs peuvent également être recaptés par l' action 

des transporteurs spécifiques (Shigeri et al. , 2004) (Fig 1.5). Dans le cas du 

glutamate, ce neurotransmetteur est recapté par des transporteurs des acides aminés 

excitateurs (EAA T) situés à la surface des cellules du SNC. Une fois internalisé, le 

glutamate peut être dégradé par des enzymes ou recyclé dans des vésicules 
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synaptiques à partir des transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUT). Il est aussi 

possible que les neurotransmetteurs soient recyclés par la formation de nouvelles 

vésicules synaptiques par endocytose (Sudhof, 2004). 
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Fig 1. 5 Recyclage du glutamate synaptique 

Dans la fente synaptique, la fixation du glutamate à son récepteur ionotropique engendre des processus 

postsynaptiques. Durant ce même temps, le glutamate peut être recapté vers l'intérieur des neurones et 

des cellules gliales via les transporteurs d ' acide aminé excitateur (EAAT). Au niveau des cellules 

gliales, le glutamate est converti en glutamine, puis acheminé vers les neurones où il pourrait être 

reconverti en glutamate. Le glutamate recapté dans les neurones est ensuite recyclé dans des vésicules 

synaptiques au moyen des transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUT). Adapté de Shigeri et al. , 

2004. 

1. 7 Compartiment terminal présynaptique 

Situé à l ' extrémité de l' axone, le terminal présynaptique ou le bouton 

synaptique est un compartiment dynamique ayant beaucoup d 'activité de trafic 

vésiculaire. Le recyclage des vésicules synaptiques est un processus essentiel pour le 
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fonctionnement des neurones. Les processus clés du recyclage des vésicules 

synaptiques sont l' exocytose et l' endocytose (Fig 1.6) qui dépendent de la formation 

et de la dissociation des complexes protéiques. Le terminal présynaptique contient 

une zone active qui couvre une région de la membrane présynaptique. Cette zone est 

le site où les vésicules remplies de neurotransmetteurs se regroupent par arrimage et 

se fusionnent avec la membrane pour libérer leur contenu à l ' arrivé d'un influx 

nerveux. 

Endosomal recycling 

Plasma 
membrane 

Synaptic 
cleft 

up~Jke Budding r ...... 

Priming 
Fusion 

pore opening 

• 

Fig 1. 6 Représentation globale du cycle de vésicules synaptiques. 

Les vésicules synaptiques se remplissent de neurotransmetteurs (NT), puis s ' arriment au niveau de la 

membrane plasmique. À l' arrivé d' un potentiel d ' action , l' entrée des ions calcium (Ca2
) induit la 

fusion de ces vésicules avec la membrane plasmique pour libérer leur contenu par exocytose dans la 

fente synaptique. À l' aide des clathrines les vésicules sont régénérées par endocytose pour répéter le 

cycle. Adapté de Sudhof, 2004. 

1. 7.1 Synaptophysine 

Il existe plusieurs protéines impliquées dans le processus de trafic vésiculaire 

au niveau des synapses des neurones. La protéine membranaire des vésicules 

présynaptiques la plus abondante est la synaptophysine qui représente environ 1 0% 
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des protéines vésiculaires totales (Takamori et al. , 2006). Malgré qu' elle soit 

largement utilisée comme marqueur présynaptique, sa fonction précise reste encore à 

être élucidée. Plusieurs études ont montré ses rôles dans la régulation du relâchement 

des neurotransmetteurs et dans la plasticité synaptique (Aider et al. , 1992; Edelmann 

et al. , 1995; Janz et al. , 1999). Sa capacité d' interagir avec d' autres protéines telles 

que les VAMPs (protéine membranaire associée aux vésicules), propose un rôle dans 

l'arrimage et la fusion des vésicules étant nécessaire pour l'exocytose (Calakos et 

Scheller, 1994). Il a été également montré qu'elle joue un rôle dans la formation et 

dans le recyclage des vésicules (Daly et Ziff, 2002; Thiele et al. , 2000). 

Synaptophysine possède un rôle dans la formation de synapses durant le 

développement du cerveau (Leclerc et al. , 1989). De plus, son niveau d'expression 

corrèle avec la potentialisation à long terme ce qui lui donne une implication 

importante dans les fonctions cognitives telles que la mémoire et 1' apprentissage 

(Mullany et Lynch, 1997). Chez l'humain, l'expression de synaptophysine se voit 

diminuée au cours du vieillissement (Head et al. , 2009), ce qui lui donne une 

importance dans la modulation du cycle de vésicule synaptique. 

1. 7.2 Antigène-1 des endoson1es primaires (EEA 1) 

Après 1 ' internalisation des neurotransmetteurs de la fente synaptique, les 

vésicules d' endocytose sont triées à travers des voies endosomales. Les endosomes 

précoces sont les compartiments majeurs pour le triage qui permet d' acheminer le 

contenu des vésicules vers la voie de recyclage ou vers la voie de dégradation. L'une 

des protéines essentielles pour accomplir le recyclage des vésicules est Antigène-1 

des endosomes primaires (EEA1). Étant recrutée par Rab5 et impliqué dans la 

biogénèse des endosomes, elle possède un rôle dans la régulation des interactions 

entre les protéines SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment 

protein receptor) (Clague et Urbe, 2001). Celles-ci permettent en effet la 

reconnaissance entre les membranes vésiculaires et la fusion spécifique entre les 
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membranes (Malsam et al. , 2008). Autrement dit, EEA 1 joue un rôle clé dans 

1' arrimage des endosomes précoces avec les vésicules avant la fusion. 

Comparativement à synaptophysine, EEA1 n'est pas exclusivement exprimé au 

niveau du terminal synaptique. Au niveau des épines postsynaptiques, elle possède un 

rôle important dans la plasticité synaptique en s' impliquant dans l' endocytose des 

AMPARs (Xu et Pozzo-Miller, 2017). 

1.8 Épines dendritiques 

La grande majorité des synapses glutamatergiques se situe au niveau des 

épines dendritiques (Dickstein et al. , 2013). Les épines dendritiques sont des 

bourgeons qui émergent de la membrane plasmique de la dendrite neuronale. Elles 

ont un rôle de support pour établir les synapses entre les neurones (Fiala et al. , 1998). 

Les épines dendritiques, constituées d' une tête et d'un cou, sont classées en trois 

principales catégories en fonction de la forme de leur tête et de leur cou, soit fine, 

trapue ou champignon (Fig 1.7). Les épines fines (thin) sont décrites par leur cou long 

et fin terminant avec une petite tête à l' extrémité. Les épines trapues (stubby) sont 

courtes et dépourvues de cou. Les épines matures dites champignon (mushroom) sont 

caractérisées par un petit cou et une large tête. Bien que ces catégories soient encore 

utilisées jusqu'à présent, des études en microscopie en temps réel ont démontré que 

les épines sont des compartiments dynamiques qui peuvent changer de taille et de 

forme en quelques secondes (Fischer et al. , 1998; Trachtenberg et al. , 2002). De ce 

fait, il a été aussi considéré que les filopodes caractérisés par leur long cou sans tête à 

l'extrémité sont des précurseurs d' épines dendritiques (Skoff et Hamburger, 1974). 

En plus de leur variation de forme et de taille, les épines dendritiques agissent comme 

des compartiments semi -autonomes et ont la capacité de modifier leur composition de 

protéines localement (Sorra et Harris, 2000). Il a été établi qu' il existe une corrélation 

entre la morphologie des épines et la force synaptique. Des études ont en effet 
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démontré que la grosseur de la densité postsynaptique est en fonction de la taille des 

épines dendritiques (Kasai et al. , 2003 ; Tada et Sheng, 2006). Les épines larges, 

comme dans le cas du type champignon, possèdent une plus grande diversité de 

composés moléculaires et d'organelles que les autres catégories d ' épines (Spacek et 

Harris, 1997). 

Stubby Mushroom 
shaped 

Fig 1. 7 Classification morphologique des épines dendritiques 

Cup 
shaped 

Les épines dendritiques sont catégorisées en fonction de leur forme. La morphologie des épines 

dendritique change en fonction de l' activité synaptique. Adapté de Hering et Sheng, 2001 

1.8.1 Densité postsynaptique 

La densité postsynaptique (PSD) a été initialement identifiée par microscopie 

électronique. L'origine de son nom est due à sa haute teneur en protéines et en lipides 

qui donne une région dense aux électrons à la membrane du neurone postsynaptique 

(Suzuki et Tanaka, 1986) (Fig 1.8). À ce jour, des centaines de protéines ont été 

identifiées à la PSD dont des récepteurs-canaux, des canaux ioniques, des protéines 

d' échafaudage et des protéines cytosquelettiques (Bayes et al. , 2011 ; Suzuki et al. , 

2011; Walikonis et al. , 2000). La PSD d' un neurone glutamatergique est composée 

principalement de récepteurs au glutamate tels les récepteurs de type AMP A (Acide 

a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionique) et de type NMDA (Acide N-
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methyl-D-aspartique). En ratson de leur importance au mveau de la plasticité 

synaptique, ces récepteurs sont les plus étudiés en neurobiologie. 

A) B) 

Fig 1. 8 Organisation moléculaire de la densité postsynaptique 
(A) Synaptosomes sous microscope électronique. Le compartiment présynaptique contenant des 
vésicules est représenté par un astérisque (*) et la densité postsynaptique est identifié par la pointe de 
flèche . Adapté de Heupel et al. , 2008 . (B) Représentation simplifiée des principales composantes 
protéiques de la densité postsynaptique. Adapté de Vyas et Montgomery, 2016. 

1.8.2 Plasticité synaptique 

Au cours des dernières décennies , plusieurs études se sont intéressées au 

phénomène de la plasticité synaptique en raison de l'importance dans les processus 

d 'apprentissage et de mémoire. Le phénomène de la plasticité synaptique se décrit par 

la capacité du système nerveux à modifier les connexions synaptiques ou la force 

synaptique. La preuve du mécanisme de plasticité synaptique a été basée sur la 

potentialisation à long terme (L TP) induite par des stimulations à haute fréquence de 

la synapse (Bliss et Lomo, 1973). Ces stimulations avaient causé des prolongements 

de potentiels postsynaptiques excitateurs qui pouvaient durer sur plusieurs heures . 
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L' induction du mécanisme de LTP est souvent dite dépendent des récepteurs 

NMDA, car elle est hautement liée à l ' activation de ces récepteurs bien que d'autres 

protéines de la PSD soient impliquées (Bliss et Collingridge, 1993). L' ouverture des 

récepteurs NMDA repose sur deux phénomènes, d'une part la membrane synaptique 

est suffisamn1ent dépolarisée pour libérer l' ion Mg2+ qui bloque l' entrée des ions ci+ 
et d' autre part, la liaison du glutamate au récepteur NMDA. Ces deux phénomènes 

doivent coïncider pour mener à l' activation du récepteur à la suite d'un influx 

nerveux. Les ions Ca2+ qui entrent par l' ouverture du récepteur canal NMDA activé 

agissent comme un messager secondaire induisant des voies de signalisation de la 

LTP au niveau postsynaptique (Luscher et Malenka, 2012). L' augmentation de la 

concentration calcique intracellulaire active plusieurs protéines particulièrement la 

kinase II calmoduline-dépendante (CamKII) et la protéine kinase C (PKC) (Malinow 

et al. , 1988; Silva et al. , 1992). Ces kinases, importantes dans l' induction de la LTP, 

favorisent 1' expression des gènes et le recrutement de nouveaux récepteurs AMP A à 

la surface synaptique (Hayashi et al. , 2000) . Les nouveaux récepteurs AMP A 

s' insèrent à la membrane plasmique par un processus de fusion de vésicules (Park et 

al. , 2004). L'augmentation du nombre de récepteurs AMPA à la synapse va permettre 

l' entrée massive des ions Na+ qui prolongent la dépolarisation de la membrane 

postsynaptique. Ainsi, la L TP se traduit par une augmentation des récepteurs AMP A 

par exocytose. À l ' inverse, dans le cas de la dépression à long terme (LTD), des 

stimulations à faible fréquence induisent l' internalisation des récepteurs AMPA par 

endocytose (Wang, 2008), ce qui engendre une réduction de leur nombre à la 

synapse. Les mécanismes de plasticité synaptique apportent des changements 

morphologiques des épines dendritiques en modifiant et en réorganisant le contenu en 

protéines telles que les protéines d' échafaudage et du cytosquelette (Sorra et Harris, 

2000). 

Malgré les différentes altérations de plasticité synaptique, le système nerveux 

possède des mécanismes d'homéostasie synaptique permettant aux neurones de 
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maintenir leur activité en normalisant l'ensemble des forces synaptiques. Le principe 

du mécanisme de 1 'homéostasie synaptique se base sur des réponses négatives 

régulant le nombre ou la composition des sous-unités des récepteurs AMP A 

(Chowdhury et Hell, 2018). Ces mécanismes font appel à plusieurs modifications 

post-traductimmelles et avec plusieurs protéines interagissant avec les récepteurs 

AMPA (Traynelis et al. , 201 0). Les débalancements entre l' excitation et l ' inhibition 

sont souvent associés à des maladies neurologiques. 

1. 8.3 Récepteurs AMP A 

Autre que le glutamate, les récepteurs AMP A (AMP ARs) sont sélectivement 

activés par l' agoniste glutamatergique, l' acide propionique y-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxasole (AMPA). Ces récepteurs sont impliqués dans l' initiation de la 

réponse synaptique et sont principalement responsables de la transmission synaptique 

rapide (Attwell et Gibb, 2005 ; Traynelis et al. , 201 0). Ces récepteurs 

transmembranaires généralement perméables aux ions Na+ et K+ sont formés de 

quatre sous-unités homologues (GluAl-4) qui s' assemblent en un tétramère. La 

plupart du temps, ils sont formés de deux sous-unités GluAI et de deux GluA2, 

GluA3 ou GluA4. Les combinaisons majoritaires sont GluA1/A2 et GluA2/A3 (Lu et 

al. , 2009). La composition de 1' assemblage de sous-unités donne des propriétés 

biophysiques et moléculaires distinctes aux AMPARs (Greger et al. , 2007). Par 

exemple, les AMP ARs contenant GluA2 contrôlent la perméabilité aux ions Ca2+ 

(Isaac et al. , 2007). Les sous-unités des AMPARs possèdent un domaine N-terminal, 

un domaine C-terminal, trois domaines transmembranaires et un domaine de canal 

(Fig 1.9). Dans le cas de la sous-unité GluA2, le domaine de canal possède un site 

d' édition Q/R (glutamine/arginine) qui donne la propriété à GluA2(Q) d' être 

perméable aux ions ci+. Le site de liaison du glutamate est formé par le domaine N

terminal et la boucle extracellulaire (Freudenberg et al. , 2015 ; Henley et Wilkinson, 

2013). Ainsi, la fixation de quatre molécules de glutamate au total va activer 
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l' AMPAR pour l' entrée des ions Na+ et K+_ Les sous-unités des AMPARs possèdent 

un domaine C-terminal qui est sujet à plusieurs interactions protéines et à plusieurs 

modifications post-traductionnelles pour la régulation de leur fonction incluant leur 

stabilité au niveau de la membrane, leur déplacement et leur activation (Anggono et 

Huganir, 2012; Henley et Wilkinson, 2013). 
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Fig 1. 9 Structure des sous-unités du AMP AR 

B 

(A) Les sous-unités du AMPAR (GluAl-4) ont des domaines transmembranaires (Ml , M2 et M4) , un 
domaine du canal (M2), un long domaine N-terminal (NTD) et d'un court domaine C-terminal (CTD) 

ayant plusieurs sites de modification post-traductionnelle et d ' interaction avec d'autres protéines. Seul 
GluA2 possède w1 site Q/R au niveau du domaine M2 qui détermine leur permeabilité aux ions Ca 2

+. 

(B) Topologie membranaire d' une sous-unité du AMP AR montrant le site de liaison du glutamate 

(Glu) formé par le NTD et la boucle entre les domaines M3 et M4. Adapté de Freudenberg et al ., 2015 . 

1.8 .4 Récepteurs NMDA 

Les récepteurs NMDA (NMDARs) sont impliqués dans la fonction de la 

mémoire et dans le contrôle de la plasticité synaptique. Ils sont formés de trois sous

unités (GluN1-3) dont les iso formes sont issues de 1 ' épis sage alternatif (Monyer et 

al. , 1992; Sun et aL , 1998). Ces sous-unités s' assemblent en un complexe 
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hétérotétramérique qui permet le transit des ions Ca2
+. Il a été bien établi que les 

NMDARs sont constituées essentiellement de deux GluN1 et de deux GluN2 

(Monyer et al. , 1992). Des travaux ont montré son rôle important dans les processus 

de maturation des réseaux. En effet, lors du développement, ces récepteurs sont 

retrouvés sur les neurites (axone ou dendrite en croissance) pour le guidage axonal et 

la formation des synapses (Schmitz et al. , 2009; Wang et al. , 2011). Lorsque ces 

récepteurs sont activés par des stimulations synaptiques spécifiques, ils induisent la 

maturation des synapses (Frank et al. , 2016). Leur activation permet également le 

raffinement des connexions synaptiques. En effet, il est connu que l' activation des 

NMDARs joue un rôle dans la plasticité synaptique en induisant la potentialisation et 

la dépression à long terme (Morris et al. , 1986). Ces inductions apportent des 

modifications du nombre et du type de récepteurs, ce qui permet le réarrangement des 

circuits par élimination ou par stabilisation des synapses. Les NMDARs sont donc 

importants dans la formation du circuit neuronal (Colonnese et Constantine-Paton, 

2006). 

1.8.5 Les protéines d' échafaudage de la PSD 

Les protéines d' échafaudage sont des régulateurs cruciaux dans la 

signalisation cellulaire. Au niveau de la PSD, elles jouent un rôle majeur et essentiel 

dans les fonctions synaptiques impliquant le trafic et 1' ancrage des récepteurs de 

glutamate. Parmi elles, les principales protéines retrouvées sont la famille de 

protéines Shank et le PSD-95 (Okabe, 2007). 

La protéine de la PSD de 95 kDa (PSD-95) est la protéine d 'échafaudage la 

plus abondante et principalement localisée à la PSD. En interagissant avec plusieurs 

protéines comme les protéines d' adhésion et les récepteurs dont les AMPARs et les 

NMDARs (Beique et Andrade, 2003), la PSD-95 est impliquée dans l' organisation 

moléculaire du PSD en permettant principalement la stabilisation et la localisation des 
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AMPARs et des NMDARs à la surface des synapses. La PSD-95 possède donc un 

rôle essentiel dans la régulation de la force synaptique en contrôlant surtout les 

AMP ARs (Bats et al. , 2007). 

Les protéines d' échafaudage Shank sont les composantes majeures de la PSD. 

Elles sont issues de trois gènes, Shank1-3 (Sheng et Kim, 2000). Plusieurs fonctions 

ont été identifiées pour ces protéines. La plupart des études ont montré que les 

protéines Shank sont impliquées dans la régulation du trafic des récepteurs du 

glutamate, du cytosquelette, de la formation des synapses, de la neurotransmission et 

de la plasticité synaptique ( Grabrucker et al. , 2011 ; Jiang et Ehlers, 2013). En effet, 

les protéines Shank contiennent plusieurs domaines d ' interaction qui leur permettent 

de lier d' autres protéines d'échafaudage et avec le cytosquelette à base d ' actine. En 

formant des complexes protéiques, les protéines Shank sont impliquées dans le 

recrutement et le regroupement des récepteurs du glutamate à la densité 

postsynaptique (Sheng et Kim, 2000). Elles ont aussi un rôle dans la régulation de 

1 'activité synaptique en promouvant la maturation et 1' élargissement des épines 

dendritiques (Roussignol et al. , 2005). De plus, les membres de la famille Shank 

régulent la morphologie des épines dendritiques (Sala et al. , 2001 ). 

1.8.6 Cytosquelette neuronal 

Tout comme les autres cellules eucaryotes, les neurones possèdent un 

cytosquelette qui consiste de trois polymères dont les microtubules, les filaments 

intermédiaires et les filaments d' actine. L' actine et la tubuline sont les composantes 

principales du cytosquelette. Les filaments d'actine sont formés d'une des trois sous

unités : alpha, béta ou gamma actine. Les microtubules sont formés de plusieurs sous

unités de dimères d 'alpha et de béta tubuline qui donnent une certaine polarité, soit 

une extrémité terminant par les sous-unités alpha (-) et une extrémité terminant par 

les sous-unités béta (+) (Alberts et al. , 2008). Chez les cellules neuronales, elles 

fournissent une architecture permettant de supporter les axones et les dendrites. Mis à 
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part leurs rôles structuraux, ces protéines du cytosquelette forment des réseaux qui 

permettent le transport intracellulaire tel que le transport axonal. Comme les axones 

peuvent s' étendre sur de longues distances, les mécanismes de transport axonal sont 

nécessaires pour transporter des cargos du corps cellulaire vers les extrémités 

dendritiques et axonales, et vice-versa (Maday et al. , 2014). Les microtubules et les 

filaments d' actine sont aussi requis dans 1' établissement des synapses en développant 

les axones et les dendrites (Barnes et Polleux, 2009; Kuijpers et Hoogenraad, 2011). 

Enfin, au niveau de la densité postsynaptique, les filaments d'actine servent d' ancrage 

pour les AMP ARs et les NMDARs (Alli son et al. , 1998) et sont essentiels pour le 

transport des AMP ARs (Lise et al. , 2006), ce qui leur donne une implication dans la 

plasticité synaptique (Fukazawa et al. , 2003). 

1.9 Présentation du projet 

1. 9.1 Contexte du vieillissement chez 1 'humain 

Le vieillissement est un processus complexe et multifactoriel qui se produit à 

travers tous les organismes à un rythme variable entre chaque individu (Tosato et al. , 

2007). En effet, le degré ou le rythme du vieillissement d'un individu résulte des 

facteurs intrinsèques impliquant les processus d' interactions internes tels que le 

métabolisme, des facteurs extrinsèques associés avec les effets environnementaux et 

les maladies associées à l ' âge (Haigis et Yankner, 2010). Chez l'humain, le 

vieillissement est souvent défini par un déclin graduel des capacités à répondre aux 

stress menant à un débalancement de l'homéostasie (Rodriguez-Rodero et al. , 2011), 

ce qui affecte les cellules, les tissus et les organes des systèmes. Le vieillissement 

aboutit donc à des pertes de fonction de la plupart des systèmes physiologiques. 

Au niveau du système nerveux, il est connu que l' âge a un impact délétère sur 

les fonctions cognitives et exécutives permettant d' accomplir des tâches complexes. 
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En effet, plusieurs modifications ont été détectées au cours du vieillissement cérébral 

normal chez 1 'humain à 1 ' aide des techniques d' imagerie. Des études ont montré une 

réduction neuronale et une diminution du volume du cerveau sans affecter la densité 

neuronale (Mrak et al. , 1997; Raz et al. , 2005 ; Terry et al. , 1987). De plus, la 

diminution de la circulation sanguine dans les lobes frontal et pariétal du cortex a été 

détectée par tomographie (Dempster, 1992; Loessner et al. , 1995). Des études 

suggèrent également que l' activité de dégradation des neurotransmetteurs est un 

facteur important qui peut contribuer à la dégénération neuronale au niveau du lobe 

frontal (Carlsson, 1987; Petkov et al. , 1988). À cet effet, il est observé qu' il y avait 

une baisse de la performance des tâches médiées par le lobe frontal (Kramer et al. , 

1999). Ces tâches impliquent les fonctions motrices, la résolution des problèmes, le 

comportement, le langage et la mémoire. Au niveau cellulaire, d' autres études ont 

montré un déclin progressif dans le SNC causé par une accumulation de dommages 

lié à l ' altération du métabolistne et de l'homéostasie de cellulaire (Mattson et 

Magnus, 2006). 

Avec la technologie qui a progressé considérablement depuis le dernier siècle, 

plusieurs stratégies thérapeutiques ont été développées pour améliorer 1' espérance de 

vie des individus. Cependant, cela a généré un déséquilibre entre les taux de natalité 

et les taux de mortalité. En conséquence, la proportion de la population âgée (plus de 

65 ans) augmente, ce qui conduit à un plus grand taux prévisible de maladies 

associées au vieillissement. Aujourd'hui, les traitements permettent de soulager les 

symptômes, mais aucun traitement ne permet de guérir. Les coûts de morbidité 

associée au vieillissement augmentent chaque année et imposent un défi majeur aux 

systèmes de santé et de service social. En somme, le vieillissement mondial soulève 

des problématiques humaines, sociales et économiques. 
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1.9.2 Objectifs du projet 

Au cours des dernières années, la majorité des études se concentrent sur les 

pathologies du vieillissement, mais peu ont été réalisées sur le vieillissement normal. 

Ainsi, la frontière entre le vieillissement normal et pathologique n' est pas 

complètement claire sur le plan clinique et biochimique. Pour avoir une meilleure 

compréhension des principaux facteurs de risque de développer des pathologies liées 

à la vieillesse, il est nécessaire de comprendre et d' établir des biomarqueurs précoces 

durant le vieillissement normal à partir d'un point de vue moléculaire. En 

s' intéressant à l ' aspect cellulaire et moléculaire au niveau des synapses, l ' objectif du 

projet est de déterminer l' effet du vieillissement normal sur l' expression des protéines 

impliquées dans la neurotransmission. Les résultats permettront d' éclaircir des 

déterminants moléculaires à la base de l' activité neuronale chez un sujet âgé sain. De 

plus, cette étude vise aussi à utiliser une méthode moderne et quantitative appliquée 

au contexte du vieillissement neuronal. 

1.9.3 Problématique de l' immunobuvardage quantitatif 

Pour répondre à l' objectif de l' étude, l' abondance des protéines neuronales au 

cours du vieillissement sera évaluée par la méthode d' immunobuvardage de type 

Western. Cette méthode, couramment utilisée dans les laboratoires de biochimie, 

consiste à séparer des échantillons protéiques par électrophorèse, puis transférer sur 

un support solide, soit une membrane PVDF (polyvinylidene fluoride) ou une 

membrane de nitrocellulose. La présence, l' absence et le niveau d' expression d'une 

protéine d' intérêt est ensuite révélé par l' utilisation d' anticorps spécifiques. 

Cependant, au cours des dernières décennies, des études ont tenté de quantifier les 

niveaux d 'expression avec des méthodes qui n'étaient pas encore mis au point pour la 

quantification. La négligence des critères tels que le domaine de linéarité, la qualité 

du transfert, la révélation et la méthode de normalisation fait en sorte que la 

quantification densitométrique des résultats d' immunobuvardage n' est pas optimale. 
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Une étude a estimé plus de 25% des figures dans les publications scientifiques sont 

analysées de façon inadéquate et que la majorité d'entre elles est associée à des 

résultats d' immunobuvardage (Editorial, 2006). Ces résultats ne sont parfois pas 

reproductibles non plus dû aux manques de considération des critères importants lors 

des étapes d' immunobuvardage. 

1. 9.4 Choix du modèle 

Les souris mâles C57BL/6 ont été choisies comme modèle animal. Cette 

lignée a été élevée pour la première fois en 1948 par le fondateur du Jackson 

Laboratory (Bryant, 2011 ). Les souris C57BL/6 ont leur génome séquencé au 

complet (Waterston et al. , 2002). Depuis, la lignée C57BL/6 est couramment utilisée 

comme modèle physiologique et pathologique dans les laboratoires de recherche pour 

les expériences in vivo (Bryant, 2011 ). Elles ont été choisies comme modèle pour les 

études du vieillissement humain et de diverses maladies en raison de leur grande 

disponibilité, de leur durée de vie et de leur similarité aux humains. En ayant peu de 

phénotypes indésirables, plusieurs études neurologiques ont été faites sur ces souris 

(Justice et Dhillon, 20 16). Dans le cas de la présente étude, seuls les mâles ont été 

utilisés en raison de leur stabilité hormonale. Comme les hormones peuvent réguler 

1' expression des gènes, la stabilité hormonale est une caractéristique importante afin 

de tenir compte que 1 'effet du vieillissement sur 1' expression des protéines. 



CHAPITRE II 

MÉTHODES 

2.1 Animaux et prélèvement du cerveau 

L'utilisation des souns a été approuvée par le Comité institutionnel de 

protection des animaux de 1 'Université du Québec à Montréal. Les expériences ont 

été réalisées sur des souris mâles C57BL/6J âgées de 7 mois (Jackson Laboratory, 

Bar Harbor, Maine, États-Unis) et âgées de 22 mois (Réseau québécois de recherche 

sur le vieillissement (RQRV)). Arrivées à l' animalerie où elles ont été hébergées pour 

plus de 3 mois, les souris ont été hébergées selon un cycle de clarté/noirceur de 12h. 

Les souris avaient libre accès à l'eau et étaient nourries ad libitum. Le profil cognitif 

des souris n'ont pas été évalué avant l' expérience. Pour le prélèvement du cerveau, 

les souris ont été anesthésiées à l' isoflurane puis sacrifiées par décapitation. Le 

cerveau a été rapidement extrait à température pièce. Le cortex a été placé sur glace 

sèche puis conservé à -80°C pour utilisation ultérieure. 

2.2 Isolation de la densité postsynaptique du cortex de souris 

Lors de l' isolation de la densité postsynaptique du cortex, les opérations ont 

toutes été exécutées à 4 oc pour minimiser la protéolyse. Tous les tampons utilisés 

contenaient un inhibiteur de protéase (ROCHE, cat. # 11836153001) et un mélange 

d' inhibiteur de phosphatase lX (Biotool, cat. #Bl5001). À l' aide d 'un broyeur de 
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tissus en verre, les cortex de souris ont été homogénéisés dans 10 mL de tampon 

d'homogénéisation (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 320 mM sucrose, pH 7.5) par 

gramme de tissu. L' homogénat a été centrifugé à 800 x g pendant 10 1nin pour 

enlever les débris. Le surnageant obtenu (fraction PNS) a été ensuite centrifugé à 

9200 x g pendant 15 min pour obtenir un culot contenant les synaptosomes. Après 

avoir jeté le surnageant, le culot a été resuspendu dans 300 JlL de tampon 

hypotonique (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 35 .6 mM sucrose, pH 7.5) et laissé sur 

glace pendant 15 min. Cette suspension a été centrifugée à 30000 x g pendant 20 min 

pour obtenir le surnageant SV contenant majoritairement les vésicules synaptiques et 

le culot SPM contenant les membranes synaptosomales. Le culot SPM a été 

resuspendu dans 300 JlL de tampon hypotonique supplémenté avec 1% de Triton X

lOO puis incubé pendant 15 min sur un agitateur rotatif. Suite à l' incubation, le 

mélange a été centrifugé à 150 000 x g pendant 20 min pour obtenir un surnageant 

correspondant aux membranes synaptiques solubles dans le Triton X -100 (TxPSD) et 

un culot contenant le PSD. Le PSD a été resuspendu dans le tampon hypotonie. La 

concentration de protéines de chaque fraction a été mesurée à 1' aide de la méthode de 

BCA (Thermo Scientific ). Les aliquotes de chaque fraction ont été conservées à -

80°C pour utilisation future. 

2.3 Immunobuvardage de type Western 

Les protéines ont été séparées sur des mini gels TGX stain-free de 7.5% (Bio

Rad). Après l'électrophorèse, le gel a été ensuite exposé à l 'UV pendant 1 min à 

l' aide du système d' imagerie ChemiDoc MP (Bio-Rad) pour activer le stain-.fi-ee 

permettant de visualiser la séparation des protéines selon leur poids moléculaire. En 

utilisant un appareil de transfert Trans-Blot Turbo (Bio-Rad), les protéines séparées 

sur le gel ont été transférées sur une membrane PVDF à faible fluorescence 

préalablement activée dans de 1' éthanol 99% pendant 5 min. Le transfert a été 
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effectué à 25V et 2.5A pendant 10 min à l' aide du système TransBlot Turbo (Bio

Rad). À la suite du transfert, la membrane a été incubée dans du TBS-T pendant 5 

min puis exposée à 1 'UV avec le ChemiDoc MP pour visualiser le stain-free 

permettant d 'évaluer l' efficacité du transfert. L' image de la membrane exposée est 

utilisée plus tard pour la normalisation. Par la suite, une étape de blocage a été 

effectuée en incubant la membrane dans un tampon TBS-T (20 mM Tris, 13 7 mM 

NaCl, 0,15 % Tween 20, pH 7.5) contenant 5% (rn/v) de lait écrémé en poudre 

pendant 1 h à température ambiante sous agitation. Suite au blocage, les membranes 

ont subis trois lavages consécutifs de 5 min avec du tampon TBS-T puis incubées 

avec 1' anticorps primaire spécifique à la protéine d' intérêt pendant 1 h à température 

ambiante. Après trois lavages successifs de 5 min avec le tampon TBS-T, la 

membrane a été incubée pendant 1 h à température ambiante dans l' anticorps 

secondaire couplé à horseradish peroxydase (HRP). Finalement, la révélation des 

protéines a été faite par chimiluminescence à l' aide du réactif Enhanced 

ChemiLuminescence (ECL) Clarity (Bio-Rad) puis le signal a été détecté avec le 

ChemiDoc MP (Bio-Rad). Le temps d' acquisition a été déterminé automatiquement 

par le logiciel ImageLab 5.2 (Bio-Rad) afin d'avoir un signal chimiluminescent 

optimal avant 1' atteint de la saturation du signal. Les anticorps utilisés sont 

mentionnés dans le tableau 1. 

2.4 Analyse quantitative et statistique 

Pour les analyses d' expression de protéines entre les souris âgées de 7 et de 22 

mois, la quantification de 1 ' intensité des bandes a été réalisée à 1 'aide du logiciel 

ImageLab 5.2. Les bandes ont été normalisées par rapport aux protéines totales en 

divisant l' intensité chimiluminescente par l' intensité stain-free sur la même 

membrane (Fig 2.1 ). L' intensité du bruit de fond a été soustraite en appliquant le 

rolling disk d' ImageLab (Fig 2.2). Les analyses statistiques ont été faites à 1 'aide du 
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logiciel GraphPad Prism 7. Les données ont été soumises à une analyse de variance à 

1 facteur ( one-way ANOV A) ajusté avec un post test de Dunnett (intervalle de 

confiance 95%). Ce test statistique a été choisi pour déterminer les différences 

significatives entre la moyenne du groupe contrôle (souris de 7 mois) et la moyenne 

groupe expérimental (souris de 22 mois). Le seuil de signification statistique a été 

fixé à partir de p<0.05 . 

Tableau 1. Liste d'anticorps utilisés pour l'immunobuvardage 
Anticorps Clone Espèce Dilution Référence Fournisseur 

GluA2 D39F2 Lapin 1 :1000 #5306 Cell Signaling 

GluA4 D41A11 Lapin 1 :1000 #8070 Cell Signaling 

GluN2A Lapin 1 :1000 #4205 Cell Signaling 

PSD-95 D27E11 Lapin 1 :1000 #3450 Cell Signaling 

Béta-actine BA3R Souris 1 :10000 G043 AbM 

Synaptophysine D35E4 Souris 1 :1000 #5461 Cell Signaling 

Anti-IgG souris Cheval 1 :10000 #7076 Cell Signaling 

La dilution des anticorps a été effectuée dans du tampon TBS-T. 
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Fig 2.1 Quantification et nonnalisation des bandes sur ImageLab 
Image à multicanal sur logiciel ImageLab (A) Image de la membrane stain-free obtenue suite à 
l'exposition aux UV à l'aide du ChemiDoc MP. L ' intensité totale des protéines a été mesurée à 
l' intérieur des rectangles bleus pour chaque piste. (B) Image de la membrane révélée avec le réactif 
ECL Clarity. L' intensité des bandes chimiluminescentes a été mesurée à l' intérieur des rectangles 
pointillés en rose. 
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Fig 2. 2 Exemple de soustraction du bruit de fond 
La soustraction de l' intensité du bruit de fond a été réalisée en appliquant la fonction rolling disk sur 

ImageLab. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 Fractionnement subcellulaire du cortex de souris 

Sachant que les neurones possèdent plusieurs compartiments spécifiques à 

leur fonction, il a été nécessaire de procéder à un fractionnement subcellulaire afin de 

déterminer les compartiments affectés par le vieillissement. En effectuant la 

procédure du fractionnement présentée à la Fig 3.1A, les résultats présentés à la Fig 

3.4B démontrent la qualité de la méthode du fractionnement. En utilisant la 

centrifugation différentielle pour isoler la PSD à partir de 1 'homogénat de cortex 

clarifié (PNS), les sous-unités du AMPAR (GluAl-4) et du NMDAR (GluNl et 

GluN2A/B) et les protéines d' échafaudages (PSD-95 et Shank) se sont retrouvées 

enrichies dans la fraction PSD. Aucune expression des protéines mentionnées n'a été 

mesurée dans les fractions des vésicules synaptiques (SV) et une faible expression de 

GluAl-4 et de PSD-95 a été détectée au niveau des membranes solubles au Triton 

(SSM). La méthode d' isolation de la PSD a également été évaluée par l' absence des 

protéines de vésicule (EEAl et synaptophysine) dans la fraction PSD. Aucun signal 

de chimiluminescence n' a été détecté au niveau de la PSD, ce qui a montré la qualité 

du fractionnement de la PSD isolée. Ces résultats montrent aussi que le vieillissement 

n' influence pas significativement la physio-chimie du fractionnement subcellulaire. 
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Fig 3. 1 L' âge n 'affecte pas le fractionnement subcellulaire du cortex de souris 
(A) Représentation des étapes du fractionnement subcellulaire par centrifugation différentielle. (B) 5J.!g 
d' échantillon de chaque fraction isolée (PNS, surnagent postnucléaire; P2, synaptosome; SV, vésicules 
synaptiques; SPM, membrane synaptosomales, Tx-PSD, membrane synaptosomale soluble; PSD, 
densité postsynaptique) ont été séparée sur gel TGX stain-free, puis transférée sur une membrane 
PVDF à faible fluorescence. L ' immunobuvardage a été ensuite effectué en utilisant des anticorps 
spécifiques contre la protéine d' intérêt, puis les bandes ont été révélées par chimiluminescence à l' aide 
du ChemiDoc MP. 
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3.2 Domaine de quantification des protéines par immunobuvardage 

Afin d' effectuer des analyses quantitatives du niveau des protéines, il est 

nécessaire de définir les intervalles où les signaux d' intensité de chimiluminescence 

sont proportionnelles à la quantité de protéines retrouvées sur la membrane. Dans le 

but de déterminer la quantité de protéines nécessaires à charger sur gel, des dilutions 

en série allant de 60 à 1 Jlg de protéines totales ont été effectuées à partir de la 

fraction PNS (surnagent post-nucléaire) du cortex de souris. L' intensité des signaux 

obtenus sur la membrane a été normalisée et représentée en pourcentage par rapport à 

60 llg de protéines totales. Le signal fluorescent du stain-free montre une tendance 

linéaire tout au long des quantités de protéines testées (Fig 3 .2), ce qui indique que le 

signal de la membrane peut servir de référence pour la normalisation par sa gamme 

de linéarité. Comme la chimiluminescence est utilisée pour évaluer l' abondance des 

protéines d' intérêt, le domaine de linéarité a été également déterminé pour chaque 

anticorps primaire employé pour l'étude en utilisant les mêmes fractions diluées en 

série. Selon les résultats d' immunobuvardage pour les anticorps testés pour les sous

unités du AMP AR et de NMDAR (Fig 3.2A), le domaine dynamique de linéarité du 

signal chimilun1inescent s' étend jusqu' à environ 15 11g de protéines totales de la 

fraction PNS pour les anticorps testés. De plus, il a été possible d 'observer un début 

de saturation du signal dépendamment de 1' anticorps utilisé pour des quantités 

supérieures à 15 Jlg dans la fraction PNS. D'autres anticorps dirigés contre d'autres 

protéines impliquées dans la neurotransmission synaptique ont été testées et les 

résultats ont montré le même comportement de signal chimiluminescent (Fig 3.3). 

Afin d' assurer que la linéarité du signal chimiluminescent est maintenue, quelques 

anticorps ont été testés dans les autres fractions isolées en effectuant des dilutions en 

série à partir de 10 Jlg de protéines totales pour les fractions P2, SPM et SV. Pour les 

fractions PSD et SSM, les dilutions ont débuté à partir de 5 Jlg de protéines totales en 

raison de la petite quantité d' échantillons obtenue. Selon les résultats obtenus pour les 
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fractions P2 et SPM (Fig 3.5), GluAI , GluA3, l' actine, et la tubuline ont atteint un 

début de saturation du signal chimilurninescent à partir de 5 J-Lg de protéines totales 

pour les différentes fractions testées, alors que l'EEAI , la synaptophysine la GluA2 et 

la GluA4 ont maintenu leur linéarité du signal jusqu' à 10 llg de protéines dans la 

majorité des fractions. Dans les fractions PSD et SSM, les intensités du signal 

chimilurninescent ont resté linéaire jusqu' à 5 llg de protéines. Par illustration du 

domaine de linéarité au moyen d 'un graphique (Fig 3 .6), les résultats démontrent que 

la linéarité peut différer entre les différentes fractions isolées. En somme, les résultats 

montrent que moins de 2.5 llg de protéines est suffisant pour se situer dans le 

domaine linéaire de signal chimilurninescent tout en étant aussi dans la portion 

linéaire du signal stain-free pour la normalisation. 
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Différentes quantités de protéines provenant des dilutions en série de la fraction PNS (A) 60 à 1 )Jg et 
(B) 10 à 0.3 )Jg ont été chargées et séparées sur gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane 

PVDF à faible fluorescence . Le signal stain-free des protéines sur la membrane a été mesuré à l' aide 
de l'appareil d' imagerie ChemiDoc MP. En exprimant l' intensité du signal stain-free en pourcentage 

par rapport au puits ayant servi pour la plus grande quantité de protéines totales, la linéarité est 

maintenue tout au long des quantités de protéines testées. 
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Différentes quantités de protéines provenant des dilutions en série de la fraction PNS ont été chargées 

et séparées sur un gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible fluorescence. 

La membrane a été incubée avec des anticorps spécifiques dirigés contre les sous-unités du AMP AR 

(A-D) et du NMDAR (E-G), suivi d 'un anticorps secondaire couplé avec une enzyme HRP. Les 

bandes ont été détectées par chimiluminescence et les intensités ont été normalisées en pourcentage par 

rapport à 60 ~g de protéines. Les données sont exprimées en moyenne ± SEM, n=4 souris. 
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Fig 3. 4 Domaine de linéarité du signal chimiluminescent pour la quantification des protéines 
d ' échafaudage, du cytosquelette et de vésicules. 
Différentes quantités de protéines provenant des dilutions en série de la fraction PNS ont été chargées 

et séparées sur un gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible fluorescence. 

La membrane a été incubée avec des anticorps spécifiques dirigés contre les protéines d'échafaudage 

(A,B), du cytosquelette (C,D) et de vésicules (E,F), suivi d ' un anticorps secondaire couplé avec une 

enzyme HRP. Les bandes ont été détectées par chimiluminescence à l'aide du ChemiDoc MP et les 

intensités ont été normalisées en pourcentage par rapport à 60 J.Lg de protéines. Les données sont 

exprimées en moyenne ± SEM, n=4 souris. 
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Fig 3. 5 Immunobuvardage avec les anticorps sur différentes dilutions des fractions isolées 
Différentes quantités de protéines provenant des dilutions en séries des fractions isolées ont été 
chargées et séparées sur un gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible 
fluorescence. La membrane a été incubée avec des anticorps spécifiques dirigés contre les sous-unitées 
des AMPARs (GluAl-4), les protéines du cytosquelette (actine et tubuline) et les protéines de 
vésicules (EEAl et Synaptophysine). Suite à l'incubation d'un anticorps secondaire couplé avec une 
enzyme HRP, les bandes ont été détectées par chimiluminescence à l'aide du ChemiDoc MP. 



PSD-95 

-"#-
'-' 

~ 
ëii 
c 
Q) -c 

"C 
c 
co 

Cl) 

o P2 Cl SPM 1>. SV 

10 5 2.5 10 5 2.5 10 5 2.5 

0+---~--~----~--~--~ 
0 2 4 6 8 10 

total protein (tJ9) 

H 

5 

1>. PSD 

5 2.5 1.3 

~ SSM 

5 2.5 1.3 

0+---r-~~~--~--~ 

0 1 2 3 4 5 

total protein (tJ9) 

Fig 3. 6 Linéarité du signal chimiluminescent dans les différentes fractions isolées 

39 

À partir des fractions isolées, différentes quantités de protéines ont été chargées et séparées sur gel 
TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible fluorescence. La membrane a été 
incubée en présence d 'un anticorps spécifique dirigé contre PSD-95, puis incubée avec un anticorps 
secondaire couplé avec une enzyme HRP. Les bandes ont été détectées par chimilurninescence à l'aide 
du ChemiDoc MP. Les intensités exprimées en pourcentage ont été normalisées par rapport à la plus 
grande quantité de protéines testées dans chaque fraction correspondante. Le coefficient de corrélation 
(r) des droites obtenues pour les fractions P2, SPM, SV PSD et SSM sont respectivement 0.9675, 
0.9755, 0.9953, 0.9975 et 0.9931. 
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3.3 Expression des sous-unités des AMP ARs 

Considérant le rôle important des AMP ARs dans la plasticité synaptique, le 

niveau des sous-unités GluAI-4 a été analysé dans différents compartiments 

cellulaires. Par l' approche d' imn1unobuvardage quantitative, l' abondance des sous

unités du AMPAR dans la fraction P2 (Fig 3.7A) n' a pas varié chez les deux groupes 

de souris. Au niveau des membranes synaptosomales (Fig 3.7B), une tendance à la 

baisse non-significative est démontrée chez les souris de 22 mois par rapport aux 

souris de 7 mois pour l' expression de GluAI (0.82±.0.083 et 1.00 ± 0.086, 

respectivement) et GluA2 (0.84 ± 0.07 et I.OO ± 0.05, respectivement) , alors que 

l' expression de GluA3 et 4 demeurent inchangée. En ce qui concerne la fraction PSD 

(Fig 3. 7C), une tendance à la hausse non significative a été mesurée chez les souris de 

22 mois par rapport aux souris de 7 mois pour l' expression de GluA2 (1.22 ± 0.05 et 

1.00 ± 0.15 , respectivement). Aucune variation significative d'expression des sous

unités GluAI , 3 et 4 n' a été mesurée. Le vieillissement n'aurait donc pas d' effet sur 

l'expression des sous-unités du AMP AR. 
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Fig 3. 7 Expression des sous-unités des AMP ARs chez les souris matures et âgées 
(A-C) À partir de chaque fraction isolée provenant des souris âgées de 7 et de 22 mois, 2.5 flg de 
protéines ont été séparées sur gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible 

fluorescence. La membrane a été ensuite incubée avec un anticorps spécifique à une sous-unité du 
AMPAR et les bandes ont été révélées par chimiluminescence à l' aide du ChemiDoc MP. Les bandes 
ont été quantifiées (panneau à droite) où chaque point représente 1 ' intensité d 'tme bande. Les données 
d' intensité sont exprimées en moyenne± SEM par rapport au groupe de souris âgées de 7 mois. P2, 
synaptosome; SPM, membrane synaptosomale; PSD, densité postsynaptique. 
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3.4 Expression des sous-unités des NMDARs 

Les NMDARs sont connus pour leur rôle dans la régulation de la plasticité 

synaptique ainsi que pour leur perte de fonctionnalité dans la majorité des maladies 

neuronales associées au vieillissement. Pour tenter d' élucider ces altérations reliées à 

l' âge, l' expression des sous-unités du NMDAR a été évaluée. D ' après les résultats 

d'immunobuvardage obtenus pour la fraction P2 (Fig 3.8A), le profil d'abondance 

des sous-unités GluN1 et GluN2A n'a pas varié entre les souris matures et âgées. 

Cependant, une diminution de 30o/o de l' expression de la sous-unité GluN2B a été 

mesurée chez les souris âgées de 22 mois en comparant à ceux de 7 mois (0.70 ± 0.06 

et 1.00 ± 0.02, respectivement). Au niveau des membranes synaptosomales (SPM) 

(Fig 3.8B), le niveau de GluN1 est réduite de 14% chez les souris âgées 

comparativement aux souris matures (0.86 ± 0.04 et 1.00 ± 0.05, respectivement), 

alors que le niveau des sous-unités GluN2A et B sont demeurés constants dans cette 

même fraction. La tendance de cette diminution de l' expression GluN1 est également 

observée dans la fraction PSD (Fig 3.8C), mais la différence observée n 'est pas 

significative. De plus, aucune variation n 'a été mesurée pour GluN2A et B dans le 

PSD entre les souris matures et âgées. Ainsi, les résultats suggèrent que le niveau de 

GluN2B chez la souris serait diminué globalement au cours du vieillissement, mais 

les NMDARs contenant GluN2B resteraient stables à la surface de la membrane. 
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Fig 3. 8 Expression des sous-unités des NMDARs chez les souris matures et âgées 
(A-C) À partir de chaque fraction isolée provenant des souris âgées de 7 et de 22 mois, 2.5 J.lg de 
protéines ont été séparées sur gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible 
fluorescence . La membrane a été ensuite incubée avec un anticorps spécifique à une sous-unité du 
NMDAR et les bandes ont été révélées par chimiluminescence à l'aide du ChemiDoc MP. Les bandes 
ont été quantifiées (panneau à droite) où chaque point représente l' intensité d'une bande. Les données 
d'intensité sont exprimées en moyenne± SEM par rapport au groupe de souris âgées de 7 mois. Pour 
les différences significatives par rapport aux souris de 7 mois, p<0.05(*). P2, synaptosome; SPM, 
membrane synaptosomale; PSD, densité postsynaptique. 
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3. 7 Expression des protéines d' échafaudage 

Il est connu que 1' expression et la localisation synaptique des AMP ARs et 

NMDARs est régulée par les protéines d' échafaudage ayant un rôle principal dans 

1' organisation de la PSD. Puisque le vieillissement normal ne semble pas affecter les 

récepteurs glutamatergiques à la surface membranaire, 1' abondance des protéines 

d'échafaudage impliquées dans la neurotransmission a été évaluée. De plus, les 

protéines Shank possèdent aussi un rôle dans la maturation et dans la morphologie 

des épines dendritiques. Étant très enrichis au mveau des membranes 

postsynaptiques, le niveau de PSD-95 et la famille de protéines Shank a été analysée 

dans les fractions P2, SPM et PSD. Selon les résultats obtenus (Fig 3.9), aucune 

variation d' abondance de la protéine PSD-95 a été observée dans les trois 

compmiiments analysés. En ce qui concerne de l' abondance des protéines Shank, le 

niveau n' a pas varié dans la fraction synaptosomale (Fig 3.9A). Toutefois, les souris 

âgées de 22 mois présentent une baisse significative de 27% de Shank pour 

l' expression des protéines dans la fraction SPM (0.73 ± 0.05 et 1 ± 0.11) et une 

hausse d'expression de 31% dans la fraction PSD ( 1. 31 ± 0.1 0 et 1 ± 0. 07) par rapport 

aux souris de 7 mois (Fig 3.9B-C). Ces résultats suggèrent que l'augmentation des 

protéines Shank au niveau du PSD pourrait être un phénomène compensatoire pour le 

maintien de l'expression synaptique des récepteurs de glutamate et que la diminution 

d'expression de Shank serait liée à un changement de la morphologie ou du nombre 

d 'épines dendritiques. 



45 

A 0 7 month old <> 22 month old 

2.0 

Mx 7 months 22 months c: 

1 PSD-95 
·m 1.5 

+ è:i -4---N ~ 1.0 n. 
1 Shank 

Q) <> > p <> ~ 0.5 
a:: 

0.0 
PSD-95 Shank 

B 2.0 

c: * 
·m 1.5 

r-----1 

1 PSD-95 
0 

:::E è:i 
n. ~ 1.0 
Cl) 

1 Shank 
Q) 
> p 

~ 0.5 
a:: 

0.0 
PSD-95 Shank 

c 2.0 
* r-----1 

c: <> ·m 1.5 0 

c PSD-95 è:i -t- + + 
Cl) ~ 1.0 <> n. Q) g > 

~ 0.5 
a:: 0 

0.0 
PSD-95 Shank 

Scaffold proteins 

Fig 3. 9 Expression des protéines d'échafaudage au cours du vieillissement des neurones corticaux 
chez la souris 
(A-C) À partir de chaque fraction isolée provenant des souris âgées de 7 et de 22 mois, 2.5 J..Lg de 
protéines ont été séparées sur gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible 

fluorescence. La membrane a été ensuite incubée avec un anticorps spécifique à PSD-95 et les 
protéines Shank. Les bandes ont été révélées par chimiluminescence à l'aide du ChemiDoc MP et ont 
été quantifiées (panneau à droite) où chaque point représente l' intensité d 'une bande. Les données 
d ' intensité sont exprimées en moyenne ± SEM par rapport au groupe de souris âgées de 7 mois. Pour 
les différences significatives par rapport aux souris de 7 mois, p<0.05(*). P2, synaptosome; SPM, 
membrane synaptosomale; PSD, densité postsynaptique. 
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3. 8 Expression des protéines cytosquelettiques 

La majorité de l' excitation synaptique se produit au mveau des épines 

dendritiques supportées par les protéines du cytosquelette. Outre leur rôle de support 

structural, les protéines du cytosquelette peuvent contrôler la force de la transmission 

synaptique en participant dans le recyclage des récepteurs du glutamate (Hanley, 

2014). Des études ont établi qu'il y a une perte de ramification des dendrites chez 

1 'humain au cours du vieillissement dans les conditions non pathologiques (de 

Brabander et al. 1998, Nakamura et al. 1985, Scheibel et al. 1975), et il est de même 

chez les souris (Shimada et al. 2006). Afin de voir le lien avec les résultats 

d' expression de Shank, la relation entre le vieillissement et 1' expression de la P-actine 

et de la tubuline a été évaluée. Selon les analyses d' immunobuvardage dans la 

fraction P2 (Fig 3.10A), le niveau de P-actine et de la tubuline n' a pas diminué 

significativement chez les souris âgées par rapport aux souris de 7 mois. Dans la 

fraction SPM (Fig 3.10B), le niveau de la P-actine est réduit chez les souris âgées de 

22 mois (0.84 ± 0.03 , expression relative par rapport aux souris de 7 mois) et le 

niveau de la tubuline est augmenté (1.26 ± 0.08). Au niveau de la PSD (Fig 3.10C), le 

niveau d' expression de la P-actine est également diminué chez les souris âgées par 

rapport aux souris matures (0.76 ± 0.05), alors que l' abondance de la tubuline n'a pas 

varié significativement. 
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Fig 3. 10 Expression des protéines du cytosquelette chez les souris matures et âgées 
(A-C) À partir de chaque fraction isolée provenant des souris âgées de 7 et de 22 mois, 2.5 Jlg de 
protéines ont été séparées sur gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible 
fluorescence. La membrane a été ensuite incubée avec un anticorps spécifique à 1 'ac tine et à la 
tubuline. Les bandes ont été révélées par chimiluminescence à l'aide du Chemilloc MP et elles ont été 
quantifiées (panneau à droite) où chaque point représente l'intensité d'une bande. Les données 
d'intensité sont exprimées en moyenne± SEM par rapport au groupe de souris âgées de 7 mois. Pour 
les différences significatives par rapport aux souris de 7 mois, p<0.05(*), p<O.Ol(**). P2, 
synaptosome; SPM, membrane synaptosomale; PSD, densité postsynaptique. 
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3.9 Expression des protéines de vésicule 

Les résultats obtenus présentent peu de changement et ont été observé au 

niveau du compartiment postsynaptique entre les souris matures et âgées. L' effet du 

vieillissement est alors analysé au niveau du compartiment présynaptique, en 

particulier les protéines de vésicules impliquées dans le relargage des 

neurotransmetteurs, dont synaptophysine jouant un rôle dans l' arrimage des vésicules 

à la zone active de la membrane présynaptique. Étant donné que les protéines de 

vésicules ne sont pas présentes dans la fraction PSD (Fig 3.4B), la fraction des 

membranes solubles au Triton-X (SSM) a été analysée ainsi que la fraction des 

vésicules synaptiques (SV) où elles sont enrichies. En analysant la fraction P2 (Fig 

3.11A), les résultats d'immunobuvardage montrent que l'expression de EEA1 n'a pas 

variée au cours du vieillissement tandis que 1' expression de synaptophysine chez les 

souris âgées de 22 mois diminue par rapport aux souris de 7 mois (0.69 ± 0.08 et 1.00 

± 0.10, respectivement). Dans la fraction SPM (Fig 3.11B), l'expression de EEA1 est 

augmentée significativement de 79% en comparant avec les souris de 7 mois (1. 79 ± 

0.06 et 1.00 ± 0.09, respectivement) et l ' expression de synaptophysine a baissée de 

40% (0.60 ± 0.11 et 1.0 ± 0.05). Dans la fraction SV (Fig 3.11C), l' expression de 

EEA1 chez les souris âgées a augmenté significativement par rapport à celles de 7 

mois (0.85 ± 0.03 et 1.00 ± 0.04, respectivement). Une diminution d' expression de 

synaptophysine a été mesurée chez les souris de 22 mois comparativement aux souris 

de 7 mois (1.35 ± 0.09 et 1.00 ± 0.10, respectivement). Enfin, l' immunobuvardage de 

la fraction SSM (Fig 3.11D) a montré une baisse d'expression de synaptophysine par 

rapport aux souris de 7 mois (0.57 ± 0.06 et 1.00 ± 0.06). 
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Fig 3. Il Le vieillissement normal a un effet au niveau du compartiment présynaptique 
(A-D) À partir de chaque fraction isolée provenant des souris âgées de 7 et de 22 mois, 2.5 flg de 
protéines ont été séparées sur gel TGX stain-free, puis transférées sur une membrane PVDF à faible 
fluorescence. La membrane a été ensuite incubée avec un anticorps spécifique à une sous-unité du 
NMDAR et les bandes ont été révélées par chimi luminescence à l'aide du ChemiDoc MP. Les bandes 
ont été quantifiées (panneau à droite) où chaque point représente l'intensité d'une bande. Les données 
d' intensité sont exprimées en moyenne± SEM par rapport au groupe de souris âgées de 7 mois. Pour 
les di fférences significatives par rapport aux souris de 7 mois, p<O.OS(*), p<O.Ol(**). p<O.OO l (***). 
EEA 1, Earl y endosome antigène-! ; SYP, synaptophysine. P2, synaptosome; SPM, membrane 
synaptosomale; SV, vésicule synaptique; SSM, membrane soluble au Triton. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Le vieillissement amène des changements au niveau des fonctions cognitives, 

mais il n ' est pas encore clair comment les processus sont mis en place ou impliqués 

dans le déclin cognitif (Murman, 2015). La plupart des études s' intéressent à 

l' évolution et aux altérations des maladies neurologiques reliées au vieillissement, 

mais peu d' entre elles s' intéressent au vieillissement en absence de conditions 

pathologiques (Harada et al. , 2013). Ainsi, la présente étude vise à déterminer 

quelques altérations associées au vieillissement sur 1' expression des protéines 

synaptiques chez les individus âgés. En effectuant le fractionnement cellulaire du 

cortex murin, il a été possible d ' isoler les boutons synaptiques (synaptosomes) pour 

ensuite analyser les membranes synaptiques. En combinant le fractionnement 

cellulaire avec l' immunobuvardage quantitatif, les résultats ont permis de déterminer 

les effets du vieillissement sur le niveau de protéines impliquées dans la 

neurotransmission excitatrice. 

Pour effectuer un immunobuvardage quantitatif, un contrôle de chargement 

est nécessaire pour compenser les erreurs (1) de chargement d 'échantillon, (2) 

associées à un transfert non uniforme des protéines sur membrane PVDF, (3) 

d' estimation de la concentration protéique (Ghosh et al. , 2014). Encore aujourd'hui, 

la principale méthode de normalisation s' effectue par rapport à l' expression des gènes 

de référence stables (housekeeping genes) tel que la ~-actine, l' a-tubuline et la 



51 

GAPDH. Toutefois, il a été montré que ces protéines de références peuvent varier 

selon les conditions expérimentales et les tissus (Ferguson et al. , 2005 ; Rodriguez

Mulero et Montanya, 2005; Ruan et Lai, 2007). Puisque l' abondance de ces protéines 

est relativement élevée et que le domaine linéaire de l'immunodétection par les 

anticorps est étroit, le signal de détection tend rapidement à être saturé, ce qui fait en 

sorte que les changements d'expression ne sont pas observables pour ces protéines. 

Une attention particulière doit donc être prise en considération pour assurer que la 

quantité de protéines chargée soit située à 1 ' intérieur du domaine linéaire pour la 

protéine de référence et pour la protéine d' intérêt (Ghosh et al. , 2014; Taylor et al. , 

2013). Généralement, après la détection des protéines d' intérêt, une étape de 

décapage (ou stripping) permettant la dissociation des anticorps des protéines 

immobilisées sur la membrane est effectuée. Cette même membrane est ensuite 

réincubée avec un autre anticorps primaire dirigé contre les protéines de référence. 

Cependant, durant l 'étape de décapage, il est inévitable que des protéines se 

dissocient de la membrane en raison des réactifs utilisés dans le tampon de décapage, 

ce qui peut ainsi avoir un impact sur la quantification (Alegria-Schaffer et al. , 2009). 

Ainsi, l ' utilisation des protéines de références n' est pas une méthode optimale pour la 

quantification d'un immunobuvardage. D'une autre façon, la normalisation des 

bandes détectées peut aussi se faire par rapport à la quantité de protéines totales 

chargée dans chaque puits en utilisant la méthode de coloration Ponceau ou de 

SYPRO Ruby. Ces deux méthodes permettent d' avoir un grand intervalle de linéarité 

comparativement aux protéines de référence (Aldridge et al. , 2008). Cependant, la 

majorité des méthodes emploient des réactifs coûteux et nécessitent plusieurs 

procédures afin d' obtenir la coloration qui peut engendrer des bruits de fond non 

uniforme (Ghosh et al. , 2014). De plus, ces méthodes ne permettent pas de détecter 

des problèmes avant le début des étapes d' immunobuvardage (Colella et al. , 2012). 

La technologie stain-free a été utilisée pour l' immunobuvardage quantitatif 

afin d'évaluer les impacts du vieillissement sur l'expression des protéines impliquées 
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dans la neurotransmission excitatrice. Comparativement aux gels de polyacrylamide 

traditionnels, les gels stain-free contiennent un composé chimique trihalogène. Les 

composés chimiques trihalogènes comme le 2,2,2-trichloroethanol permettent de 

visualiser les protéines dans le gel d 'électrophorèse lorsqu' il forme une liaison avec 

les tryptophanes de la protéine suite à une exposition de courte durée à l'UV (Ladner 

et al. , 2004). Cette liaison covalente du composé avec le tryptophane permet 

l'émission de fluorescence qui peut être captée par un système d'imagerie utilisant 

une caméra digitale. Cela donne comme avantage la possibilité d'évaluer la qualité de 

chargement sur gel à la suite de l' électrophorèse et du transfert durant les processus 

d' immunobuvardage. Cependant, la modification des résidus tryptophanes peut 

perturber l' interaction entre anticorps-antigène dans le cas où l' anticorps utilisé cible 

une séquence peptidique contenant du tryptophane (Gilda et Gomes, 2013). 

La quantification des protéines peut également se faire par la spectrométrie de 

masse (Zhang et al. , 2010). Comparativement à l'immunobuvardage qui dépend de la 

spécificité de 1 ' anticorps, la spectrométrie de masse se base sur plusieurs paramètres 

comme le temps de rétention, le rapport masse sur charge de l' ion précurseur et le 

fragment du peptide ionisé (Bennett et al. , 2017). Cependant, ces paramètres sont 

affectés par des aspects techniques à considérer tels que 1' extraction des protéines, la 

digestion protéolytique et les modifications apportées sur protéines lors de la 

préparation de l' échantillon. La détermination des protéines à la base de leurs 

peptides peut impliquer des incertitudes au niveau de 1 ' identification (1) si elles 

partagent des homologies comme les sous-unités des AMP ARs, ou (2) si le peptide 

provient d'une autre protéine (Kohl et al. , 2008). La spectrométrie de masse offre une 

meilleure reproductibilité et qualité des données, alors que l' immunobuvardage 

permet une bonne accessibilité et sensibilité en fonction de l' anticorps utilisé (Bennett 

et al. , 20 17). Cependant, la quantité de protéines obtenue dans les différents 

échantillons du fractionnement cellulaire impose une limitation pour la spectrométrie 

de masse (Cox et Emili, 2006). Il aurait nécessité plus de quantité de matériels de 
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départ (cortex). Ainsi, l ' immunobuvardage a été utilisé dans cette étude pour analyser 

le niveau des protéines. 

Outre la détermination du domaine linéaire de quantification pour chaque 

anticorps utilisé et la quantité de protéines à charger sur gel d ' électrophorèse, la 

qualité de l' anticorps utilisé est un autre facteur critique à prendre en considération 

pour l' immunobuvardage (Gilda et al. , 2015 ; Signore et al. , 2017; Taylor et al. , 

2013). Comme l' immunobuvardage se base ultimement sur une interaction spécifique 

entre anticorps et l ' antigène, un anticorps primaire hautement sensible et spécifique 

permet d' analyser la protéine d ' intérêt avec une certitude. Malgré qu' ils soient 

dispendieux, les anticorps de qualité permettent d' obtenir des résultats 

d' immunobuvardages constants. D 'ailleurs, la dilution des anticorps doit être 

considérée afin d' obtenir un signal de détection adéquat (Taylor et al. , 2013). 

Depuis les dernières décennies, plusieurs avancements ont contribué aux 

connaissances sur le dynamisme des AMP ARs dans les scénarios pathologiques, mais 

les mécanismes de régulation et les variations associées au vieillissement restent 

encore inconnus. Contrairement à la majorité des études qui se concentrent sur 

l'hippocampe jouant un rôle central dans la mémoire, la présente étude décrit 

l' expression de plusieurs protéines exprimées dans le cortex de souris âgées. Les 

résultats obtenus montrent que le niveau de GluA 1-4 ne varie pas entre les souris 

matures et âgées peu importe le compartiment analysé. En comparant avec les études 

qui ont été faites sur l'hippocampe, les niveaux de GluAI et GluA2 à la surface 

membranaire sont diminuées chez les rats âgés (Yang et al. , 2015 ; Yu et al. , 2011). 

Cette comparaison suggère que les effets du vieillissement sont différents selon les 

régions du cerveau ou selon 1' espèce étudiée. Par ailleurs, 1' abondance et la 

localisation des AMP ARs à la surface membranaire dépendent en partie des 

modifications post-traductionnelles au niveau du domaine C-terminale (Henley et al. , 

2011 ; Huganir et Nicoll, 2013). Bien que le niveau des AMPARs ne varie pas avec 
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l'âge dans la présente étude, il est possible que le vieillissement ait un effet sur les 

mécanismes des modifications post-traductionnelles menant à une dérégulation de 

routage intracellulaire. Cependant, les résultats présents ne permettent pas de 

conclure cette hypothèse. Basé sur les connaissances actuelles des différentes 

fonctions des modifications post-traductionnelles, il n' est pas encore compris si ces 

dernières sont régulées différemment chez les individus âgés et comment ces 

changements contribuent au déclin cognitif au cours du vieillissement (Jurado, 201 7). 

L'abondance des AMPARs est régulée d' une part par l' activation des 

NMDARs qui sont impliqués dans les mécanismes de plasticité synaptique (Henley et 

Wilkinson, 2013; Hunt et Castillo, 2012). GluN1, GluN2A et GluN2B sont exprimées 

majoritairement au niveau du cortex cérébral et de l'hippocampe (Magnusson et al. , 

2007). Ces sous-unités du NMDAR sont synthétisées et assemblées en tétramère dans 

le réticulum endoplasmique avant d'être exportées à la surface synaptique (Horak et 

al. , 2014). Les NMDARs contenant GluN2B ont la particularité d' avoir une meilleure 

affinité pour le glutamate et d'avoir une longue durée d'ouverture du canal pour 

l' entrée des ions Ca2
+ pouvant induire la LTP (Erreger et al. , 2005). Cependant, il est 

connu que le niveau de GluN2B est élevée à la naissance et diminue au cours du 

développement, alors que le niveau de GluN2A augmente durant ce même temps 

(Dumas, 2005; Monyer et al. , 1994). En conséquence, il a été établi que le déclin de 

la mémoire et des fonctions cognitives relié au vieillissement du cerveau est associé 

au changement de la composition des sous-unités NMDARs (Clayton et al. , 2002; 

Kuehl-Kovarik et al. , 2000) et à l'atténuation de la LTP dépendentes des NMDARs 

(Borie et al. , 2008). Effectivement, des études ont rapporté une diminution 

d' expression de GluN2B en fonction de l' âge (Clayton et Browning, 2001; 

Magnusson, 2000). La diminution d' ARNm de GluN2B, qui pourrait être causée par 

une inhibition de la transcription au cours du vieillissement (Magnusson, 2012), peut 

expliquer la diminution d'expression de GluN2B dans la fraction synaptosomale 

obtenue chez les souris âgées de 22 mois (Fig 3.8A). Ce résultat concorde également 
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avec une étude qui a observé une diminution d' expression de GluN2B dans la fraction 

synaptosomale (Magnusson et al. , 2007). Certaines études ont observé une réduction 

d' expression de GluN2A au niveau des membranes synaptosomales (Kuehl-Kovarik 

et al. , 2000; Magnusson, 2000; Wenk et Barnes, 2000), mais les résultats dans cette 

étude n'ont montré aucune variation dans les fractions analysées chez les souris 

âgées. L' effet du vieillissement sur l' abondance de GluN1 est variable chez les 

souris. Des études ont montré une réduction significative de l' ARNm et de 

l' expression protéique avec l' âge (Magnusson, 2000; Magnusson et al. , 2002) et 

d' autres n' ont observé aucune différence (Magnusson, 2001). La différence de ces 

résultats est expliquée par l'ajout d' une expérience comportementale, ce qui indique 

que l'expression de GluN1 n'est pas seulement variable en fonction de l'âge, mais 

aussi en fonction des facteurs environnementaux (Magnusson, 2001 ). Dans le cas de 

la présente étude, le niveau de GluN1 a diminué faiblement, mais significativement. 

En considérant qu' il n'y a pas eu de variation d'expression des sous-unités de 

NMDAR à la PSD chez les souris âgées, le déclin cognitif associé au vieillissement 

n'est pas seulement causé par la diminution d' expression des NMDARs synaptiques 

ou la perte de neurones, mais possiblement par la baisse d' activité fonctionnelle 

(Newcomer et al. , 2000). L' expression des NMDARs à la surface synaptique est aussi 

régulée par les modifications post-traductionnelles qui peuvent changer l' interaction 

des protéines de la PSD. Par exemple, il est connu que la CK2 (caséine kinase 2) peut 

phosphoryler la Serl480 de GluN2B pour empêcher son interaction avec PSD-95 

(Chung et al. , 2004; Sanz-Clemente et al. , 2010), ce qui induit l' endocytose médiée 

par la clathrine. L' abondance synaptique des NMDARs contenant GluN2B peut aussi 

être régulée à partir de la phosphorylation de la Tyrl472 par les kinases de la famille 

Src qui vont inhiber 1' internalisation du récepteur en empêchant son interaction avec 

la protéine adaptatrice de la clathrine AP-2 (Lavezzari et al., 2003; Roche et al. , 

2001 ). Il est alors possible que le vieillissement entraîne des effets sur 

l' internalisation des NMDARs, ce qui explique le même niveau de ceux-ci à la PSD 

chez les 2 groupes de souris (Zhao et al. , 2009). Puisque la dérégulation des 
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modifications post-traductionnelles est associée avec le processus de vieillissement 

(Cloos et Christgau, 2004), des études futures utilisant l' immw1oprécipitation 

pourraient permettre de voir le niveau d'interaction entre GluN2B et PSD-95 ou AP2 

chez les souris âgées. Il serait également pertinent d' évaluer la phosphorylation des 

sous-unités du NMDAR par spectrométrie de masse. 

La PSD-95 possède un rôle important dans l'ancrage des NMDAR et d'autres 

protéines synaptiques à la surface de la PSD. Contrairement à l'hypothèse initiale où 

il était attendu que le niveau de PSD-95 diminue avec l' âge, les résultats de la 

présente étude ne concordent pas avec cette hypothèse. À l' inverse, une étude a 

démontré que l'expression de cette protéine diminue avec l' âge en analysant les 

synaptosomes d 'hippocampe par immunobuvardage des rats âgés de 12 mois et 28 

mois (VanGuilder et al. , 2011). Par contre leur résultat d 'analyse par qPCR n' a pas 

montré de différence au niveau de la transcription en fonction de 1' âge, ce qui suggère 

un changement dans la régulation ou dans la stabilité dans la PSD au cours du 

vieillissement. Une autre étude a montré une augmentation d'expression de PSD-95 

dans le cortex des humains âgés par des analyses d ' immunobuvardages (Head et al. , 

2009). De manière intéressante, des études ont observé une augmentation 

d' expression de PSD-95 lorsque les rongeurs étaient placés dans une cage avec un 

environnement enrichi pour une longue durée (Nithianantharajah et al. , 2004; Xu et 

al. , 2009). Cette hausse induite par des facteurs externes aurait un effet 

neuroprotecteur ou serait associée à un mécanisme compensatoire pour pallier aux 

déficits synaptiques (Savioz et al. , 2014). L' abondance de PSD-95 au niveau de la 

PSD peut donc être modifiée en fonction de plusieurs facteurs et serait ainsi 

dépendante de l' activité neuronale (Zhang et Lisman, 2012). 

Il est connu que le vieillissement entraîne des changements morphologiques 

aux neurones chez l'humain, ainsi que d' autres espèces comme Caenorhabditis 

elegans (Pannese, 2011 ; Toth et al. , 2012). L'un des changements observés se 
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retrouve au mveau des épines dendritiques qui agissent comme principal site des 

synapses glutamatergiques et de la formation de la plasticité synaptique (Dickstein et 

al. , 2013). Shank1 , Shank2 et Shank3 fom1ent une famille de protéines d' échafaudage 

dans la PSD des synapses glutamatergiques. En interagissant avec plusieurs 

partenaires pour le remodelage du cytosquelette d' actine, chacune d 'elles possèdent 

des fonctions différentes dans la morphologie, la maturation des épines dendritiques 

et l' organisation structurale de la PSD (Grabrucker et al. , 2011; Sala et al. , 2001). À 

partir des résultats d' immunobuvardage mesuré dans la présente étude, le niveau 

d' expression des protéines Shank peut informer sur l' effet du vieillissement sur les 

épines dendritiques. D' après plusieurs études chez différents modèles animaux, il a 

été démontré que le vieillissement entraine une diminution de la densité d'épines à la 

surface des dendrites (Cupp et Uemura, 1980; Duan et al. , 2003 ; Dumitriu et al. , 

201 0). Ces diminutions étaient reliées avec la baisse d' expression de Shank (Hung et 

al. , 2008). Des études ont rapporté que les rongeurs ayant l' expression de Shank 

atténuée avaient une réduction du nombre d' épines. Basé sur le résultat de la fraction 

SPM (Fig 3.8B), une diminution du niveau de Shank chez les souris âgées a été 

observée~ ce qui reflète les mêmes observations que les autres études (Hung et al. , 

2008; Schmeisser et al. , 2012; Wang et al. , 2016). Cependant, l ' analyse de la PSD 

issue de la fraction SPM (Fig 3.8D) a montré une augmentation de Shank chez les 

souris âgées, ce qui pourrait suggérer que la tête des épines dendritiques ou la taille 

de la PSD est plus grande que chez les souris matures (Sala et al. , 2001). Il est à noter 

que dans le cas de la présente étude, l' anticorps utilisé (anti pan-Shank de NeuroMab) 

reconnaît les trois protéines (Shank1-3) simultanément lors de l' immunobuvardage. 

De vue d' ensemble, les résultats obtenus pour cette analyse sont exprimés par la 

somme des intensités de Shank 1-3 . À la base de ces résultats, il n ' est pas possible 

d' avoir une quantification fiable pour chacune des bandes avec 1' anticorps employé. 

Il aurait fallu alors analyser avec un anticorps spécifique pour chaque protéine de la 

famille. Par contre, en raison de leur homologie de séquence et de domaine, les 

fonctions spécifiques pour chacune d' elles ne sont pas complètement bien élucidées 
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(Jiang et Ehlers, 2013). Des études futures utilisant la spectrométrie de masse 

pourraient permettre de répondre à cette intrigante observation. 

L' actine est reconnue comme composante du cytosquelette prédominante dans 

les épines dendritiques (Fifkova et Delay, 1982). L'un des rôles associés au 

cytosquelette d'actine est la modulation structurale des épines dendritiques en 

réponse de l' activité synaptique (Star et al. , 2002). Des évidences ont montré que 

l'activité des récepteurs de glutamate à la PSD influence le dynamisme local de 

l' actine, ce qui affecte ainsi la morphologie des épines (Fischer et al. , 2000; Halpain 

et al. , 1998; Matsuzaki et al. , 2004). De plus, la morphologie de l'épine et 

l ' abondance des récepteurs de glutamate sont influencées par le degré de 

polymérisation de l' actine (Cingolani et Goda, 2008; Zhou et al., 2001). Sachant que 

les épines dendritiques sont riches en actine (Landis et Reese, 1983), la baisse 

d' actine dans les fractions SPM et PSD (Fig 3.10BC) peut également indiquer une 

diminution du nombre d'épines dendritiques chez les souris âgées. Ce résultat 

s' aligne avec la diminution de Shank dont la réduction d'expression est reliée avec 

une baisse du niveau d 'actine localisé dans les épines dendritiques (MacGillavry et 

al. , 2016). Basé sur les résultats de la présente étude, le vieillissement est accompagné 

d'une diminution d'épines dendritiques. 

Les microtubules formés de sous-unités tubuline sont principalement 

responsables de l'arborisation des axones et des dendrites (Baas et al. , 1991). 

Toutefois, des études montrent que les microtubules peuvent se retrouver dans les 

épines dendritiques de manière transitoire pour induire des changements 

morphologiques en fonction de l'activité synaptique (Gu et al. , 2008; Hu et al. , 2008; 

Jaworski et al. , 2009). Les évidences de ces études indiquent qu'il existe des fractions 

de microtubule dynamiquement instable au niveau des dendrites (Baas et al. , 1991 ; 

Brown et al. , 1993) et que le dynamisme de ces microtubules a une importance dans 

la plasticité synaptique (Jaworski et al. , 2009). Durant le vieillissement, la régression 
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des dendrites de neurones corticales a été associée à la perte de stabilité et de 

dynamisme des microtubules (Duan et al. , 2003 ; Jacobs et al. , 2001). Les résultats 

obtenus (Fig 3.1 OB) montrent une augmentation de niveau de tubuline, ce qui ne 

concorde pas à la régression des dendrites lors du vieillissement. Cependant, selon 

des analyses de morphométrie, Caselli et al. démontrent que la densité des 

microtubules dans les axones augmente en fonction de l'âge chez les rats âgés entre 3 

et 12 mois et que cette densité demeure stable jusqu'à l'âge de 30 mois (Caselli et al. , 

1999). L'augmentation de la tubuline pourrait alors suggérer que le diamètre des 

axones et des dendrites sont plus grand chez les souris âgées. Bien que la stabilité des 

microtubules soit importante pour maintenir la morphologie des neurones ainsi que 

l'intégrité synaptique, le dynamisme reste important pour réguler la morphologie et la 

plasticité structurale des épines dendritiques (Jaworski et al. , 2009). Dans cette étude, 

il n'est pas possible d'évaluer l' instabilité dynamique des microtubules par 

immunobuvardage dirigé contre la tubuline. Il aurait fallu par exemple analyser 

l'abondance des protéines associées aux microtubules (MAP) comme MAP2 et Tau 

qui régulent la stabilité des microtubules (Marya et al. , 1994; Serrano et al. , 1984). 

La force des synapses excitatrices dépend à la fois de la probabilité du 

relâchement de neurotransmetteurs et du nombre de récepteurs présents à la surface 

de la membrane (Rosenmund et Stevens, 1996). En analysant le compartiment 

présynaptique, les résultats obtenus dans la présente étude (Fig 3.11) correspondent à 

. ce qui a été observé chez les animaux âgées présentant une faible expression de 

synaptophysine, une protéine qui participe à l' arrimage des vésicules à la zone active 

de la membrane synaptique (Calakos et Scheller, 1994; Canas et al. , 2009; Haley et 

al. , 2010). La différence d'abondance de synaptophysine peut indiquer que le nombre 

de synapses ou de vésicules synaptiques, ou la quantité de synaptophysine à la 

surface des vésicules est réduit (Frick et Fernandez, 2003). D'un autre point de vue, la 

diminution de synaptophysine dans la fraction des membranes synaptosomales peut 

être associée à une diminution de densité de la zone active (Rosenmund et Stevens, 
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1996), où les vésicules s' arriment pour relargage des neurotransmetteurs. La baisse 

du niveau de synaptophysine dans les fractions membranaires peut également 

indiquer une diminution d'abondance des protéines impliquées dans 1' arrimage des 

vésicules au niveau de la membrane plasmique. Il a été en effet, démontré qu' il avait 

une diminution d 'expression de SNAP-25 (Synaptosomal nerve-associated prote in 25 

kDa) chez les souris âgées (Canas et al. , 2009; VanGuilder et al. , 2010). Ainsi, les 

résultats obtenus suggèrent que le vieillissement aurait un impact sur la 

neurotransmission par une diminution de relâchement de neurotransmetteurs chez les 

souris âgées. 

La protéine endosomale EEA 1 assume un rôle critique dans la fusion des 

vésicules durant le processus d' endocytose. Dans la fraction SPM, le niveau d'EEA1 

est augmenté significativement chez les souris âgées. Puisqu'elle est ubiquitaire, cette 

protéine endosomale peut se retrouver dans les compartiments présynaptiques et 

postsynaptiques. En considérant la méthode employée pour effectuer le 

fractionnement sous-cellulaire, il est difficile de savoir comment EEA1 est affecté par 

le vieillissement dans chacun des compartiments. Il est connu que la surexpression 

d'EEA1 induit l ' activité de fusion des endosomes, menant à une augmentation de 

taille des vésicules (Ramanathan et al. , 2013) . D'un point de vue présynaptique, 

EEA 1 est impliqué dans la fusion des vésicules emmagasinant les 

neurotransmetteurs. En apposition avec la diminution du niveau de synaptophysine 

qui décroît le relâchement des neurotransmetteurs par exocytose, l' augmentation du 

niveau d'EEA1 suggère un effet compensatoire pour maximiser la libération des 

neurotransmetteurs via des vésicules plus larges. Cette hypothèse peut être appuyée 

par des études en protéomique du vieillissement qui ont également observé plusieurs 

variations d'expression de protéines impliquées dans le trafic des endosomes (Head et 

al. , 2009; Majdi et al. , 2009; VanGuilder et al. , 2010). Par exemple, l' expression des 

protéines impliquées dans la fusion des vésicules à la membrane, V AMP2 et 

syntaxine 1, est diminuée chez les rats âgés (VanGuilder et al. , 201 0). Ces études 
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laissent croire qu' il existe différents mécanismes de fusion vésiculaire affecté par 

l' âge. Au niveau postsynaptique, EEA1 est impliqué dans la modulation de l' activité 

synaptique. Son augmentation d' abondance serait reliée à une hausse d' activité 

d'internalisation des AMPAR dans les endosomes précoces (Xu et Pozzo-Miller, 

20 17). Avec la hausse du niveau de EEA 1, il serait possible que les endosomes soient 

dirigés vers la voie de recyclage pour maintenir le nombre de récepteur à la 

membrane synaptique. Cela pourrait expliquer le même niveau d'expression des 

AMPARs dans la PSD entre les souris âgées de 7 et de 22 mois (Fig 3.4) et la faible 

variation des NMDARs (Fig. 3.7). 

Basé sur les résultats obtenus dans la présente étude, un modèle du 

vieillissement neuronal a été proposé (Fig 4.1). Sachant que l' actine est enrichie dans 

les épines dendritiques, les résultats d'analyse montrant la diminution du niveau 

d' actine supporte l ' idée qu' il y a une réduction de taille et/ou du nombre d'épines 

dendritiques chez les souris âgées. L' altération de la dynamique des filaments 

d' actine serait un élément qui mène à la perte des synapses durant le vieillissement 

(Duan et al. , 2003; Mack et al. , 2016). Au niveau du compartiment présynaptique, la 

diminution de synaptophysine indiquerait une réduction du nombre de vésicules 

synaptiques chez les souris âgées par rapport aux souris matures (Hatanpaa et al. , 

1999). En revanche, la taille des vésicules synaptiques serait agrandie avec 

l' augmentation d' expression de EEA1 chez les souris âgées. Puisque EEA1 pourrait 

également être impliqué dans la libération des neurotransmetteurs, son augmentation 

du niveau pourrait compenser la diminution de synaptophysine. Cependant, il n'y a 

présentement aucune étude qui peut supporter cette hypothèse en affirmant la relation 

entre EEA 1 et synaptophysine. Au niveau du compartiment postsynaptique Shank 

peut interagir indirectement avec les AMPARs et NMDARs. L 'augmentation du 

niveau de Shank permettrait une plus grande expression synaptique de ces récepteurs. 

D'ailleurs, l' augmentation de Shank au niveau de la PSD indiquerait une plus grande 

surface de la PSD qui corrèlerait avec le nombre de récepteurs de glutamate 
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(Shinohara et Hirase, 2009). Dans l'optique de bien voir les changements des épines 

dendritiques au cours du vieillissement, il serait pertinent d'élargir la fenêtre de temps 

en ajoutant un groupe de souris âgées de 2 mois correspondant à un humain âgé de 20 

ans. L'ajout d'un groupe de souris âgées de 2 mois permettra alors d'enrichir le 

modèle hypothétique en comparant l'expression différentielle avec les groupes de 

souris âgées de 7 et 22 mois. 

Den.dritic I 
spmes 1 

Presynaptic 

Postsynaptic 

7 rnonth old (young adult) 22 rnonth old (aged adult) 

f AMP ARj f NNIDAR 1 Synaptopbysin 1 EEAl F-actin 

Active zone - Postsynaptic clensity 

+ Glutamate 

Synaptic vesicle 

Fig 4. 1 Modèle proposé des changements durant le vieillissement normal chez la souris 
Basés sur les résultats obtenus, la taille et le nombre d'épines dendritiques seraient réduits chez les 
souris âgées de 22 mois par rapport aux souris de 7 mois . Pour compenser ces effets, les épines 
dendritiques possèderaient une plus grande surface de densité postsynaptique pour maintenir un plus 
grand nombre de AMP ARs et de NMDARs synaptiques comparativement aux souris matures. Au 
niveau présynaptique, il serait possible que les souris âgées aient peu de vésicules synaptiques, mais 

elles sont de plus grandes tailles et emmagasinent beaucoup de neurotransmetteurs. 
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En conclusion, le vieillissement est un processus complexe qui varie selon 

chaque individu en fonction des facteurs génétiques et environnementaux. En 

neurobiologie, la majorité des études sur le vieillissement se concentrent sur les 

maladies neurodégénératives, mais peu ont été effectuées dans un contexte non 

pathologique. Sachant que le vieillissement est le principal facteur de risque de 

maladie neurologique, la compréhension de ses effets chez les individus sains est 

important afin d'établir des biomarqueurs potentiels permettent de délimiter la 

frontière entre le vieillissement normal et pathologique. En s' intéressant aux aspects 

moléculaires et cellulaires, les impacts du vieillissement sur 1' expression des 

protéines synaptiques ont été déterminés en combinant le fractionnement cellulaire, la 

technologie stain-free et l' immunobuvardage. En tenant plusieurs critères en 

considération pour la fiabilité de la quantification (le domaine de linéarité, la 

référence de normalisation et 1' anticorps utilisé), il a été possible d ' évaluer 

l'expression de plusieurs protéines synaptiques du cortex et la distribution dans 

différents compartiments neuronaux issue du fractionnement par centrifugation 

différentielle. Les résultats d' immunobuvardage ont montré peu d' effet du 

vieillissement normal sur 1' expression des récepteurs du glutamate (AMP AR et 

NMDAR). Par contre, les variations d' expression de la protéine d' échafaudage Shank 

dans différents compartiments ont permis de déterminer les effet de 1' âge sur 

1' organisation de la PSD et la morphologie des épines dendritique. Le vieillissement a 

également affecté 1' expression des protéines du cytosquelette ( actine et tubuline) et 

surtout les protéines de vésicules (EEAl et synaptophysine). Dans une vue 

d' ensemble des résultats tout en tenant compte du nombre de souris utilisées et de la 

quantité restreinte d'échantillons, les effets du vieillissement normal observé dans la 

présente étude supporte un modèle où il y a une désorganisation structurale de la 

synapse et avec 1' altération du trafic intracellulaire des protéines synaptiques. 

Cependant, le nombre de souris étudiées dans cette étude ne permet pas de tracer une 

conclusion définitive. Davantage de recherches seront nécessaires en analysant 

d'autres marqueurs protéiques afin de mieux comprendre les effets du vieillissement 
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et d' émettre une conclusion mécanistique à la base de l' activité neuronale, tout en 

appliquant d'autres techniques, telle que la spectrométrie de masse pouvant 

complémenter les résultats obtenus. De plus, l' analyse des modifications post

traductionnelles des protéines synaptiques en utilisant des anticorps spécifiques 

pourrait fournir des informations complémentaires et intéressantes sur 1' altération des 

synapses chez les sujets âgés. 
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