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RESUME

Sigma-1R (S1R) est une protéine ubiquitaire exprimée partout dans le corps, notamment dans le
cerveau et le foie. Elle est considérée comme protéine chaperonne ayant une activité¢ ligand-
dépendante et -indépendante. Ces ligands sont catégoris€s comme agonistes ou antagonistes, en
fonction de leur capacité a déclencher ou inhiber les activités chaperonnes de SIR, par exemple,
les neurostéroides, en particulier les stéroides sexuels. SIR est impliquée dans diverses voies de
signalisation qui régulent plusieurs fonctions cellulaires et cérébrales, incluant I'homéostasie
calcique et protéique, 1'excitabilité neuronale, la plasticité synaptique, les processus de mémoire et
la régulation des émotions. En effet, la physiologie cérébrale subit des changements naturels avec
le temps. Ces changements font partie du processus normal du vieillissement et peuvent entrainer
des répercussions sur les fonctions cognitives, les émotions et les comportements chez les deux
sexes. Malgré ses fonctions critiques, le profil d'expression de S1R dans le cerveau avec 1’age et
en fonction de sexe n'a pas encore été exploré. Dans cette optique, nous avons effectué un marquage
par immunofluorescence dans le but d’étudier la distribution de S1R dans le cerveau a différents
stades ontogénétiques (juvéniles, jeunes adultes et adultes) en utilisant des souris males et femelles.
S1R est exprimé partout dans le cerveau chez les males et les femelles, et cela, quel que soit 1’age.
Cependant, une forte intensité a été remarquée dans I"hippocampe, spécifiquement dans les CAl
et CA3. Auniveau du DG, S1R n’est pas exprimé dans la couche sous-granulaire chez les juvéniles.
De plus, le niveau de I’expression de S1R diminue considérablement a 1'age adulte tant que chez

les males que les femelles.

Mots clés : Récepteur Sigma-1R, Chaperonne, Cerveau, Immunofluorescence, Sexe, Age.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Histoire du récepteur S1IR

Le récepteur Sigma-1R (S1R) a été classé initialement comme un des récepteurs opioides en 1976.
Cette supposition est issue d’ une étude comportementale chez le chien. En effet, les manifestations
psychotiques remarquées chez le chien sont attribuées a D’interaction de la morphine, la
ketocyclazocine et le SKF-10047 avec des récepteurs mu, kappa et sigma, respectivement (Martin
etal., 1976). En 1982, Su a démontré que le récepteur sigma différe des autres récepteurs opioides
en raison de sa faible affinité a la naltrexone, un antagoniste sélectif des récepteurs opioides de
haute affinité (Su, 1982). En 1983, Vaupel a confirmé que le récepteur sigma n’a pas d’affinité
pour la naltrexone (Bruce Vaupel, 1983). En 1985, le récepteur sigma a été suggéré comme étant
membre de la famille des récepteurs NMDA, vu sa capacité a interagir avec la phencyclidine (PCP).
Cette derniére est connue pour son interaction avec les récepteurs au glutamate NMDA (acide N-
méthyl-D-aspartique) (Goldman et al., 1985; Zukin et al., 1986). En 1987, les récepteurs sigma ont
¢été reconnus comme une famille de récepteurs distinctes des récepteurs opioides et divisés en deux
sous-types: Sigma-1R et Sigma-2R (Quirion et al., 1987). En 1988 et 1989, des études ont mis en
évidence la capacité des récepteurs sigma, incluant le récepteur S1R, a lier les stéroides et des
médicaments antipsychotiques (Snyder & Largent, 1989; Su et al., 1988). Quelques années plus
tard, le récepteur S1R a été cloné pour la premiere fois par Hanner et al. a partir du foie de cochon
d’Inde, en indiquant qu’il ne présente aucune homologie avec d’autres protéines exprimées chez
les mammiferes (Markus Hanner et al., 1996). En 1997, Maurice ef al. ont mis en €vidence 1’effet
anti-amnésique de certains ligands du récepteur S1R, un mécanisme impliquant la libération du
neurotransmetteur acétylcholine (Maurice & Lockhart, 1997). En 2001, Hayashi et Su ont
démontré que S1R, l'ankyrine B (ANK220) et le récepteur inositol triphosphate de type 3 (ITPR3)
forme un complexe dans la zone périnucléaire des cellules NG-108, et I’application d’un agoniste
tel que PRE-084 déclenche la dissociation de ANK220 de [P3R-3. Cette dissociation est bloquée
par un antagoniste du récepteur S1R. Cela suggere que S1R et ses ligands peuvent jouer un role

important dans les cellules en régulant la fonction des protéines et la signalisation calcique



intracellulaire (Hayashi & Su, 2001). En 2003, Langa et al., ont généré des souris knockout de S1R.
IIs ont montré que 1'absence de 1étalité embryonnaire chez les souris mutantes S1R indique que la
fonction de ce dernier n'est pas nécessaire au développement normal de 1'embryon. Ceci permet
éventuellement aux cellules embryonnaires de se développer normalement et de se comporter
comme des souris de type sauvage. Les souris knockout S1R sont utilisées comme un outil tres
pertinent pour établir l'importance in vivo du récepteur SIR dans des conditions normales et
pathologiques (Langa et al., 2003). Bien que le knockout se développe normalement, la souris
montre des déficits de la mémoire, de I’anxiété et des comportements de type dépressif (Chevallier

etal., 2011).

En 2007, Hayashi et al., ont démontré que le récepteur SIR est une protéine chaperonne sensible
aux ions Ca2" localisés au niveau de I’interface réticulum endoplasmique-mitochondrie (MAMs),
ou elle forme un complexe avec la protéine d'immunoglobuline de liaison (BiP). En outre,
I’augmentation de I’expression du récepteur SIR atténue le stress au niveau du réticulum
endoplasmique (RE) et la diminution de son expression induit I’apoptose cellulaire (Hayashi & Su,
2007a). En 2013, le récepteur S1R est list¢ comme récepteur non opioide parmi les cibles
pharmacologiques par 1’Union Internationale de Pharmacologie Fondamentale et
Clinique (IUPHAR) (Alexander et al., 2013). L'inclusion de SIR dans la liste de 'TUPHAR est un
signe de reconnaissance de son importance dans le domaine de la pharmacologie. Cela peut
renforcer la crédibilité scientifique et 1'importance des travaux de recherche liés a cette protéine.
De plus, les protéines répertoriées par 'ITUPHAR sont considérées comme cibles potentielles pour
la conception et le ciblage de médicaments pour des pathologies spécifiques, favorisant ainsi le

développement de nouvelles thérapies.

En 2016, Schmidt ef al., ont établi la structure cristallographique de S1R (Schmidt et al., 2016).
Actuellement, des recherches sont en cours afin de mieux comprendre et explorer le potentiel
thérapeutique de SIR. Ces recherches concernent les maladies neurodégénératives, les maladies
psychiatriques, la toxicomanie, le cancer, la douleur chronique, etc (Ryskamp et al., 2019, Linciano,
2023, Pontisso, 2021, Burns, 2023). Elles concernent également de nombreuses fonctions
physiologiques telles que la régulation des canaux ioniques, la stabilité des MAM, I’homéostasie
calcique et protéique, et I’autophagie (Lachance et al., 2023; Nguyen et al., 2017; Schmidt & Kruse,
2019; Soriani & Kourrich, 2019).



1.2 Caractéristiques de S1IR
1.2.1 Caractéristiques moléculaires

Le récepteur SIR est une protéine formée de 223 acides aminés de masse moléculaire de 24 + 2
kDa (Kekuda et al., 1996). Elle a été clonée pour la premicre fois a partir du cochon d’Inde (Markus
Hanner et al., 1996). Le geéne qui code pour le récepteur sigma-1 (SIGMARI) est localisé au niveau
du chromosome 9 chez I’humain et le chromosome 4 chez la souris. Il est formé de quatre exons et
trois introns (Prasad et al., 2002) (Prasad et al., 1998; Seth et al., 1997). Ces derniers présentent

des similitudes chez les humains et la souris (Figure 1.1).
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B. Geéne SIGMAR1 chez la souris
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Figure 1.1 : Schéma représentatif de la structure génétique du géne SIGMARI et ses variants
chez I’humain (A) et la souris (B). D’apres Pan et al., 2017.

1.2.2 Topologie

Les avis divergent sur la structure de S1R et ’orientation de ces domaines C- et N- terminaux.
Dans un premier temps S1R a été suggéré comme protéine avec un seul domaine transmembranaire
(M. Hanner et al., 1996). Ensuite, Aydar et al., ont proposé un modéle avec deux domaines
transmembranaires. Cette étude a été faite dans des ovocytes de grenouille (Xenopus laevis)
(Aydar et al., 2002) (Figure 1.2A). Cependant, Hayashi et al., ont proposé un modele avec deux
domaines transmembranaires avec les C- et N- terminaux orienté vers la lumicre du réticulum
endoplasmique (Hayashi & Su, 2007b) (Figure 1.2B). Plus tard, la structure cristallographique de
S1R révele un seul domaine transmembranaire dans les cellules issues d'ovaires de hamster de
Chine (Cricetulus griseus) (Figure 1.2C). Cette topologie mis en évidence dans des micelles
suggere que le C-terminal du récepteur SIR est orienté vers le cytosol et constitue le site de liaison
avec différents ligands (Schmidt et al., 2016). Cependant, Mavylutov ef al., ont démontrer in vitro
dans les cellules ND7/23 et in vivo dans un modele de neurones ganglionnaires, et donc moins

artificiels, que le C-terminal de S1R est orienté vers la lumiére du RE (Mavylutov et al., 2018).



Cytosolic side

Figure 1.2 : Schéma représentatif de la topologie de SIR.

(A) Mode¢le de SIR contenant deux domaines transmembranaires avec les C- et N- terminaux
orientés vers le cytosol. D’aprés Aydar et al., 2002.

(B) Modele de S1R contenant deux domaines transmembranaires avec les C- et N- terminaux
orientés vers la lumicre du réticulum endoplasmique, les fleches indiquent les acides aminés
critiques pour la liaison du ligand S1R. D’apres (Hayashi & Su, 2007b).

(C) Modele de SIR contenant un seul domaine transmembranaire avec un C-terminal orienté vers
le cytosol. D’aprés Schmidt et al., 2016.

1.2.3 Localisation subcellulaire de SIR

La localisation subcellulaire de SIR dépend de I’organe et du type cellulaire. En fait, SIR est
localisé principalement au niveau de la MAM dans les cellules CHO (Hayashi & Su, 2007a).
D’autres études ont suggéré la présence de S1R au niveau du plasmalemme, membrane plasmique
incluant I’environnement proche de la membrane, ou il interagit avec d’autres protéines telles que
les canaux ioniques et les protéines kinases (Su et al., 2010). De plus, Mavlyutov et al., ont
démontré la localisation de récepteur SIR au niveau de I’enveloppe nucléaire des cellules
photoréceptrices. Cependant, S1R n’a pas été détecté au niveau du réticulum endoplasmique (RE)
chez les cellules photoréceptrices (Timur A. Mavlyutov et al., 2015). De plus, il a ét¢ démontré

que S1R est exprimé au niveau de I’enveloppe nucléaire ainsi que le RE dans la lignée cellulaire



NSC-34; chez les cellules de type motoneurone murin (Mavlyutov et al., 2017). Le récepteur SIR
forme un complexe avec la protéine BiP (Binding Immunoglobulin Protein, Grp78 ou Hspa5) au
niveau de la MAM. La déplétion du Ca*" au niveau du RE ou I’intervention d’un agoniste de SIR
induit la dissociation du complexe BiP-S1R, suivi de la redistribution de S1R au niveau des
différentes interfaces, telles que : RE-Membrane plasmique, RE-Enveloppe nucléaire, RE-

Gouttelettes lipidiques (Figure 1.3) (Lachance et al., 2023).

ER- Plasma Membrane

ER-Mitochondria (MAM)

ER-Nuclear Envelope

Endoplasmic
Reticulum (ER)

ER- Lipid Droplet

Figure 1.3 : Représentation schématique de la localisation de SIR et ses sites d’intervention.
D’aprés Lachance et al., 2023.

1.3 Role de S1IR comme protéine chaperonne

S1R occupe un role central en tant que médiateur dans plusieurs voies de signalisations cellulaires.
Il agit en tant que protéine chaperonne régulée par des ligands. Ces ligands ont été catégorisés
comme agonistes ou antagonistes, en fonction de leur capacité a reproduire les effets de 1’activation
ou de l'inactivation du récepteur SIR (Nguyen et al., 2015). Dans son état inactivé, le récepteur
SIR forme un complexe avec la protéine BiP au niveau des MAM. La déplétion en Ca®" au niveau

de ER ou l’intervention d’un agoniste déclenche sa dissociation de la protéine BiP. Cette



dissociation active la fonction chaperonne de SIR et donc sa redistribution vers d’autres
compartiments cellulaires ou S1R exerce ses fonctions cellulaires spécifiques aux sites ciblés
(Figure 1.4) (Hayashi & Su, 2007b; Schmidt & Kruse, 2019), ou il interagit avec un ensemble de
protéines clientes, notamment les récepteurs a I’IP3 (IP3R), ’ankyrine B et les récepteurs GPCR
(Soriani & Kourrich, 2019). En effet, il a ét¢ montré que 1’augmentation de ’expression de SIR
atténue le stress au niveau de RE via la stabilisation des IP3Rs au niveau des MAM, et la

diminution de son expression induit I’apoptose cellulaire (Hayashi & Su, 2007a).
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Figure 1.4 : Schéma synoptique des mécanismes d’action de S1R et ces différentes protéines
clientes. D’aprés Schmidt & Kruse, 2019.

1.4 Expression de SIR au niveau du cerveau

L’expression de SIR au niveau du cerveau a été¢ étudiée chez ’humain et dans divers modeles
animaux tels que le singe, le rat, le cochon d’Inde et la souris. Ces études ont été réalisées a 1’aide

de différentes techniques, notamment I’immunohistochimie (IHC), la tomographie par émission de



positrons (PET Scan) et I’hybridation in situ (ISH) (Alonso et al., 2000; Gundlach et al., 1986;
Kawamura et al., 2003; Ramakrishnan et al., 2016; Seth et al., 2001). La tomographie par émission
de positrons a montré que le récepteur SIR est largement répandu dans le corps humain notamment
dans le foie (Figure 1.5) et sa présence est plus prononcée dans le cerveau (Figure 1.6) (Stone et
al., 2006). En effet, le cerveau exprime le SIR d’une maniére distincte dans différentes régions
cérébrales chez la souris, notamment dans le cortex cérébral, I’hippocampe, I’hypothalamus, le
thalamus, le cervelet et le noyau accumbens (Figure 1.7) (Seth et al., 2001). Chez le rat wild type,
le niveau d'immunomarquage de S1R le plus ¢€levé a été associé aux neurones situés dans des
régions spécifiques comprenant la couche granuleuse du bulbe olfactif, divers noyaux
hypothalamiques, le septum et la corne dorsale de la moelle épiniére. En revanche, seule une faible

expression est associée aux neurones situés dans les noyaux caudé—putamen et le cervelet (Alonso

et al., 2000).

Figure 1.5 : Distribution de SIR dans le corps humain, image réalisée par la tomographie par
émission de positron. D’aprés Stone, 2006.



Figure 1.6 : Images PET scan au niveau du cerveau humain; en haut a droite: coupe coronale; en
bas a gauche: coupe sagittale; en bas a droite : coupe transaxiale. D’aprés Stone et al., 2006.

Figure 1.7 : Images représentatives de la distribution régionale du S1R au niveau du cerveau chez
la souris par la technique d'hybridation in situ. D’apres Seth et al., 2001.

(A) Coupe sagittale du cerveau d’une souris représentant I’expression du SIR au niveau de C,
cortex; H, hippocampe; CB, cervelet. Expression du S1R au niveau du cortex (B), de I’hippocampe
(CA, Corne d’Ammon; DG, Gyrus dentelé) (C), et au niveau du cervelet G, couche granulaire; ML,
couche moléculaire; M, médulla de la substance blanche; D, Noyau cérébelleux profond; les
fleches indiquent les corps cellulaires de Purkinje) (D). D’apres Seth et al., 2001.



1.5 SI1R et les hormones neurostéroides

Les neurostéroides sont une classe de molécules stéroidiennes qui se trouvent naturellement dans
le cerveau et qui jouent un role dans la modulation de I'activité neuronale (Belelli et al., 2022). Ces
composés sont synthétisés dans le cerveau a partir de précurseurs stéroidiens, tels que la
progestérone et la déhydroépiandrostérone (DHEA), par des enzymes spécifiques. En effet, les
neurostéroides sont des ligands endogenes de S1R. Il a été montré que la progestérone sulfate
(PREGS) est un agoniste du SIR tandis que le sulfate de déhydroépiandrostérone (DHEAS) et la
prégnénolone sont des agonistes de SIR (Pan et al., 2017) (Monnet & Maurice, 2006). En effet,
des recherches suggerent que les neurostéroides, tels que I'allopregnanolone, peuvent jouer un réle
dans la modulation de I'humeur et des émotions a travers leur action sur SIR (Froger, 2019;
Moriguchi et al., 2011; Ratner et al., 2019; Zorumski et al., 2019). De ce fait, le S1R pourrait jouer
des roles spécifiques chez les males versus femelles. Il a été montré que I’expression de S1R différe
entre les souris males et femelles dans des modeles de la maladie d’Alzheimer (Danis, 2021). Par
ailleurs, aucune recherche sur I’expression de S1R au niveau du cerveau chez les males et les

femelles dans des conditions non pathologiques n’a été réalisée a ce jour.

1.6 Récepteur S1R et ’age

L’age est un facteur qui induit des changements structurels et fonctionnels progressifs au niveau
du cerveau. Ces changements peuvent contribuer a des modifications des fonctions cognitives
(Esiri, 2007). De plus, l'age est 'un des facteurs de risque pour de nombreuses maladies
neurodégénératives, telles que la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson (Duggan et al.,
2020). Le récepteur S1R est une protéine présente dans diverses régions du cerveau ou il joue un
role primordial dans la neuroprotection (Lachance et al., 2023). Peu d’études ont été faites sur le
changement de 1’expression de S1R et sa localisation au niveau du cerveau en fonction de 1’age.
Kawamura et al., ont démontré que les sites de liaison au récepteur S1R augmentent avec 1’age au
niveau du cerveau chez le singe, en utilisant la technique de TEP scan par [11C]SA4503; un
agoniste de S1R (Kawamura et al., 2003). Cependant, il a ét€¢ remarqué une diminution de la liaison
du ligand spécifique au SIR avec I’age dans quelques régions cérébrales (Ramakrishnan et al.,
2016). En utilisant la technique d’immunohistochimie, Phan et al., ont montré que 1’expression de

S1R au niveau du cerveau chez la souris reste stable a différents stades ontogéniques (Phan et al.,
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2003). A ce jour, en raison des différentes techniques et modéles utilisés, les études ne permettent

toujours pas de conclure sur les niveaux de I’expression cérébrale de SIR en fonction de 1’age.

1.7 Pathologies liées a SIR
1.7.1 Maladies neurodégénératives

SIR est impliqué dans différentes maladies neurodégénératives telles que la maladie d’ Alzheimer,
la maladie de Parkinson, la maladie de Huntington et la sclérose latérale amyotrophique juvénile.
De ce fait, il est considéré comme une cible pour développer de nouvelles pistes thérapeutiques.
Cependant, il convient de noter que la compréhension de I'implication du SIR dans les maladies
neurodégénératives est encore en cours de développement et que des recherches supplémentaires

sont nécessaires pour mieux comprendre le mécanisme d'action de SIR.

1.7.2 Maladie d’Alzheimer (MA)

La MA est une maladie neurodégénérative chronique qui provoque une détérioration de la mémoire
et des capacités cognitives avec le temps (Selkoe, 2002). Selon I’Organisation mondiale de la santé,
MA est considérée comme la principale cause de la démence, affectant environ 55 millions de
personnes au monde. Cette maladie est caractérisée par la formation des plaques de béta-amyloide
dans le milieu extracellulaire et les enchevétrements de neurofibrilles a 1’intérieur des neurones.
Bien que la démence puisse étre causée par de multiples pathologies neurodégénératives ou
cérébrovasculaires, en particulier chez les patients agés, la MA reste la cause la plus fréquente de
démence (Schneider et al., 2009). L’age est le facteur de risque de la MA (Wu et al., 2017). Les
femmes sont atteintes de démence plus que les hommes (Wu et al., 2017). Des études ont montré
que S1R est impliqué dans la MA. En effet, SIR joue un rdle crucial dans les fonctions cognitives,
de ce fait, il est considéré comme une cible pour développer des médicaments pour traiter cette
affliction. En utilisant un radioligand [''C]SA4503 sélectif de SIR, il a été montré par le PET que
les sites de liaisons du récepteur étaient significativement plus faible dans les régions frontales,
temporale et occipitale lobe, cervelet et thalamus, chez les patients atteints de la MA (Mishina et

al., 2008).

La DHEA est une hormone stéroidienne synthétisée a partir du cholestérol et sécrétée par les
glandes surrénales et les cellules du systeme nerveux central. Cette hormone est un précurseur des

hormones sexuelles (Baulieu & Robel, 1998). Le taux de DHEA diminue avec I’age (Vermeulen,
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1995). Le changement du taux de cette hormone est 1’un des facteurs favorisant le déclin cognitif
et ’apparition des troubles ménisques, y compris la MA (Goncharov & Katsya, 2013). En effet,
I’activation de SIR par la DHEA améliore la fonction cognitive grace a la phosphorylation des
protéines synaptiques (CaMKII, PKC et ERK) au niveau de I’hippocampe des souris
bulbectomisées, un modeéle de déficits de mémoire consistant en 1’ablation des bulbes olfactifs

(Moriguchi et al., 2011).

1.7.3 Sclérose latérale amyotrophique (SLA)

La SLA est une maladie neurodégénérative affectant les motoneurones de la moelle épiniére (Ilieva
et al., 2009). Cette maladie se manifeste par une paralysie musculaire progressive, une atrophie et

des contractures dues a une perte marquée des motoneurones supérieurs et inférieurs.

Le SLA touche environs 1 a 5/100000 personnes dont I’age varie entre 55 et 65 ans. En effet,
plusieurs mutations sont causatives de la SLA familiale et sporadique, telles
que C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS, TDP-43, ANG et OPTN. Ces mutations induisent la
formation d’agrégats protéiques, le stress oxydatif et un dysfonctionnement des mitochondries, et
par conséquent la mort cellulaire (Kiernan et al., 2021). Des études ont montré que la mutation
¢.304G > C au niveau du gene SIGMARI (S1R-E102Q) est causative de la SLA Juvénile. Cette
mutation engendre des agrégats de récepteurs Sig-1RE1%2Q ay niveau du cytoplasme (Al-Saif et al.,
2011). 11 a été reporté également que la surexpression du Sig-1RF1%2Q dans les cellules Neuro-2A
induit & la formation des agrégats de SIR muté ainsi que la réduction de la production d’ATP
mitochondriale. Cela engendre des agrégats de la TDP-43 ainsi que son ubiquitination (Tagashira

etal., 2014).

1.7.4 Maladie de Parkinson (MP)

La MP est une maladie caractérisée par la mort des neurones dopaminergiques de la substance
noire et la formation des agrégats d’alpha-synucléine, également appelés corps de Lewis. Cette
maladie se manifeste par la raideur musculaire, le tremblement et 1’akinésie (Poewe et al., 2017).
Cette maladie se manifeste également par des troubles cognitifs et psychiatriques (Charvin et al.,
2018). Les ganglions de la base qui contrdlent le mouvement du corps sont les principales zones

cérébrales affectées par la MP. Ils sont constitués de plusieurs noyaux, dont le noyau caudé, le

12



putamen, la substance noire et le globus pallidus. Ces noyaux forment un réseau d'interconnexion

qui traite les signaux d'initiation et de fin de mouvement (McGregor & Nelson, 2019).

Des mutations au niveau de plusieurs geénes tels que, alpha-synucléine, GBA, DJ-1 et LRRK2 sont
associés a la MP. Ces mutations induisent un dysfonctionnement mitochondrial, une
neuroinflammation et un stress oxydatif (Poewe et al., 2017). L’administration de PRE-084, un
agoniste de SIR, a des souris atteintes de dégénérescence de la voie dopaminergique nigrostriatale
a montré une récupération significative au bout de 5 semaines. Il a été¢ remarqué également une
augmentation de la densité des fibres dopaminergiques, une récupération modeste de niveau de la
dopamine et une surrégulation des facteurs neurotrophique BDNF et GDNF (Francardo et al.,

2014).

1.7.5 Maladie de Huntington (MH)

La MH est une maladie héréditaire caractérisée par une dégénérescence progressive des cellules
nerveuses dans certaines régions du cerveau. Elle est caractérisée par des troubles moteurs et
cognitives, problémes émotionnels et psychologiques et un déclin des fonctions cognitives. La MH
est causée par une mutation dans le gene H77, qui conduit a la production d'une protéine mutée
dysfonctionnelle appelée huntingtine (mHtt) (Tabrizi et al., 2019). Cette mutation est due a la
répétition de triplet GAA dans I’exon 1 dans le géne HTT. La protéine mHtt s'accumule dans les
cellules nerveuses, en formant des agrégats toxiques qui interférent avec les fonctions cellulaires
normales (Tabrizi et al., 2019). Des recherches récentes ont suggéré que S1R pourrait étre impliqué
dans la MH. Une expression élevée de SIR a été remarquée au niveau du striatum chez des souris
transgéniques YAC128 agées de 12 mois et chez les patients atteints de la MH (Ryskamp et al.,
2017). En effet, les souris transgéniques YAC128 expriment le géne MH humain complet avec 128
répétitions CAG et constituent un modele unique pour I'étude de la MH. La pridopidine, un ligand
qui présente une forte affinité pour S1R, pourrait potentiellement contribuer a une réduction
significative des mouvements involontaires chez les patients atteints de la MH (BRIeFS, 2010).
Egalement, il a été rapporté une colocalisation de S1R et des agrégats mHitt en utilisant des cellules

HeLa exprimant le fragment N-terminal de mHtt (Miki et al., 2015).
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1.8 Troubles neuropsychiatriques et SIR
1.8.1 Dépression

La dépression est un trouble de I'humeur principalement persistant qui a un impact négatif sur les
aspects sociaux, professionnels et personnels du patient. Selon 1’Organisation mondiale de la sant¢,
environ 3,8 % de la population souffrent de dépression. Ce trouble mental courant se caractérise
par une humeur dépressive persistante, une perte d'intérét ou de plaisir dans les activités, des
changements de l'appétit et du sommeil, une diminution de l'énergie et des difficultés de
concentration (Henderson et al., 1998). La dépression peut étre causée par de nombreux facteurs,
notamment des déséquilibres chimiques dans le cerveau, des facteurs génétiques, des événements
traumatiques, le stress et d'autres conditions médicales. En effet, il existe plusieurs classes
d'antidépresseurs, notamment les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRS), les
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine-noradrénaline (IRSN), les antidépresseurs tricycliques
(ATC) et les inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAO). Plusieurs inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la sérotonine (ISRS) interagissent directement avec S1R, soit en tant qu’agonistes
dans le cas de la fluvoxamine et de la fluoxétine, ou d'antagonistes dans le cas de la sertraline
(Ishima et al., 2014). Une étude de tomographie par émission de positrons a révélé qu'une dose
unique de fluvoxamine (150-200 mg) occupait environ 60 % des SIR dans le cerveau humain
(Ishikawa et al., 2007). Pabba et al., ont reporté une augmentation de I’expression des sous-unités
GIuN2A et GIuN2B, des sous-unités des récepteurs au glutamate NMDA, en utilisant trois
agonistes de S1IR: SKF-10074, la pentazocine et un antagoniste de SIR BD1047 (Pabba et al.,
2014). 11 a été également démontré que I’administration de SA4503, un agoniste sélectif de S1R, a
permis la restauration du niveau des GluN1 au niveau du cortex préfrontal, 1’hippocampe et
I’amygdale chez les rats ayant un phénotype de type dépressif (Wang et al., 2007). De plus, Ago et
al.,ont suggéré que l’interaction de SIR avec 5-HT1A, un récepteur a la sérotonine, pourrait
contribuer au traitement des troubles psychiatriques liés au déficit des récepteurs GABAA (Ago et
al., 2016). D’autre part, un déficit en récepteurs S1R réduit l'inhibition GABAergique dans
I'amygdale basolatérale ce qui provoque des comportements de types dépressifs (Zhang et al.,
2017). 1l est bien connu que le systeme sérotoninergique est impliqué dans la régulation de
I’humeur et dans les mécanismes d’action antidépresseurs (Miquel-Rio et al., 2022). En effet, il a
été reporté que S1R augmente la neurotransmission des récepteurs 5-HT en exergant des effets

antidépresseurs par divers mécanismes. De plus, des antagonistes de SIR (la progestérone et le
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BD-1047) induisent un effet de type antidépresseur a la suite de la co-administration de
pramipexole et de sertraline, un agoniste des récepteurs dopaminergique et un antidépresseur

respectivement (Rogoz & Skuza, 2006).

1.8.2 Trouble de I’anxiété

Le trouble de l'anxiété est un trouble mental caractérisé par une anxiété excessive et persistante qui
provoque une détresse significative et altére le fonctionnement quotidien d'une personne. Il existe
plusieurs types de troubles anxieux, tel que le trouble d'anxiété sociale (TAS), le trouble de panique,
phobie spécifique et trouble anxieux généralis€¢ (TAG). L'origine de I'anxiété pourrait étre les
altérations fonctionnelles et structurelles de I'amygdale des sujets anxieux (Thomas et al., 2001).
L'activation de S1R par son agoniste PRE-084 déclenche la voie designalisation BDNF-TrkB-ERK
(Brain-derived neurotrophic factor -Tropomyosin receptor kinase B- Les Mitogen-activatedprotein
kinases). Cette activation améliore le comportement de type anxieux et les troubles cognitifs chez
le rat ayant un trouble de stress post-traumatique (Ji et al., 2016). Ji et al., ont suggéré également
que la voie de signalisation médiée par le récepteur NMDA au niveau I'hippocampe pourrait étre

impliquée dans I’effet anti-anxiété de S1R (Ji et al., 2017).

1.9 Neuroanatomie

SIR est exprimé dans différentes régions cérébrales, a savoir I’hippocampe, le striatum,
I’hypothalamus et le cervelet. Des changements dans son expression et sa distribution sont associés
a diverses maladies psychiatriques et neurodégénératives. De ce fait, I’é¢tude du niveau
d’expression de SIR dans différentes régions cérébrales ainsi que la réalisation d’une cartographie
protéique dans les conditions normales, peut servir comme un outil pertinent pour mieux
comprendre les changements liés a S1R dans les conditions pathologiques. Dans notre étude, on
s’intéresse a 1’¢tude de la distribution du S1R et son niveau d’expression au niveau de
I’hippocampe, 1’amygdale, le striatum ventral et dorsal. On va également décrire brievement

d’autres structures telles que le cortex, le thalamus et I’hypothalamus.

1.9.1 Hippocampe
1.9.1.1 Structure

L'hippocampe est une petite structure située dans le cerveau. Il tire son nom du fait qu'il ressemble

vaguement a un hippocampe marin. L'hippocampe est composé de plusieurs couches de cellules
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nerveuses et est impliqué dans la mémoire et dans la navigation spatiale. Il est souvent considéré
comme l'un des centres de la mémoire a long terme. Cette structure est formée du gyrus dentelé
(DG), les cornes d’Ammon (CA) et le subiculum. Les cornes d’Ammon sont divisées a leur tour
en 3 aires différents: le champ CA1, CA2 et CA3. Ces régions sont interconnectées en un circuit
trisynaptique (Figure 1.8). En effet, lorsqu'une expérience ou un événement est vécu, les
informations sensorielles correspondantes sont transmises au cortex entorhinal, qui agit comme
une porte d'entrée vers le circuit hippocampique. De 13, les signaux sont transmis a I'hippocampe,

ou ils sont traités et intégrés dans le contexte des souvenirs existants (Figure 1.8).
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Figure 1.8 : Circuit trisynaptique de I’hippocampe.

Chaque région de I’hippocampe est caractéris€e par une organisation laminaire spécifique selon le
profil d’expression des génes (Bienkowski et al., 2018). Les cornes d’Amon sont divisées en Cinq
couches principales: le stratum oriens (SO), le stratum pyramidal (SP), le stratum radiatum (SR),
le stratum lacidum (SL) et le stratum lacunosum-moleculare (SLM) (Figure 1.9). Le DG est formé
du hile, couche moléculaire (ML), couche granulaire (CGL) et sous-granulaire, cette dernicre
contient des corps cellulaires d’interneurones ainsi que les cellules quiescentes qui vont donner par
la suite a des cellules neuronales matures selon le processus de la neurogenese (Jurkowski et al.,
2020) (Figure 1.10). Cette neurogenese joue un role crucial dans les fonctions cognitives; il a été

montré qu’il y a une corrélation entre les performances cognitives et les marqueurs de la
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neurogenese au niveau du DG chez le singe (macaque rhésus), ainsi qu'un déclin des marqueurs de

prolifération et de la maturation avec 1'age (Ngwenya et al., 2015).

CA3 DG

Figure 1.9 : Structure de I’hippocampe et organisation laminaire de ses sous-régions.

Les cornes d’Ammon (CA1l, CA2 et CA3) sont formées de 5 couches: le stratum oriens (SO), le
stratum pyramidale (SP), le stratum radiatum (SR), le stratum lucidum (SL) et le stratum
lacunosum-moleculare (SLM). Le DG est formé du hile, couche moléculaire (ML), couche
granulaire (CGL). D’apres (Rey, 2020).La section coronale est adaptée d’Allen Brain Atlas
http://atlas.brain-map.org/.

Figure 1.10 : Processus de la neurogenéese au niveau la couche sous-granulaire. D’apreés Denoth-
Lippuner & Jessberger, 2021.
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1.9.1.2 Fonctions

L’ hippocampe est impliqué dans les fonctions cognitives, principalement, la navigation spatiale, la
mémoire et ’apprentissage via sa connexion avec d’autres régions cérébrales telle que les aires
corticales, les noyaux septaux et le thalamus (Figure 1.11) (Ngwenya et al., 2015). Un
dysfonctionnement de I'hippocampe peut entrainer divers problémes cognitifs et troubles de la
mémoire; par exemple, les personnes atteintes de stress post-traumatique peuvent présenter une
altération de réseau de connectivité au niveau l'hippocampe. Cela peut se traduire par des
problémes de mémoire, des flashbacks traumatiques et des difficultés a réguler les émotions (Joshi
et al., 2020). La MA est une forme de démence progressive qui entraine une détérioration de la
mémoire, des fonctions cognitives et du comportement. L'hippocampe est 1'une des premieres
régions du cerveau a étre affectée dans cette maladie (Rao et al., 2022). Des 1ésions au niveau de
I’hippocampe induisent une amnésie antérograde; une forme de perte de mémoire ou une personne
a du mal a former de nouveaux souvenirs. Cela signifie qu'elle peut rencontrer des difficultés a se

rappeler les événements récents ou a retenir de nouvelles informations (Safonova & Arbaje, 2023).

Les récepteurs NMDA jouent un role crucial dans les fonctions cognitives, notamment dans la
plasticité synaptique et l'apprentissage. Ces récepteurs sont une sous-classe des récepteurs
glutamatergiques, qui sont les principaux médiateurs de I'excitation dans le systéme nerveux central.
Le fonctionnement anormal des récepteurs a été associé a divers troubles cognitifs, notamment la
schizophrénie, la MA et certains troubles de l'apprentissage (Hashimoto, 2014; Liu et al., 2019).
Des ¢tudes in vivo ont montré une interaction de S1R avec les récepteurs NMDA via ces sous-
unités, notamment la sous-unité GluN1 (Balasuriya et al., 2013). De méme, il a ét€ montré que le
traitement avec des agonistes de SIR, a savoir le SKF 10,047, PRE-084 et la pentazocine
augmentent 'expression des sous-unités du récepteur NMDA, GIuN2A et GIuN2B, ainsi que la
densité postsynaptique de la protéine PSD-95 (postsynaptic density protein 95) dans I'hippocampe
chez le rat (Pabba et al., 2014). De plus, des é¢tudes comportementales chez des modeles murins
ont démontré que des ligands de S1R, tels que la pridopidine et LS-1-137, améliorent la mémoire

et ’apprentissage (Malik et al., 2015; Sahlholm et al., 2018)
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Figure 1.11 : La connectivité de I'hippocampe avec d'autres régions cérébrales. D’aprés Rao et al.,
2022.

1.9.2 Amygdale
1.9.2.1 Structure

L’amygdale est une structure cérébrale formée de plusieurs noyaux regroupés en noyaux,
I’amygdale centrale (CeA), basolatérale (BLA), et médiane (MeA). La BLA est constituée de
I'amygdale latérale (LA) et de I'amygdale basale (BA), tandis que le CeA est composé des noyaux
controlatéraux (CEl) et centromédian (CEm) (Figure 1.12) (Gilpin et al., 2015).
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Figure 1.12 : Subdivision anatomique de 1'amygdale. Noyau basal (BA), latéral (LA), noyaux
controlatéral (CEl) et centromédian (CEm). Section coronale adaptée d’Allen Brain Atlas
http://atlas.brain-map.org/.

La BLA est composée principalement des projections glutamatergiques et des interneurones
GABAergiques (l'acide gamma-aminobutyrique), tandis que le noyau central du CeA comprend
principalement des neurones GABAergiques (Spampanato et al., 2011). La BLA recoit des
informations de I'environnement par le biais de signaux provenant du thalamus et des cortex
sensoriels. De plus, il existe des connexions bidirectionnelles entre la BLA, le cortex préfrontal,
I'hippocampe et les aires sensorielles associatives. De plus, la BLA émet des projections en
direction du NAc, de la strie terminale et du CeA. Ces trois régions permettraient quant a elles de
traduire les informations de la BLA en comportements. En outre, la BLA envoie des projections
vers le noyau accumbens (NAc), la strie terminale et la CeA (Figure 1.13). Ces trois régions
seraient responsables de la traduction des informations provenant de la BLA en comportements

tels que ’aversion (Janak & Tye, 2015) (Sah et al., 2003).

20


http://atlas.brain-map.org/

Amygdala

—— Glutamatergic
» GABAergic
—— Neuromodulatory

Figure 1.13 : Les principales connexions de la BLA avec d’autres régions cérébrales.

BLA: amygdale basolatérale; BNST: noyau du lit de la strie terminale; CeA: amygdale centrale;
DRN: noyau du raph¢ dorsal; CL: locus coeruleus; mPFC: cortex préfrontal médian; NAc: noyau
accumbens; NTS: noyau du tractus solitaire; PAG: gris périaqueducal; PBN: noyau parabrachial;
TVP: thalamus paraventriculaire; vVHPC: hippocampe ventral; VTA: aire tegmentale ventrale.
D’apres Hu et al., 2022.

1.9.2.2 Fonctions

L’amygdale joue un role dans la mémoire émotionnelle, en particulier, la formation et le stockage
des souvenirs liés a la peur (Lee et al., 2013). Elle est impliquée également dans ’anxiété et le
stress (Babaev et al., 2018) (Hrybouski et al., 2016; Roozendaal et al., 2009). En effet, des
recherches suggerent que le stress chronique ou les troubles anxieux peuvent altérer le
fonctionnement de I'amygdale et de ses connexions avec d'autres régions du cerveau, ce qui peut
contribuer au développement de troubles liés au stress tels que 1'anxiété et la dépression (Hu et al.,
2022). Plusieurs études ont démontré qu’un dysfonctionnement de 1’amygdale peut entrainer
diverses manifestations et troubles émotionnels, y compris les troubles anxieux tels que le trouble
d'anxiété généralisée, le trouble de panique et les phobies sociales (Fitzgerald et al., 2017). Une
amygdale hyperactive peut entrainer des réponses ¢émotionnelles exagérées aux stimuli
émotionnels, méme s'ils ne sont pas réellement menagants. Cela peut se manifester par des réactions
exagérées de peur, de colére ou de tristesse (Phan et al., 2006). De plus, une altération du

fonctionnement de l'amygdale a été remarquée chez des patients ayant le trouble du spectre
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autistique. Cela peut contribuer a des difficultés dans la reconnaissance et la régulation des

émotions, ainsi qu'a des déficits sociaux et de communication (Schumann et al., 2009).

Le déficit de I’expression de SIR au niveau des neurones de I’amygdale basolatérale altére les
fonctions synaptiques et la plasticité au niveau de la voie Cortico-BLA. Zhang et al ont démontré
que des souris KO conditionnel deS1R dans I’amygdale développent un phénotype de type
dépressif (Zhang et al., 2017).

1.9.3 Striatum

Le striatum est une structure cérébrale sous-corticale; il constitue la structure la plus large des
ganglions de la base (Figure 1.14). Il se divise en deux parties principales, a savoir le striatum
dorsal et ventral. Le striatum dorsal est principalement associé a la coordination des mouvements
moteurs volontaires et des fonctions exécutives, tandis que le striatum ventral est responsable des

fonctions liées aux émotions, telles que la récompense et 1'aversion.

Cortex

DRN
Dorsal striatum Thalamus

SNe "PPN
STN SNr

EPN

Ventral striatum

Figure 1.14 : Coupe sagittale d’un cerveau d’une souris, représentant les différents ganglions de
la base. D’apres Dong et al., 2021.
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Figure 1.15 : Schéma représentatif du striatum humain vs striatum rongeur.

(A) Le striatum dorsal humain comprend le noyau caudé et le putamen; le striatum ventral
comprend le NAc (subdivisé en sous-régions, le ceeur et la coquille) et le tubercule olfactif. (B) Le
striatum du rongeur est divisé en région dorsale et ventrale; le striatum dorsal est subdivisé en
striatum dorsomédian (DMS) et dorsolatéral (DLS); le striatum ventral chez les rongeurs est
constitué par le noyau accumbens NAc subdivisé en cceur et coquille. D’apres Soares-Cunha et al.,
2016.

1.9.3.1 Striatum dorsal
1.9.3.1.1 Structure

Le striatum dorsal est composé de plusieurs noyaux, notamment le noyau caud¢, le putamen et le
noyau accumbens chez 1’humain. Tandis que chez les rongeurs, le striatum dorsal est divisé en
dorsomedial (DMS) et dorsolatéral (DLS) (Figure 1.15). Ces noyaux sont interconnectés avec
d'autres régions du cerveau, telles que le cortex préfrontal, le thalamus, le globus pallidus interne
et externe, et la substance noire par le biais de circuits neuronaux complexes. En effet, le striatum
dorsal est formé de neurones de projections GABAergiques nommés neurones €pineux de taille
moyenne (medium spiny neurons, MSNs). Ces derniers recoivent des projections glutamatergiques
provenant de diverses régions du cortex cérébral, du thalamus, 1'hippocampe et de 1'amygdale

(Bamford et al., 2018). Les MSNs jouent un role crucial dans l'intégration et le traitement des
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informations sensorielles et contextuelles. Une fois que les informations pertinentes sont
sélectionnées, elles sont transmises aux structures de sortie des noyaux gris centraux, permettant
ainsi la génération d’une réponse comportementale appropriée (Gerfen & Surmeier, 2011). Les
informations sont intégrées grace aux neurones dopaminergiques ascendants qui proviennent de la
substance noire et de l'aire tegmentale ventrale. Par conséquent, la dopamine joue un role crucial
en attribuant une valeur motivationnelle positive ou aversive aux informations sensorielles ou
contextuelles, ce qui permet d'optimiser les réponses comportementales (Bromberg-Martin et al.,
2010). En effet, les noyaux intrinséques du striatum communiquent via la voie directe et la voie
indirecte (Figure 1.16). Ces deux voies s'opposent pour permettre le choix des mouvements
moteurs. Au sein des noyaux intrinséques du striatum dorsal, il existe deux principales populations
de MSNs, les MSNs excités par la dopamine qui expriment la famille des récepteurs
dopaminergiques D1, et les MSNs inhibés par la dopamine et qui expriment la famille les
récepteurs dopaminergiques D2. Les neurones qui expriment la famille de récepteurs D1 (DIR-
MSNss) envoient des projections au globus pallidus interne (GP1) ou la substance noire (SNpr) pour
former la voie directe tandis que ceux exprimant la famille de récepteurs D2 (D2R-MSNs) envoient

des projections au globus pallidus externe (GPe) formant la voie indirecte (Young et al., 2021).
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Figure 1.16 : Schéma représentatif de la voie directe et indirecte au niveau du striatum dorsal.
D’apres Soares-Cunha et al., 2016.

1.9.3.1.2 Fonctions

Le striatum dorsal est une structure qui fait partie des ganglions de la base, jouant un réle clé dans
la fonction motrice (Melief et al., 2018). Il est impliqué également dans la prise de décision et la

récompense (Balleine et al., 2007). Des altérations du striatum dorsal peuvent favoriser le
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développement des troubles neuropsychiatriques, tels que le trouble obsessionnel compulsif (TOC)

et la toxicomanie (Lipton et al., 2019).

1.9.3.2 Noyau Accumbens
1.9.3.2.1 Structure

Le noyau accumbens (NAc) est une structure des ganglions de base et constitue la partie ventrale
du striatum. Il est divisé en deux noyaux: cceur (NAcC) associ¢ aux fonctions motrices, et coquille
(NAcSh) associée a la récompense et a la motivation (Alheid & Heimer, 1988). Les deux sous-
régions du NAc sont formées de 90-95% de MSNs et 5-10 % d’interneurones (Jiang et al., 2023;
Smith & Bolam, 1990). Les DIR-MSNs sont impliqués dans le systtme de récompense
(Renforcement). Cependant, les D2R-MSNs sont impliqués dans les comportements aversifs
(Calipari et al., 2016). La région du cceur regoit des projections du systéme moteur, tandis que la
coquille regoit des projections du systeme limbique (Park et al., 2019). En fait, le NAc recoit des
projections glutamatergiques provenant de diverses régions cérébrales, incluant I’amygdale, le
cortex préfrontal et hippocampe. Il recoit également des projections dopaminergiques de 1’aire
tegmentale ventrale (VTA) et les projections sérotoninergiques et noradrénergiques du noyau du

raphé et du locus cceruleus, respectivement (Figure 1. 17) (McDevitt & Graziane, 2018).

dorsgal striatum
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Figure 1.17 : Les voies directes et indirectes du noyau accumbens. D’apres Soares-Cunha et al.,
2016.

1.9.3.2.2 Fonctions

Le NAc est une composante clé dans le systéme de récompense. Il est impliqué dans la motivation,
le renforcement des comportements qui sont considérés comme gratifiants, et les mécanismes de

dépendance et d'addiction. Lorsque des substances addictives, telles que des drogues (cocaine,
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méthamphétamine, etc), sont consommées, elles provoquent une libération massive de dopamine
dans le NAc, renforgant ainsi les comportements de recherche de la drogue (Salamone et al., 2005).
En tant qu’¢élément crucial dans le circuit de récompense et le plaisir, plusieurs études ont montré
que le NAc joue un role central dans 1’addiction via la perturbation du systéme dopaminergique.
Des études comportementales ont révélé que le NAc est directement impliqué dans le
développement et l'expression de plusieurs phénomeénes liés a la dépendance, y compris la
sensibilisation motivationnelle, un phénotype comportemental contribuant a la transition de
I’utilisation récréative a I’utilisation compulsive de drogues, et 1’auto-administration de drogues
chez des modeéles animaux d’addiction (Bossert et al., 2013). En effet, la cocaine et les
psychostimulants de type amphétamine, y compris la méthamphétamine (METH), produisent
l'effet de récompense en augmentant la transmission de la dopamine dans le systéme limbique, en
particulier dans NAc et le cortex préfrontal. La METH provoque des dommages et une
dégénérescence des neurones dopaminergiques dans diverses régions du cerveau, notamment le
striatum. Les dommages neuronaux dopaminergiques induits par la METH sont impliqués dans la

psychose, les troubles de la mémoire et les défauts moteurs (Yasui & Su, 2016).

Le récepteur SIR est impliqué dans 1’addiction via la régulation des neurotransmetteurs
dopaminergique au niveau du striatum. Une variété¢ de ligands SIR modulent la dopamine et
réduisent les effets comportementaux de la METH dans des mod¢les animaux de comportement
addictif, suggérant que le S1R pourrait étre une cible thérapeutique viable pour le traitement de la

dépendance a la METH (Sambo et al., 2018).

1.9.4 Cortex
1.9.4.1 Structure

Le cortex cérébral est la couche externe du cerveau qui est responsable de nombreuses fonctions
cognitives et sensorielles. Il est composé de substance grise, qui contient principalement des corps
cellulaires des neurones, et est organisé en plusieurs couches distinctes. L'anatomie du cortex peut
étre divisée en différentes régions, chacune ayant ses propres caractéristiques structurelles et
fonctionnelles. Les principales régions corticales comprennent : le cortex frontal, pariétal, temporal
et occipital (Javed et al., 2019). Ces régions corticales sont interconnectées par un réseau complexe
de fibres nerveuses, formant des voies de communication qui permettent la transmission de

l'information entre les différentes régions (Jawabri & Sharma, 2021).
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1.9.4.2 Fonctions

Le cortex joue un role central dans la perception, 1'attention, la mémoire, la pensée, le langage, la
prise de décision et le contrle moteur. Les lésions ou traumatismes cérébraux peuvent
endommager le cortex cérébral, entrainant des problémes tels que des difficultés de perception, des
troubles du langage, des altérations de la mémoire, des troubles moteurs ou des problemes de
planification et de prise de décision. Les maladies psychiatriques telles que la schizophrénie, la
dépression majeure et les troubles bipolaires ont été associées a des altérations du cortex cérébral.
Une dégénérescence progressive du cortex cérébral provoque le développement des maladies telles

que la MA, la MP et la sclérose en plaques.

1.9.5 Thalamus
1.9.5.1 Structure

Le thalamus est une structure cérébrale constituée d'une série de noyaux, incluant le noyau ventral
postérieur (NVP), le noyau médian, le noyau latéral, le noyau antérieur, le noyau géniculé latéral
(NG]I) et le noyau géniculé médian (NGm) (Torrico & Munakomi, 2022). Ces noyaux sont formés
principalement par des neurones excitateurs et inhibiteurs. Les neurones thalamocorticaux
regoivent des informations sensorielles ou motrices du reste du corps et envoient des informations
sélectionnées via des fibres nerveuses au cortex cérébral. Le thalamus est également connecté a
I'hippocampe, les corps mamillaires et le fornix via le tractus mammillo-thalamique (Stein et al.,

2000).

1.9.5.2 Fonctions

La connexion des structures du systeme limbique aux noyaux antérieurs permet au thalamus d'étre
impliqué dans l'apprentissage et la mémoire €pisodique (Child & Benarroch, 2013). Le thalamus
est également impliqué dans la régulation du sommeil et de 1'éveil (Steriade & Llinas, 1988). Des
dysfonctionnements du thalamus peuvent entrainer des troubles neurologiques et psychiatriques.
Par exemple, des 1ésions thalamiques peuvent causer des troubles de la sensation, tels que des

déficits visuels et des troubles du mouvement (Lee & Marsden, 1994; Lehericy et al., 2001).
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1.9.6 Hypothalamus
1.9.6.1 Structure

L'hypothalamus est une petite structure située a la base du cerveau, juste en dessous du thalamus.
I1 est considéré comme une structure de liaison entre le systéme nerveux et le systéme endocrinien.
De ce fait, il joue un role essentiel dans la régulation de nombreuses fonctions vitales et
homéostatiques du corps. L’hypothalamus est constitu¢ de plusieurs noyaux: le noyau
suprachiasmatique, le noyau paraventriculaire, le noyau ventromédian, le noyau latéral, le noyau

dorsomédian et le noyau infundibulaire (Bear et al., 2018).

1.9.6.2 Fonctions

Les différents noyaux de I’hypothalamus sont impliqués dans la régulation de l'appétit et du
comportement alimentaire ainsi que dans la régulation du rythme circadien. Egalement, ils sont
responsables de la régulation de la température corporelle, de la soif, du controle du systéme
endocrinien et de la libération d'hormones (Swaab et al., 1993). L'hypothalamus est connecté a de
nombreuses autres régions du cerveau et joue un role clé dans la coordination des systémes nerveux
autonome et endocrinien. Il recoit des informations sensorielles et des signaux de différentes parties
du corps, puis les intégre et régule les réponses appropriées (Kullmann & Veit, 2021). Un
dysfonctionnement de I'hypothalamus peut se manifester de différentes manieres telles que

I'anorexie, la boulimie ou l'obésité (Whiting et al., 2018).

1.10 Objectifs de recherche

L'analyse de l'expression de S1R dans le cerveau a été examinée dans différentes especes,
notamment I'homme, le singe, le rat, le cochon d'Inde et la souris. Ces investigations ont impliqué
diverses méthodes, dont I'immunohistochimie, la tomographie par €émission de positons (PET Scan)
et I’hybridation in situ. A I'heure actuelle, les données disponibles dans la littérature ne permettent
pas de tirer une conclusion probante en ce qui concerne le changement de 1'expression de SIR avec
I’age au niveau du cerveau dans des conditions non pathologiques. En tant que protéine chaperonne,
S1R est régulée par des ligands tels que les hormones sexuelles neurostéroidiennes. En effet, des
¢tudes indiquent que les neurostéroides, incluant l'allopregnanolone, pourraient influencer la
régulation de I’humeur et les émotions en agissant sur le SIR. De ce fait, SIR pourrait jouer des

roles spécifiques chez les males versus femelles. Il a été montré que I’expression de S1R differe
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entre les souris males et femelles dans le cas de la maladie d’Alzheimer. Par ailleurs, aucune
recherche sur 1’expression de S1R au niveau du cerveau chez les males et les femelles dans des
conditions non pathologiques n’a été réalisée a ce jour. Dans cette optique, I’objectif principal de
ce projet est d’étudier la distribution et le niveau d’expression de SIR dans différentes régions
cérébrales a différents stades ontogénétiques (Juvénile, jeune adulte et adulte). Et ceci en prenant
en considération le sexe. En fait, I'étude de S1R chez la souris a différents stades de développement
permet de mieux comprendre les changements de son expression et sa fonction au fil du temps. De
plus, I'é¢tude de S1R en fonction du sexe permet d'identifier d'éventuelles divergences biologiques

qui pourraient avoir des implications pour le traitement de certaines maladies.
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2.1 Résumé

Sigma-1R (S1R) est une protéine ubiquitaire exprimée partout dans le corps, notamment dans le
cerveau et le foie. Elle est considérée comme une protéine chaperonne résidente du réticulum
endoplasmique, dont 1’activité peut étre régulée par des ligands endogénes et exogenes, incluant
les neurostéroides, en particulier les stéroides sexuels. L’activation de S1R régule diverses voies
de signalisation cellulaires contribuant a la régulation de plusieurs fonctions cellulaires telles que
I'homéostasie des protéines, la survie cellulaire, 1'excitabilité neuronale, et la plasticité synaptique,
et cérébrale telles que les processus de mémoire, la régulation des émotions et les mécanismes
impliqués dans les comportements de récompenses. Il est aujourd’hui bien établi que la physiologie
cérébrale est influencée par le sexe et subit des changements avec 1’age. Ces changements font
partie du processus normal du vieillissement et peuvent entrainer des répercussions sur la
régulation de diverses fonctions cellulaires, les fonctions cognitives, les émotions ou autres
comportements chez les deux sexes. Malgré ses fonctions critiques, le profil d'expression de SIR
dans le cerveau avec 1’age et en fonction de sexe n'a pas encore été établi. Pour cela, nous avons
utilisé la technique de marquage par immunofluorescence de S1R dans le cerveau de souris a
différents stades ontogénétiques (juvéniles, jeunes adultes et adultes) chez les males et les femelles.
Nous avons trouvé que S1R est exprimé partout dans le cerveau chez les males et les femelles, et
cela, quel que soit I’age. Cependant, une forte intensité a été remarquée dans 1’hippocampe,
spécifiquement dans les régions CA1 et CA3. Au niveau du gyrus dentelé, S1R n’est pas exprimé
dans la couche sous-granulaire chez les souris juvéniles. De plus, le niveau de I’expression de SIR

diminue considérablement a I'age adulte tant chez les males que les femelles.

Mots clés : récepteur Sigma-1R, cerveau, immunofluorescence, protéine chaperonne, sexe, age.
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2.2 Introduction

Dans le cerveau, SIR est largement exprimé dans les régions impliquées dans la cognition, la
régulation des émotions et ’apprentissage, notamment l'hippocampe, 'amygdale, le cortex, le
striatum, le thalamus et I’hypothalamus (Ramakrishnan et al., 2016). En effet, SIR est une protéine
chaperonne ubiquitaire localisée au niveau de I’interface réticulum endoplasmique-mitochondrie
(MAMs), ou elle forme un complexe avec la protéine BiP (Hayashi & Su, 2007b). L’activité de
SIR est modulée par des ligands tels que la cocaine, la méthamphétamine, quelques médicaments

antipsychotiques et les neurostéroides (Penke et al., 2018).

Un stress au niveau de réticulum endoplasmique ou I’intervention d’un agoniste de S1R engendre
la dissociation du complexe BiP-S1R (Penke et al., 2018). Cette dissociation induit la redistribution
de SIR vers d’autres interfaces, par exemple, I’interface réticulum endoplasmique-membrane
nucléaire et réticulum endoplasmique-gouttelettes lipidiques. En tant que neuroprotecteur, S1R
contribue a la régulation de I’homéostasie calcique, le métabolisme des lipides, 1’autophagie et le
repliement des protéines (Lachance et al., 2023). Etant donné ses diverses fonctions cellulaires et
neuroprotectrices, S1R module plusieurs mécanismes impliqués dans la régulation des
comportements, de I’humeur et des processus cognitifs. La perturbation de ses fonctions, par des
mutations génétiques par exemple, peuvent donc mener a diverses maladies du systéme nerveux,
notamment des maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer et la sclérose
latérale amyotrophique, et des troubles neuropsychiatriques tels 1’addiction a la cocaine, la
dépression, et ’anxiété (Chevallier et al., 2011; Jin et al., 2015; Maurice et al., 2002; Timur A
Mavlyutov et al., 2015; Ren et al., 2022). SIR interagit avec les hormones sexuelles
neurostéroidiennes (Penke et al., 2018). Ces derniéres sont des ligands endogénes de S1R. Il a été
montré que la progestérone sulfate est un agoniste de S1R tandis que déhydroépiandrostérone
(DHEA) et la prégnénolone sont des antagonistes de SIR (Pan et al., 2017) (Monnet & Maurice,
2006). L activation de S1R par la DHEA améliore la fonction cognitive grace a la phosphorylation
des protéines synaptiques (CaMKII, PKC et ERK) au niveau de I’hippocampe de souris
bulbectomisées; un modele utilisé pour étudier les troubles de la mémoire (Moriguchi et al., 2011).
De ce fait, le SIR pourrait jouer des roles spécifiques chez les males versus femelle. Il a été montré
que I’expression de S1R différent entre les souris males et femelles dans le cas de la maladie
d’Alzheimer (Danis, 2021). Par ailleurs, aucune recherche n’a été réalisée sur I’étude de S1R au

niveau du cerveau chez les males versus femelles dans les conditions non pathologiques.
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L’expression de SIR au niveau du cerveau a ét¢ étudiée chez ’humain et dans divers modeles
animaux tels que le singe, le rat, le cochon d’Inde et la souris. Ces études ont été réalisées a 1’aide
de différentes techniques, notamment I’immunohistochimie, la tomographie par émission de
positrons (PET Scan) et I’hybridation in situ (Alonso et al., 2000; Gundlach et al., 1986; Kawamura
et al., 2003; Ramakrishnan et al., 2016; Seth et al., 2001). Le PET Scan a montré que le récepteur
S1R est largement répandu dans le corps humain et sa présence est plus prononcée dans le foie et
le cerveau (Stone et al., 2006). Les données disponibles dans la littérature sur I’expression de S1IR
au niveau du cerveau ne sont pas concluantes sur le changement de son expression selon I’age. En
effet, Kawamura et al. ont démontré que les sites de liaison au récepteur S1IR augmentent avec
I’age au niveau du cerveau chez le singe en utilisant le PET scan (Kawamura et al., 2003). 11 a été
remarqué une diminution de la liaison du ligand spécifique au SIR avec I’4ge dans quelques
régions cérébrales (Ramakrishnan et al., 2016). En utilisant la technique d’immunohistochimie,
Phan et al., ont montré que I’expression de S1R au niveau du cerveau chez la souris C57BL/6 reste
stable a différents stades ontogéniques (Phan et al., 2003). L’age est un facteur qui induit des
changements structurels et fonctionnels progressifs au niveau du cerveau. Ces changements
peuvent contribuer a des modifications des fonctions cognitives (Esiri, 2007). De plus, 1'age est
I’un des facteurs de risque pour de nombreuses maladies neurodégénératives, telles que la maladie
d'Alzheimer et la maladie de Parkinson (Duggan et al., 2020) dont la prévalence de ces maladies
différe selon le sexe. Peu de recherches se sont penchées sur la variation de I'expression des
récepteurs S1R dans le cerveau en fonction de 1'age. Il a été remarqué une diminution de la liaison
du ligand spécifique au SIR avec I’age dans quelques régions cérébrales (Ramakrishnan et al.,
2016). Chez la souris I’expression du S1R au niveau du cerveau reste stable a différents stades
ontogéniques (Phan et al., 2003). Cependant, une étude menée par Kawamura et al. a révélé que
les sites de liaison des récepteurs SIR augmentent en nombre avec 1'age dans le cerveau des singes.
(Kawamura et al., 2003). Etant donné que les études réalisées sur différents modeles animaux et
avec différentes techniques ne sont pas concluantes sur le changement de 1I’expression de SIR avec
I’age, I’objectif de cette étude est la détermination de 1’expression du SIR en fonction de I’age au

niveau du cerveau chez la souris male et femelle.
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2.3 Matériel et méthodes
2.3.1 Animaux

Trois groupes de souris C57BL/6J sauvages contenant des males et des femelles (N=18) a trois
stades ontogéniques, juvéniles (4 semaines), jeune adulte (8-16 semaines), et adulte (32-40
semaines) ont été¢ étudiés. Chaque groupe contient trois males et 3 femelles. Les souris proviennent
de laboratoire Jackson (Bar Harbor, Main, USA) et ont été hébergées a I’animalerie de 1’Université
de Québec a Montréal. Les animaux ont été maintenus a température constante 22°C, humidité a

40-60% et sous un cycle lumiére/obscurité de 12 h avec nourriture et eau librement disponibles.

2.3.2 Immunofluorescence

Afin de déterminer la localisation et les niveaux d’expression de SIR au niveau du cerveau en
fonction de I’age et du sexe chez la souris, nous avons utilisé I’immunofluorescence indirecte. Pour
ce faire, nous avons effectué¢ un double marquage en utilisant un anticorps spécifique au S1R
(Rouge) et le Hoechst pour les noyaux (Bleu). Les souris ont d’abord été¢ perfusées et leurs
cerveaux fixés au paraformaldéhyde (PFA). Pour cela, les souris ont été anesthésiées avec un
mélange de kétamine/Xylazine (200 mg/kg de la kétamine et 20 mg/kg de xylazine) injecté par
voie intrapéritonéal. Ensuite, les souris ont été perfusées par voie intracardiaque et avec du 1X PBS
puis le PFA 4% (Cat # 441244, Sigma) suivis d’une extraction des cerveaux. Ces derniers ont
ensuite ¢t¢ immerges pendant une nuit dans le PFA 4 % a 4°C. Apres la post-fixation, les cerveaux
ont été transférés dans le sucrose 30% pendant 48h. Ensuite, les cerveaux ont été¢ directement
immergés dans de la glace séche pendant 30s pour les congeler. Des sections coronales de 30 um
ont été réalisées a ’aide d’un cryostat, et conservées dans un liquide cryoprotectant (25 % glycérol
(Cat # G7893, Sigma), 30 % éthylene glycol (Cat # 324558, Sigma), 25 %PB 1M, pH=7,2). Ces
sections ont été réalisées en faisant référence a I’atlas du cerveau de la souris suivant : « The mouse
brain in stereotaxic coordinates ; Second Edition » (George Paxinos et Keith B.J. Franklin).
Ensuite, les sections coronales ont ét¢ montées sur des lames. Chaque lame contient les males et
les femelles ainsi que les trois tranches d’ages. Trois répétitions ont été faites pour chaque lame
(Figure 3.1 Annexe). La détection de S1R au niveau des coupes des cerveaux a €té réalisée a I’aide
de ’immunofluorescence indirecte. La technique de I’'immunofluorescence se déroule en plusieurs
étapes. La premiere étape consiste 1’incubation du tissu dans le triton-X-100 0,3 % pendant 1h.

Ensuite, les tranches ont été incubées dans le sérum de chévre 10 % pendant une heure a
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température ambiante pour bloquer les liaisons non spécifiques. Les tranches ont été par la suite
incubées dans 1’anticorps primaire de lapin anti-S1R (Cat# 74807S, Cell Signaling, 1/1000) a 4°C
pendant 24h suivis d’une incubation dans 1’anticorps secondaire de chévre anti-lapin IgG couplé a
un fluorophore Alexa fluor 647 (Cat # Q48285, ThermoFisher, 1/200) pendant 1h a température
picce. Le marquage des noyaux a été fait a 1’aide de colorant Hoechst 33342 (Cat # H1399,
ThermoFisher, 100 mg) pendant 10 min a température piece et a I’abri de la lumiere (1/5000). La
spécificité de 1’anticorps anti-S1R utilis¢ a ét¢ confirmée par 1’utilisation de contrdle d’adsorption
(Figure 2.1), qui consiste I’incubation de tissu avec I’anticorps anti-S1R bloqué par le fragment de
protéine recombinante S1R-C purifié dans notre laboratoire. Le fragment C- terminal de SIR
constitue le site de liaison de différents ligands. Le blocage de 1’anticorps anti-S1R a été fait par

son incubation avec la protéine recombinante S1R-C pendant une nuit a 4°C.

A Hoechst /S1R B Hoechst /S1R

Staining of S1R (Red)

Blocking peptide

Figure 2.1 : Spécificité de I’anticorps anti-S1R.

(A) Coloration de SIR (rouge) en utilisant Rabbit Anti-SIR comme anticorps primaire (Cat
#748078S, Cell Signaling, 1/1000) et anticorps secondaire cheévre Anti-Rabbit Alexa Fluor® 647
Conjugate (Cat # Q48285, ThermoFisher, 1/200), Coloration de noyau par Hoechst (bleue). (B)
Contrdle d'adsorption (Incubation d'Anti-S1R "bloqué" avec un fragment de protéine recombinante
S1R-Cterminal).

2.3.3 Microscopie confocale et quantification

Les images d'immunofluorescence ont ét¢ acquises avec des objectifs a immersion (20X et 60X) a
I’aide d’un microscope confocal Nikon A1R. Le traitement d’images et la quantification de S1R
ont été faits par le logiciel FIJI (ImageJ v.1.51r). Pour la quantification du SIR, les régions

d’intéréts ont été délimitées manuellement selon I’atlas du cerveau de la souris suivant : The mouse
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brain in stereotaxic coordinates ; Second Edition. L’intensité du signal de chaque région d’intérét
a ¢té normalisée par rapport au champ CA1 des souris juvéniles males. Afin de comparer les
différentes structures a l'intérieur de chaque groupe d'dge et en fonction du sexe, les valeurs

d'intensité du signal ont été normalisées au Champ CA1 spécifique a chaque groupe d'age.

2.3.4 Analyse statistique

Le logiciel Prisme 8.0 a été utilisé¢ pour I'analyse statistique. Les données expérimentales ont été
comparées a l'aide dANOVA a deux facteurs suivit d’'une comparaison multiple par le test de

Bonferroni, et la valeur de p< 0,05 a été considérée comme statistiquement significative.

2.4 Résultats

Nous avons détecté I’expression de S1R au niveau des couches du bulbe olfactif, incluant la couche
glomérulaire (CGL), la couche plexiforme (CP) et la couche granulaire (CGr). S1R est également
exprimé au niveau du cortex (CTX), le septum (SP), le striatum (ST), le noyau accumbens (NAc),
I’hippocampe (Hpd), I’hypothalamus (Hy), le thalamus (Th), I’Amygdale (Am), la substance noire
(SNr), le pons (p), le noyau dorsal de raphé (Dr), et les couches granulaire (CGr) et moléculaire
(CM) du cervelet (Figure 2.2). Le niveau le plus élevé d'expression du récepteur SIR a été observé
dans I'hippocampe, spécifiquement dans les régions CA1l et CA3, chez les males juvéniles et
adultes. Cependant, chez les femelles de différents ages ainsi que chez les males jeunes adultes, le
SIR est fortement exprimé dans la région CA3. L'expression du récepteur SIR dans la région DG
n'a pas montré de significativité chez les juvéniles et les jeunes adultes des deux sexes par rapport
a la région CAl. En ce qui concerne les adultes méales et femelles, l'expression du SIR dans la
région DG est moindre par rapport a la région CAl (Tableau 2.1) (Figure 2.3). Suivi de
I’amygdale chez les méles a tous les ages et les adultes chez les femelles. Aucune différence
significative n'a été constatée entre I’amygdale, CA1 et CA3 chez les juvéniles et les jeunes adultes
femelles (Figure 2.3). Le S1R est légérement exprimé au niveau de 1’hypothalamus, cortex moteur
et cingulaire, et le striatum dorsal. Dans le thalamus, on observe une faible expression du S1R, que

ce soit chez les males ou les femelles (Tableau 2.1) (Figure 2.3).
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Hoechst /S1IR

Figure 2.2 : Sections coronales rostro-caudales d’un cerveau méale juvénile montrant la distribution
de S1R au niveau des régions sélectionnées (régions délimitées par une ligne en pointillé¢). SIR est
en rouge et les noyaux en bleu.

(A) Différentes couches des bulbes olfactifs : CGL, Couche glomérulaire; CP, couche plexiforme;
CGr, couche granulaire. (B) CTX, cotex; SP, Septum; St, striatum; NAc, noyau accumbens. (C)
Hpd, Hippocampe dorsal; Hy, hypothalamus; Th, thalamus; Am, Amygdale. (D) SNr, substance
noire; Hpv, Hippocampe ventral. (E) P, pons; Dr, noyau dorsal du raphé. (F) Couche du cervelet.
CGr, couche granulaire; CM, couche moléculaire. Echelle=1000 pm.
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Tableau 2.1 : Ratio d’intensité de I’expression de S1R dans les régions cérébrales en fonction du
sexe et de I’age chez la souris. Les valeurs sont présentées par la moyenne + SEM. L’intensité du
signal de chaque région d’intérét a été normalisée par rapport au champ CA1 des souris juvéniles

males.
Ratio d’intensité du signal de I’expression de SIR en %
Région Femelle Male
cérébrale
Jeune Jeune
Juvénile adulte Adulte Juvénile adulte Adulte
(N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3) (N=3)
Hippocampe
- Champ CA1 73,56+7,13 51,59+6,61 39,61+7,25 100 43,7248,75 38,94 £5,87
- Champ CA3  103,0742,74 70,91%9,5 56,8743,58  98,19+10,02 83,83+£326  45,64+6,03
-DG 84,91+10,74 32,09+2,10 31,83+2,93 94,54+1897 34,55+10,75 39,27+8,02
Thalamus 6,86 +0,73 4,584+0,19 2,15+0,25 7,22+0,44 4,30+0,16 2,06+0,11
Amygdale 55,02+13,97 21,60+2,56 15,34+1,76 54,95+14,87 21,46 +£829  16,83+1,06
Hypothalamus  21,5244,20 6,42+1,05 6,92+1,28 13,33+0,41 7,15+1,81 7,17+1,06
Cortex
-Cortex 21,61+£2,05 10,94+2,09 5,94+1,84 24,4242 .74 8,96+1,04 4,87 +0,35
cingulaire
~Cortex 22,95+4.84  8,40+0,6 4,98+0,49 20424383 695+0,81 3,66 +0,57
Moteur
Striatum 18,01+1,33 9,74+0,86 7,78+0,31 20,38+5,12 10,65+0,84 6,69+0,9
dorsal
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Figure 2.3 : Ratio de I’intensité de signal de SIR en % au niveau de champs CA1, CA3, amygdale,
thalamus, hypothalamus, cortex cingulaire et moteur et striatum dorsal chez les méles et chez les
femelles en fonction de 1’age. Les données représentent la moyenne £ SEM ; *<p = 0,05. **<p =
0,01, ***<p=0,001, #<p = 0,0001 (ANOVA a deux facteurs).

2.4.1 Expression et distribution de SIR au niveau de ’hippocampe, amygdale, thalamus et
hypothalamus selon I’age et le sexe

SIR est exprimé¢ dans I’hippocampe (Hpd), thalamus (Th), I’hypothalamus (Hy) et ’amygdale
(Am) (Figure 2.4 B-C). L’expression de SIR, quel que soit la région cérébrale, est principalement

périnucléaire dans toutes les régions (Figure 2.4D).
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Figure 2.4 : Distribution de S1R dans I'hippocampe 'amygdale, I'hypothalamus et le thalamus.

(A) Coupe coronale du cerveau d'une souris (d’apres Allen brain Atlas). (B) Coupe coronale du
cerveau d'une souris male juvénile (Bregma : -1,81 mm selon The mouse brain in stereotaxic
coordinates ; Second edition) (Grossissement 20X). (C) Expression de S1R dans I'amygdale,
I'hypothalamus et les sous-régions de I'hippocampe [Hp : CAl, CA3 et gyrus dentelé¢ (DG)]
(Grossissement 20X). (D) Images confocales illustratives de l'expression périnucléaire de SIR dans
I'hypothalamus, le thalamus, 1'amygdale et les sous-régions de I'hippocampe [Hp ; CA1l, CA3 et
gyrus dentelé (DG)] (Grossissement 60X). Hp: I'hippocampe, Am: l'amygdale, Hy:
I'hypothalamus, Th : le thalamus.

2.4.1.1 Hippocampe

L'hippocampe est impliqué dans la mémoire et ’apprentissage. Il est considéré comme 1'un des

centres de la mémoire a long terme dans le cerveau (Bird & Burgess, 2008). Cette structure est
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formée du DG, les cornes d’Ammon et le subiculum. Les cornes d’Ammon sont subdivisées a leur
tour en 3 aires distinctes : les champs CA1, CA2 et CA3. L’expression de SIR a été détectée au
niveau de DG et le CA1 et CA3 notamment dans la couche pyramidale (Figure 2.5 B). Au sein du
DG, on observe une réduction de 50 % de I'expression de S1R d¢s le stade de jeune adulte qui
demeure constante chez les adultes. Cette tendance est similaire chez les individus males et
femelles (Figure 2.5 C). En effet, le DG est formé du hile, couche moléculaire (ML), couche
granulaire (CGL) et sous-granulaire (Figure 2.6 A). Cette derniére contient des corps cellulaires
d’interneurones ainsi que les cellules quiescentes qui vont se différencier en neurones matures
selon le processus de la neurogenese (Jurkowski et al., 2020). D’aprés nos résultats, I'expression
de S1R n'est pas observée dans la zone sous-granulaire de DG aussi bien chez les souris males que
chez les femelles (Figure 2.6 B). Toutefois, nous avons constaté une diminution de I’épaisseur de
cette zone a partir de jeune adulte (Figure 2.6 B). En ce qui concerne le CA3, le niveau de
I’expression de S1R montre une décroissance progressive des la période du jeune age adulte jusqu’a
atteindre 50 % chez les adultes, tant chez les femelles que chez les males (Figure 2.5 D). De méme,
le CA1 exprime fortement le SIR chez les juvéniles qu’ils soient males ou femelles. Toutefois,
cette expression commence a décliner de presque 50 % dés I'age jeune adulte, demeurant inchangée

chez les souris adultes (Figure 2.5 E).
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Figure 2.5 : Effet de 1'age et du sexe sur I'expression de S1R dans les sous-régions de I'hippocampe.

(A) Coupe coronale de cerveau d’une souris juvénile méale. (B) Image représentative au niveau de
I’hippocampe et ces sous-régions. Le ratio d’intensité du signal dans (C) DG, (D) CA3, (E) CAl
(3 tranches/structure/souris). (F) Images confocales illustratives de l'expression de SIR dans
I'hippocampe en fonction de I'dge. Les données représentent la moyenne + SEM ; *<p = 0,05, **<p
=0,01(ANOVA a deux facteurs; test post-hoc: test de Bonferroni). Barre d'échelle = 100 um.
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Figure 2.6 : Expression de S1R au niveau de DG selon I’age.
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(A) Images représentatives de la distribution de S1R dans les différentes couches du DG. ML,
couche moléculaire; GCL, couche granulaire; SGZ, zone sous-granulaire chez les souris juvéniles.
(B) Absence d'expression de S1R dans SGZ chez des souris juvéniles.

2.4.1.2 Amygdale

L’amygdale joue un rdle dans la mémoire émotionnelle, en particulier la formation et le stockage
des souvenirs lié¢ a la peur (Lee et al., 2013). Elle est impliquée également dans I’anxiété et le stress
(Babaev et al., 2018) (Hrybouski et al., 2016; Roozendaal et al., 2009). C’est une structure cérébrale
formée de plusieurs noyaux, I’amygdale centrale (CeA), basolatérale (BLA), et médiane (MeA).
Le BLA est constitu¢ de 1'amygdale latérale (LA). Dans notre étude on s’intéresse a 1’amygdale
basolatéral, qui joue un role central dans le traitement et la régulation des émotions et des
expériences sensorielles associées a la peur, a I'apprentissage émotionnel et a la prise de décision.
L'expression de SIR a été détectée au sein de 1'amygdale, comme illustrée dans la Figure 2.7 B.
Cette expression présente 70 % chez les souris juvéniles. Cependant, a partir de I'age jeune adulte,
une diminution d'environ 20 % de I'expression de S1R a été observée. Notamment, cette diminution
demeure constante avec 1’age aussi bien chez les deux sexes (Figure 2.7 C). Ce phénomene de

déclin graduel semble persister tout au long du processus de vieillissement (Figure 2.7 B).
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Figure 2.7 : Expression de S1R au niveau de ’amygdale en fonction de 1’age et du sexe.

(A) Coupe coronale de cerveau d’une souris juvénile male. (B) Image représentative au niveau de
I’amygdale. (C) Le ratio d'intensité du signal de S1R dans I'amygdale (3 tranches/structure/souris).
(D) Images illustratives de I'expression de S1R dans I'amygdale en fonction de I'dge. Les données
représentent la moyenne + SEM ; **<p = 0,001, *<p = 0,05. (ANOVA a deux facteurs; test post-
hoc: test de Bonferroni. Barre d'échelle = 100 um.

2.4.1.3 Hypothalamus

L’hypothalamus est une région cérébrale décrite comme le chef d'orchestre du systéme endocrinien
et du systéme nerveux autonome (Bear et al., 2018). Cette région est constituée de plusieurs noyaux

distincts, chacun jouant un rdle spécifique. Ces derniers participent a la régulation du
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comportement alimentaire, le rythme circadien, la température corporelle, la soif, et le contrdle du
systéme endocrinien, en plus de la libération d'hormones (Swaab et al., 1993). Toutes ces fonctions
sont exercées par I'hypothalamus en interagissant avec la glande pituitaire, établissant ainsi une
communication vitale entre le cerveau et le systéme hormonal. S1R est légérement exprimé au
niveau de I’hypothalamus par rapport a d’autres régions cérébrales (Tableau 2.1). Chez les
juvéniles, le niveau de I’expression de S1R chez les juvéniles males est de 1’ordre de 12 %, tandis
qu’il dépasse 20 % chez les femelles. De plus, moins de 10 % est exprimé chez les jeunes adultes
et les adultes au sein de chaque sexe (Figure 2.8 C). D'apres les analyses statistiques effectuées,
aucune disparité notable n'a été relevée entre les jeunes adultes et les adultes. Néanmoins, des
distinctions significatives ont été observées entre les femelles juvéniles et les males jeunes adultes
et adultes. Selon ces données, I'expression de S1R a montré une réduction a partir de la période des
jeunes adultes, tout en demeurant constante parmi les jeunes adultes et les adultes, en considérant

leur sexe (Figure 2.8 C).
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Figure 2.8 : Expression de SIR au niveau I’hypothalamus en fonction de 1’4ge et du sexe.

(A) Coupe coronale de cerveau d’une souris juvénile male. (B) Images illustratives de 1’expression
de S1R au niveau de I’hypothalamus. (C) Le ratio d'intensité du signal de S1R dans I’hypothalamus
(3 tranches/structure/souris). (D) Images illustratives de 1'expression de SIR dans 1'hypothalamus
en fonction de 1'dge chez le male. Les données représentent la moyenne = SEM ; **<p = 0,001,
*<p=0,05. (ANOVA adeux facteurs ; test post-hoc : test de Bonferroni), barre d'échelle = 100 pm.

2.4.1.4 Thalamus

Le thalamus constitue un centre nerveux central qui exerce un role clé dans l'intégration de la
majorité des fonctions nerveuses. Il recoit les informations sensorielles et sensitives provenant
d'autres centres nerveux, les évalue et les achemine ensuite vers le cortex cérébral. En effet, le
thalamus est formé principalement par des neurones de nature excitatrice et inhibitrice. Les
neurones thalamo-corticaux regoivent des informations sensorielles ou motrices du reste du corps
et les envoient via des fibres nerveuses vers le cortex cérébral. Le thalamus est également connecté
a I'hippocampe, les corps mamillaires et le fornix via le tractus mammillo-thalamique (Stein et al.,
2000). Le S1R a été détecté au niveau du thalamus (Figure 2.9 B). Au sein du thalamus, on a
observé une décroissance graduelle de I'expression de S1R en fonction de I'dge. Un pourcentage de
7 % de I’intensité de signal de SIR a été observé chez les souris juvéniles males et femelles. Une
baisse d'environ de 4% a été constatée chez les souris jeunes adultes, suivies d'une diminution de

2 % chez les adultes, tant chez les femelles que chez les males (Figure 2.9 C).
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Figure 2.9 : Expression de S1R au niveau de thalamus en fonction de 1’age et du sexe.

(A) Coupe coronale de cerveau d’une souris juvénile male. (B) Images illustratives de 1’expression
de SIR au niveau de thalamus. (C) Le ratio d'intensité du signal de S1R dans le thalamus (3
tranches/structure/souris). (D) Images illustratives de l'expression de S1R dans le thalamus en
fonction de 1'age chez le méle. Les données représentent la moyenne + SEM ; **<p = 0,001, *<p
=0,05. (ANOVA a deux facteurs ; test post-hoc : test de Bonferroni), barre d'échelle = 100 pm.
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2.4.2 Expression et distribution de SIR au niveau de cortex, striatum dorsal, et noyau
accumbens selon I’age et le sexe

Selon la Figure 2.10 B, S1R est exprimé au niveau du cortex (CTX), striatum (ST), noyau
accumbens cceur (NAcC) et le noyau accumbens shell (NAcSh). Cette expression a été remarquée

au niveau du péricaryon pour toutes les régions (Figure 2.10 C).

Hoechst/S1R

C Hoechst/S1R

Figure 2.10 : Apercu de I’expression et la distribution de SIR au niveau du cortex (CTX), striatum
(ST) et noyau accumbens cceur (NAc Core) et noyau accumbens coquille (NAc Shell).
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(A) Coupe coronale de cerveau d’une souris (D’apres Allen brain atlas). (B) Coupe coronale du
cerveau d'une souris male juvénile (Bregma +0,98 mm selon The mouse brain in stereotaxic
coordinates ; Second edition). (C) Images représentatives de 1’expression périnucléaire de SIR au
niveau du cortex moteur (CM), cortex cingulaire (CC), noyau accumbens cceur (NAcc), noyau
accumbens coquille (NAcS), striatum dorsolatéral (DLS), striatum dorsomédian (DMS).

2.4.2.1 Cortex moteur et cingulaire

Le cortex cérébral est la couche externe du cerveau qui est responsable de nombreuses fonctions
cognitives et sensorielles. Il est composé de substance grise, qui contient principalement des corps
cellulaires des neurones, et est organisé en plusieurs couches distinctes. L'anatomie du cortex peut
étre divisée en différentes régions, chacune ayant ses propres caractéristiques structurelles et
fonctionnelles. Les principales régions corticales comprennent: le cortex frontal, pariétal, temporal
et occipital (Javed et al., 2019). Ces régions corticales sont interconnectées par un réseau complexe
de fibres nerveuses, formant des voies de communication qui permettent la transmission de
l'information entre les différentes régions (Jawabri & Sharma, 2021). S1IR est exprimé dans
différentes régions du cortex tel que le cortex moteur et cingulaire (Figure 2.11B). Ces derniers
démontrent une similitude dans I'expression de SIR entre les males et les femelles (Figure 2.11 C,
D). En ce qui concerne l'effet de 'age, on a noté une intensité de signal d'environ 25 % chez les
juvéniles dans le cortex cingulaire (Figure 2.11 C). Cependant, cette valeur a atteint environ 50 %
dans le cortex moteur (Figure 2.11 D). L'expression de SIR diminue d'environ 15 % et 25 % au
niveau du cortex cingulaire et moteur, respectivement. Cette expression demeure stable des 1’age

jeune adulte, tant chez les males que chez les femelles ((Figure 2.11C, D).

49



Signal intensity ratio %

40+

30

20

10

Hoechst /S1R

Cingulate cortex

*%

* mm Male
*k ns
mm Female

ns

50

Signal intensity ratio %

150+

100

50+

Hoechst /S1R

Motor cortex

** m Male

ns
i I:- Female




E Hoechst/S1R

Juvenile Young adult Adult

Figure 2.11 : Expression de SIR au niveau du cortex cingulaire et moteur en fonction de 1’age et
du sexe.

(A) Coupe coronale de cerveau d’une souris juvénile male. (B) Images illustratives de 1’expression
de SIR au niveau du cortex moteur et cingulaire. (C) Le ratio d'intensité du signal de SIR dans le
cortex cingulaire (3 tranches/structure/souris). (D) Le ratio d'intensité du signal de S1R dans le
cortex moteur (3 tranches/structure/souris). (E) Images illustratives de I'expression de S1R dans e
cortex cingulaire moteur en fonction de 1'age chez le male. Les données représentent la moyenne +
SEM ; *¥*<p = 0,001, *<p = 0,05, ***<p = 0,0001 (ANOVA a deux facteurs ; test post-hoc : test
de Bonferroni), barre d'échelle = 100 pm.

2.4.2.2 Striatum dorsal

Le striatum dorsal est composé de plusieurs noyaux, notamment le noyau caudé, le putamen et le
noyau accumbens chez 1’humain. Tandis que chez les rongeurs, le striatum dorsal est divisé en
dorsomedian (DMS) et dorsolatéral (DLS). Ces noyaux sont interconnectés avec d'autres régions
du cerveau, telles que le cortex préfrontal, le thalamus, le globus pallidus interne et externe, la
substance noire par le biais de circuits neuronaux complexes. En effet, le striatum dorsal est formé
de neurones de projection GABAergiques, les neurones €pineux de taille moyenne (medium spiny
neurons, MSNs). Ces derniers recoivent des projections glutamatergiques provenant de diverses
régions du cortex cérébral, du thalamus, I'hippocampe et de I'amygdale (Bamford et al., 2018). Les
MSNs jouent un role crucial dans l'intégration et le traitement des informations sensorielles et
contextuelles. Le S1R est exprimé au niveau de striatum dorsal ( Figure 2.12 B). Cette expression
semble tre similaire entre les males et les femelles. Cela signifie que le sexe n’a pas d’effet notable
sur la quantité ou le niveau d'expression de S1R dans cette région du cerveau (Figure 2.12C).

Toutefois, l'expression de S1R diminue de 10 % a partir de la période de jeune adulte. Cela pourrait
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indiquer que l'expression de cette protéine subit des changements en fonction de 1’age (Figure

2.120).
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Figure 2.12 : Expression de SIR au niveau de striatum dorsal en fonction de I’age.

(A) Images illustratives de I’expression de SIR dans le striatum dorsal. Coupe coronale de cerveau
d’une souris juvénile male. (B) Images illustratives de I’expression de SIR au niveau de striatum
dorsal. (C) Le ratio d'intensit¢ du signal de SIR dans le striatum dorsale (3
tranches/structure/souris). (D) Images illustratives de 1'expression de S1R dans le striatum dorsal
en fonction de l'age. Les données représentent la moyenne + SEM ; *<p = 0,05. (ANOVA a deux
facteurs ; test post-hoc : test de Bonferroni), barre d'échelle = 100 pm.
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2.5 Discussion

Bien que S1R soit exprimé dans tout le cerveau, nos résultats montrent une densité hétérogene,
avec des régions ou I’expression de SIR est plus élevée telle que I’hippocampe et 1’amygdale,
tandis que d'autres régions présentent des intensités moyennes, telles que I’hypothalamus, le cortex
cingulaire et moteur et le striatum dorsal. Une faible intensité a été notée au niveau de thalamus
(Tableau 2.1). Des ¢études antérieures ont reporté que 1’expression de S1R est trés répandue dans
le cerveau a des intensités différentes selon les régions. Ceci a été réalis¢€ par diverses techniques
et dans divers modéles animaux. Actuellement, les données disponibles sur le changement de
I’expression de S1R en fonction de 1’age ne sont pas concluantes. Toutefois, la détection de SIR a
¢été faite par le PET scan en utilisant [11C]SA4503; un radioligand de S1R chez le singe (Kawamura
et al., 2003). Selon les parameétres de la cinétique de radioligand de SIR [11C]SA4503, le plus
grand potentiel de liaison a été trouvé dans 1'hippocampe. Ceci est en accord avec nos résultats qui
montrent que S1R est fortement exprimé notamment au niveau de la couche pyramidale des champs
CALl et CA3. Chez les jeunes singes, les valeurs du potentiel de liaison étaient modérées dans le
cortex frontal, le thalamus, I'hémisphére cérébelleux, le striatum, le cortex temporal, le vermis et
le cortex pariétal, et relativement bas dans le cortex occipital. Les différences régionales dans le
potentiel de liaison étaient relativement importantes chez les singes agés. Chez ces derniers, le SIR
est plus exprimé par rapport aux jeunes singes (Kawamura et al., 2003). En effet, l'activité
métabolique globale et le flux sanguin du cerveau peuvent connaitre des changements liés a 1'age,
en raison de modifications normales qui accompagnent le vieillissement. Ceci, peut influencer les
résultats du PET scan sous la forme de variations dans l'intensité des signaux observés. De plus, le
flux sanguin cérébral joue un rdle essentiel dans la répartition des radiotraceurs marqués au sein

des différentes régions du cerveau.

Chez la souris, la technique d’immunohistochimie a montré que la forte densité de S1R a été
attribuée aux bulbes olfactifs, le cortex cérébral, I’hippocampe, I’hypothalamus et le cervelet suivi
de striatum, le septum, le noyau accumbens et I’amygdale (Phan et al., 2003). Dans notre étude
I’expression de SIR est périnucléaire dans toutes les régions cérébrales étudiées (Figure 2.4 D)
(Figure 2.10 C), ce qui est en accord avec les résultats de Phan et al., qui ont reporté que
I’expression de S1R est péricaryon au niveau des bulbes olfactifs, la couche granuleuse et dans les
cellules de la couche glomérulaire (Phan et al., 2003). En ce qui concerne d’autres régions

cérébrales telles que le cervelet, le S1R est exprimé dans la couche granulaire. Cependant, la couche
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de Purkinje ne montre aucune expression de S1R. En somme, Phan et al., ont conclu que le niveau

d’expression de S1R reste stable dans différentes régions cérébrales en fonction de I’age.

Selon notre étude, S1R est fortement exprimé dans 1’hippocampe notamment dans les neurones de
la couche pyramidale des champs CA1 et CA3 ainsi que la couche granulaire de DG (Figure 2.5
B). Phan et al., ont détecté une forte intensité au niveau de I’hippocampe. Cette intensité a été
associée aux neurones localisés a la couche pyramidale des champs CA1l et CA3 et la couche

granulaire de DG (Phan et al., 2003).

Nos résultats montrent que 1’expression du S1R diminue avec 1’age au niveau du CA1 et CA3 chez
les males et les femelles. En ce qui concerne le DG, le S1R est fortement exprimé chez les juvéniles
pour les deux sexes. Cependant, il n’y a pas de différence significative entre les jeunes adultes et
les adultes (Figure 2.5). De plus, le SIR n’est pas exprimé dans la zone sous-granulaire chez les
juvéniles et cela a été remarqué chez les males et les femelles. De plus, I’épaisseur de cette zone
diminue avec 1’age (Figure 2.6). Selon la littérature la zone sous-granulaire est riche en cellules
quiescentes. Ces dernieres sont impliquées dans la neurogenése (Denoth-Lippuner & Jessberger,
2021). 11 a été montré que le nombre des cellules quiescentes dans la zone sous-granulaire diminue
d’une facon exponentielle avec 1’age (Ngwenya et al., 2015). Avec l'dge, la neurogenése adulte
tend a diminuer au niveau de I'hippocampe. Cette diminution de la neurogenese est un processus
normal et naturel li¢ au vieillissement, ce qui engendre une diminution des fonctions cognitives et
de la plasticité neuronale (Boldrini et al., 2018). Dans notre étude, 1’absence de 1’expression de
S1R au niveau de la zone sous-granulaire chez les juvénile male et femelle est peut-étre due a
I’abondance des cellules quiescentes chez ces derniers. En effet, les cellules quiescentes, appelées
aussi cellules en dormance, adoptent un état de repos temporaire, se distinguant par une réduction
significative de leurs activités métaboliques. Cette diminution d'activité se traduit par une
consommation énergétique réduite et une production moindre de déchets métaboliques. De plus,
les cellules quiescentes se caractérisent par leur stabilité génétique. Elles préservent leur intégrité
génomique, car elles n’entrent pas dans les processus de réplication cellulaire susceptibles
d’engendrer des erreurs de duplication de I’ADN. Cette baisse de 1’activité des cellules quiescentes

peut expliquer I’absence de 1’expression de S1R dans ces cellules.

Une autre étude a été faite sur le changement de 1’expression de S1R selon 1’age chez les rats par

la technique de la tomographie par émission de positron en utilisant un radioligand [11C]SA4503
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spécifique au SIR (Ramakrishnan et al., 2016). D’apres leurs résultats les niveaux les plus élevés
de la radioactivité¢ ont été remarqués dans le pons, la médulla et la moelle épiniére, suivis du
mésencéphale, le thalamus et 1’hypothalamus chez les jeunes rats. Cependant, les niveaux
inférieurs de radioactivité ont été observés dans le cortex, le striatum, 1'hippocampe, les bulbes
olfactifs et ’amygdale et le cervelet. Ramakrishnan et al. suggérent que I'impact de I’age sur
'absorption de radioligand de SIR [11C]SA4503 est spécifique a la région chez le rat. Certaines
zones montrant des changements plus importants que d'autres (Ramakrishnan et al., 2016).
Contrairement aux résultats de notre étude qui suggere que SIR diminue avec 1’age de la méme

maniére dans différentes régions cérébrales.

Les mécanismes exacts de cette diminution ne sont pas encore entiérement compris et peut étre
expliquée de plusieurs maniéres. En effet, il y a une diminution générale de I'expression des genes
dans divers tissus avec 1’dge, y compris le cerveau (Lee et al., 2000). Cette baisse de l'activité
génique peut étre également appliquée au géne de SIR, ce qui entraine une réduction de son
expression cérébrale avec 1’age. Plusieurs protéines ont montré une diminution de leur expression
en fonction de 1’age. Par exemple, il a été observé une diminution de 1'expression de certains
récepteurs neurotransmetteurs tels que les récepteurs NMDA (Magnusson, 1998; Sheng et al.,
1994). Cette diminution concerne les rats, les souris et les singes. Le maintien de la protéostase fait
appel a un ensemble de mécanismes cellulaires dont 1’efficacité diminue avec 1’dge (Hussain &
Ramaiah, 2007). Le maintien de la protéostase et la prévention de la formation des agrégats
protéiques au niveau de RE est assuré par un réseau complexe, comprenant la voie UPR, qui fait
appel a des protéines chaperonnes ainsi que des machineries protéolytiques. En fait, la voie UPR
implique des protéines effectrices telles que PERK (PKR like ER kinase), ATF6 (activating
transcription factor 6) et IRE1. Cette dernicre est 1’une des protéines clientes de SIR (Mori et al.,
2013). L’implication de SIR dans ces voies de signalisation, dont I’efficacité diminue avec I’age

peut expliquer la diminution de I’expression de S1R en fonction de I’age.

L'apoptose au niveau du cerveau, ¢galement connue sous le nom de la mort cellulaire programmeée,
est un processus biologique complexe qui joue un role crucial dans le développement, la
maintenance et le maintien de 1'équilibre fonctionnel du cerveau. L'apoptose peut étre déclenchée

en réponse a divers types de stress, tels que le stress oxydatif et l'inflammation.
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Avec I’age, il y a un changement dans 1'équilibre entre la réponse protectrice de I'UPR et la
signalisation pro-apoptotique ; ou la voie UPR est considérablement réduite par rapport a la
signalisation pro-apoptotique (Keller et al., 2000). Dans les tissus ou la voie pro-apoptotique est
activée de maniére significative, cela peut conduire a une diminution du nombre de cellules, ce qui

peut expliquer la diminution de niveau de I’expression de S1R avec 1’age.

De plus, les protéines chaperonnes et les enzymes résidentes du RE tels que BiP, PDI, calnexine et
GRP94, qui sont nécessaires au bon repliement des protéines, sont altérés au cours de 1’age (Brown
& Naidoo, 2012) (Naidoo, 2009). Naidoo et al., ont reporté¢ que les niveaux de protéines BiP
diminuent dans le tissu cérébral avec l'age. Il a ét¢ montré une diminution de 30 % de BiP dans le
cortex cérébral des souris C57/B6 agées de 22 a 24 mois par rapport a celle des jeunes souris de 3
mois. Chez les rats agés de 23 a 26 mois, I'expression de 'ARNm et de la protéine BiP est réduite
dans I’hippocampe, par rapport aux rats agés de 4 a 6 mois (Gavilan et al., 2006). En tant que

protéine chaperonne, le SIR peut étre également diminuer avec 1’age.

La diminution de I’expression de SIR peut étre également liée a I’accumulation des espéces
réactives de I’oxygeéne (ROS) avec ’age. En effet, il a ét€ montré que D’activité des protéines

chaperonnes diminue sous le stress oxydatif (Nakamura et al., 2021).

Malgré de nombreuses études sur I’effet de la délétion de S1R dans le cerveau chez les males et les
femelles KO S1R, aucune recherche n'a encore été consacrée a son expression dans des conditions
normales en fonction du sexe. Selon nos résultats 1’expression de S1R était similaire entre les males
et les femelles pour toutes les régions cérébrales étudiées. Chevalier ef al., ont démontré que chez
les femelles homozygotes SIR KO agées de 2 mois, la mémoire conditionnée par le stress est
altérée, tandis que des souris femelles SIR KO hétérozygotes ne présentent pas de déficits de la
mémoire qu’a partir de 12 mois. Cependant, aucun changement n’a été remarqué chez les males.
De plus, des tests de comportement tels que Y-maze et le labyrinthe de Morris ont démontré qu’il
n’y a pas de différence significative entres les males et les femelles en termes de la mémoire et
I’apprentissage (Xu et al., 2017). Sha et al, ont reporté que les souris males KO S1R ont montré
un phénotype de type dépressif avec un déficit de survie des cellules neuronales nouvellement
générées dans le gyrus dentelé de I'hippocampe, contrairement aux souris femelles KO SIR (Sha

et al., 2015). En résumé, bien que les souris males et femelles réagissent différemment face a
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I’inactivation de S1R, les données sur 1’effet direct de sexe sur le niveau de 1’expression de SIR

au niveau de cerveau ne sont pas disponibles.

En résumé, 1’application de plusieurs techniques s'avere essentielle pour obtenir une vision globale
des variations dans les niveaux d'expression de S1R en fonction de 1'age pour les deux sexes. Pour
ce faire, l'utilisation de diverses méthodes biochimiques et moléculaires, telles que le Western blot,
la PCR quantitative et la RT-PCR en temps réel, est recommandée. Ces approches nous permettront
d'appréhender a la fois l'expression génique de S1R et les niveaux d'expression protéique

correspondants.
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CHAPITRE 3

DISCUSSION

Nous avons détecté I'expression du SIR dans diverses régions du cerveau, notamment les couches
du bulbe olfactif, telles que la couche glomérulaire (CGL), la couche plexiforme (CP) et la couche
granulaire (CGr). De plus, le SIR est présent dans le cortex (CTX), le septum (SP), le striatum
(ST), le noyau accumbens (NAc), I'hippocampe (Hpd), I'hypothalamus (Hy), le thalamus (Th),
I'amygdale (Am), la substance noire (SNr), le pons (p), le noyau dorsal de raph¢ (Dr), ainsi que les

couches granulaire (CGr) et moléculaire (CM) du cervelet (Figure 2.2).

Le récepteur SIR atteint son niveau d'expression le plus élevé dans 1'hippocampe, en particulier
dans les régions CA1 et CA3, chez les males juvéniles et adultes. Cependant, chez les femelles, a
tous les ages, ainsi que chez les males jeunes adultes, SIR présente une forte expression dans la
région CA3 (Figure 2.3). L'expression du récepteur SIR dans le DG a montré une grande
différence significative entre les juvéniles et les jeunes adultes chez les males et les femelles
(Figure 2.5 C). De plus, une absence de 1’expression de SIR dans la couche sous-granulaire du
DG a été remarqué chez les juvéniles. Cette couche a tendance a diminuer avec 1’age (Figure 2.6

B).

Nous avons observé une faible expression de SIR au niveau de 1'hypothalamus, du cortex moteur
et cingulaire, ainsi que du striatum dorsal; la plus faible étant dans le thalamus chez les deux sexes

(Tableau 2.1).

3.1 Changement de ’expression de S1R avec I’4ge

La présente étude indique que la technique de I’immunofluorescence indirect permet la détection
de I’expression de SIR dans diverses structures cérébrales des souris males et femelles a différents
stades ontogéniques. Bien que S1R soit exprimé dans tout le cerveau, nos résultats montrent qu’il
y a des structures intensément immunomarquées localisées a des endroits spécifiques du cerveau,
notamment [’hippocampe et ’amygdale, tandis que d'autres régions présentent des intensités
moyennes de I’expression de S1R, a savoir, I’hypothalamus, le striatum dorsal et le cortex. La plus
faible intensité a été remarqué au niveau de thalamus. Des études antérieures, réalisées avec

différentes techniques et dans divers modeles animaux, ont reporté que S1R est trés exprimé dans
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le cerveau a des intensités différentes selon les régions(Alonso et al., 2000; Kawamura et al., 2003;

Phan et al., 2003).

Des images réalisées par le PET scan (tomographie par émission de positon couplé a un scanner)
ont montré I’expression de S1R chez le singe au niveau du cerveau (Kawamura et al., 2003). Le
principe de base du PET scan repose sur l'utilisation de radionucléides, généralement des composés
marqués avec un isotope radioactif. Ces radionucléides sont des ¢léments chimiques qui émettent
des positrons, des particules subatomiques avec une charge positive, lorsqu'ils se désintégrent.
Dans I’¢tude de Kawamura, la détection de S1R a été fait par [11C]SA4503, un radioligand de S1R.
Selon les paramétres de la cinétique de [11C]SA4503, le plus grand potentiel de liaison a été trouvé
dans 1'hippocampe. Ceci est en accord avec nos résultats. Suivi du cortex cingulaire chez les singes
jeunes et agés. Chez les jeunes singes, les valeurs du potentiel de liaison étaient modérées dans le
cortex frontal, le thalamus, I'hémisphére cérébelleux, le striatum, le cortex temporal, le vermis et
le cortex pariétal; et relativement bas dans le cortex occipital (Kawamura et al., 2003). Selon nos
résultats, le thalamus présente le niveau le plus bas par rapport au striatum, au cortex, qui viennent
en deuxiéme lieu apres 1’hippocampe et I’amygdale. De plus, Kawamura ef al., ont démontré que
les différences régionales dans le potentiel de liaison étaient relativement importantes chez les
singes agés. Chez ces derniers, le S1R est plus exprimé par rapport aux jeunes singes (Kawamura
et al., 2003). Contrairement a ce que nos résultats suggéraient, les variations régionales de
l'expression de S1R sont similaires chez les souris jeunes et agées, c'est-a-dire que l'expression de
cette protéine diminue avec I'dge dans toutes les régions cérébrales. Il convient de souligné que les
interprétations des résultats de PET scan prennent en compte de nombreux facteurs, notamment
I'age. En effet, le cerveau est un organe hautement actif sur le plan métabolique. Cependant,
l'activité métabolique globale du cerveau peut diminuer avec 1'dge en raison de modifications
normales liées au vieillissement, ainsi que des éventuelles pathologies liées a 1'age. Cela peut se
refléter dans les résultats du PET scan en termes d'intensité des signaux métaboliques observés. De
plus, le flux sanguin cérébral joue un rdle essentiel dans la distribution des radiotraceurs marqués
dans les différentes régions du cerveau. A mesure que 1'dge avance, il peut y avoir des changements
dans la régulation du flux sanguin, ce qui peut influencer la manicre dont les radiotraceurs sont
acheminés vers les différentes zones cérébrales. De ce fait le changement de ’absorption de
radioligand de SI1R [11C]SA4503 chez les singes agés peut étre li¢ a d’autres facteurs qui

influencent la technique de PET scan et non seulement a I’age. Ces facteurs doivent étre pris en
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compte lors de I’interprétation des résultats des images de PET scan. D’autre part, le SIR est connu
pour se lier a plusieurs types de ligands endogénes, y compris des stéroides, des neurotransmetteurs
et des protéines. Par conséquent, il pourrait étre difficile d'utiliser un radiotraceur pour cibler
précisément le SIR, car les sites de liaison du récepteur pourraient déja étre occupés par des ligands

endogénes.

Chez la souris C57BL/6 la technique d’immunohistochimie a montré que la plus forte densité de
SIR se trouve au niveau du cortex cérébral, I’hippocampe et I’hypothalamus suivi du striatum et
I’amygdale (Phan et al., 2003). Toutefois, notre étude a révélé une expression significativement
¢levée de S1R dans I'hippocampe suivi de I’amygdale, le cortex et I’hypothalamus. De plus, nos
résultats indiquent que S1R est principalement détecté au sein des neurones des couches
pyramidales des champs CA1 et CA3, ainsi que dans la couche granulaire du DG. Il est également
intéressant de noter que, de manicre similaire, Phan et al. ont identifi¢é une expression de SIR
associée aux neurones situés dans les couches pyramidales des champs CA1 et CA3, ainsi que dans

la couche granulaire du DG (Phan et al., 2003).

Les travaux de Phan et al., ont indiqué que 1'expression de S1R reste constante en fonction de l'age,
en contradiction avec nos résultats qui démontrent une diminution de l'expression de SIR avec
I'age (Phan et al., 2003). En effet, ’interprétation des résultats d’immunohistochimie peut étre
subjective, car elle dépend de l'observation visuelle. D une part, I’immunohistochimie peut étre
moins quantitative que d'autres techniques telle que la microscopie a fluorescence, ce qui peut
limiter l'analyse quantitative précise des niveaux d'expression. D’autre part, les niveaux élevés
peuvent conduire a une saturation du signal, rendant difficile la distinction des nuances de

coloration.

Dans notre étude 1’expression de SIR est périnucléaire, ce qui est en accord avec les résultats de
Phan et al., qui ont reporté que S1R est exprimé au niveau du péricaryon. Au niveau des bulbes
olfactifs le S1R a été remarqué au péricaryon au niveau de la couche granuleuse et dans les cellules
de la couche glomérulaire (Phan et al., 2003). Par ailleurs, des études ont montré que la localisation
subcellulaire de SIR dépend de I'organe et du type cellulaire. En fait, SIR est localisé
principalement au niveau de la MAM dans les cellules CHO (Hayashi & Su, 2007a). D’autres
études ont suggére la présence de SIR au niveau du plasmalemme, membrane plasmique incluant

I’environnement proche de la membrane plasmique (Su et al., 2010). De plus, Mavlyutov et al.,
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ont démontré la localisation de S1R au niveau de I’enveloppe nucléaire des cellules
photoréceptrices. SIR est localisé au niveau de 1I’enveloppe nucléaire ainsi que le RE dans la lignée

cellulaire NSC-34, des cellules de type motoneurone murin (Mavlyutov et al., 2017).

Notre étude montre que I’expression de S1R diminue avec 1’age au niveau des champs CA1 et CA3
chez les males et les femelles. En ce qui concerne le DG, S1R est fortement exprimé chez les
juvéniles pour les deux sexes. Cependant, il n’y a pas de différence significative entre les jeunes
adultes et les adultes. SIR n’est pas exprimé dans la zone sous-granulaire chez les juvéniles chez
les deux sexes. Selon la littérature, la zone sous-granulaire est riche en cellules quiescentes. Ces
derniéres sont des cellules qui sont vivantes, mais qui sont inactives sur le plan de la division
cellulaire et de I'activité métabolique, ce qui pourrait expliquer 1’absence de S1R dans cette région,
une protéine fortement réquisitionnée au cours de la protéostase, stress cellulaire, trafic de protéines,
et autres activités métaboliques. En effet, les cellules quiescentes sont des cellules souches
impliquées dans la neurogenese. Ces cellules souches sont capables de se diviser et de donner
naissance a de nouveaux neurones (Denoth-Lippuner & Jessberger, 2021). 11 a ét¢ montré que le
nombre des cellules quiescentes dans la zone sous-granulaire diminue d’une fagon exponentielle
avec I’age (Ngwenya et al., 2015). Avec 1'age, la neurogenese adulte tend a diminuer au niveau de
I'hippocampe, qui est 1'une des principales régions ou la neurogenese adulte se produit chez les
mammiferes. Cette diminution de la neurogenese est un processus normal et naturel li¢ au
vieillissement, ce qui engendre une diminution des fonctions cognitives et de la plasticité neuronale
(Boldrini et al., 2018). Dans notre étude, 1’absence de 1’expression de SIR au niveau de la zone
sous-granulaire chez les souris juvéniles males et femelles pourrait étre due a 1’abondance des

cellules quiescentes chez ces dernieres.

Une autre étude a été réalisée sur le changement de I’expression de S1R selon I’age chez les rats
par la technique de PET scan utilisant un radioligand [11C]SA4503 spécifique au S1R
(Ramakrishnan et al., 2016). D’apres leurs résultats les niveaux les plus élevés de la radioactivité
a ¢t¢ remarqué dans le pont, medulla et la moelle, suivis de mésencéphale, thalamus et
hypothalamus chez les jeunes rats. Toutefois, les niveaux inférieurs de radioactivité ont été
observées dans le cortex, le striatum, I'hippocampe, les bulbes olfactifs et I’amygdale et le cervelet.
Chez les rats agés de 18, 24 et 32 mois les différences régionales dans l'absorption du traceur était

moins évidente. Nos résultats montrent que le plus haut niveau de I’expression de SIR a été
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remarqué au niveau de I’hippocampe et I’amygdale, et le plus faible a été remarqué au niveau du

thalamus.

La variabilité régionale réduite de la radioactivité dans les cerveaux agés suggere que I'impact de
I’age sur I'absorption de radioligand de S1R [11C]SA4503 est spécifique a la région. Certaines
zones montrant des changements plus importants que d'autres (Ramakrishnan et al., 2016). De plus,
certaines zones ont montré une réduction de la liaison du ligand [11C]SA4503 avec ’age, alors
que la liaison dans d'autres zones n'a pas été affectée de maniere significative. Contrairement a ces
résultats, notre étude suggére que SIR diminue avec 1’age de la méme maniere dans différentes
régions cérébrales. Les disparités observées entre notre étude et celle de Ramakrishnan pourraient
étre attribuables a la variation des techniques employées. En effet, le PET scan repose sur l'usage
d'un radiotraceur ciblant la protéine en question. Il est bien démontré que le SIR est capable de se
lier a plusieurs ligands endogenes, ce qui pourrait influencer la précision de la détection de la

protéine.

Les mécanismes exacts de la diminution de I’expression de S1R au niveau du cerveau ne sont pas
encore entierement compris et cette diminution peut étre expliquée de plusieurs maniéres. Le
processus de vieillissement est associé a de nombreux changements physiologiques et moléculaires
dans le corps, y compris dans le cerveau. Ces changements peuvent influencer 1'expression de
différentes protéines, y compris celui de SIR. Avec l'dge, il y a une diminution générale de
l'expression des genes dans divers tissus, y compris le cerveau (Lee et al., 2000). Cette baisse de
l'activité génique peut également s'appliquer au geéne du récepteur SIR, ce qui entraine une
réduction de son expression cérébrale. Plusieurs protéines ont montré une diminution de leur
expression en fonction de 1’age. Par exemple, il a été observé une diminution de l'expression de
certains récepteurs aux neurotransmetteurs tels que les récepteurs NMDA, qui jouent un rdle
important dans les processus de mémorisation et d'apprentissage. Cette diminution concerne les
rats, les souris et les singes. De plus, 1'expression des sous-unités du récepteur NMDA change
également avec l'age. Il a été rapporté que I'expression de GluN1 et GluN2B diminuent dans le DG
des macaques agés et dans le cortex et I'hippocampe des rongeurs, respectivement (Magnusson,

1998; Sheng et al., 1994).

D’autre part, les cellules subissent un processus de vieillissement naturel avec 1’age, ce qui peut

altérer la capacité du cerveau a maintenir correctement les protéines dans leur état fonctionnel
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normal. Cela peut conduire a des erreurs de repliement des protéines, ainsi qu’a une protéostase
réduite. De plus, au fil du temps, les mécanismes de dégradation et d'élimination des protéines
endommagées peuvent également diminuer, ce qui favorise I'accumulation des agrégats protéiques.
Ces agrégats peuvent s'accumuler progressivement dans les neurones, perturbant leur
fonctionnement normal et contribuant au développement des maladies neurodégénératives.
Hussain et al., suggere que les jeunes tissus possedent un mécanisme efficace d'adaptation au stress

du réticulum qui diminue avec le vieillissement (Hussain & Ramaiah, 2007).

En fait, les protéines chaperonnes sont une classe de protéines qui jouent un réle essentiel dans le
processus de repliement des autres protéines, c'est-a-dire leur adoption de leur structure
tridimensionnelle fonctionnelle. Elles aident également a prévenir 1'agrégation des protéines mal
repliées. Le maintien de cette derniére est assuré par un réseau complexe, comprenant la voie UPR
qui fait appel a des protéines chaperonnes ainsi que des machineries protéolytiques. En fait la voie
UPR implique des protéines effectrices telles que PERK (PKR like ER kinase), ATF6 (activating
transcription factor 6) et IRE1. Cette dernicre est 1’une des protéines clientes de SIR (Mori et al.,

2013).

Avec I’age, il y a un changement dans I'équilibre entre la réponse protectrice de I'UPR et la
signalisation pro-apoptotique, ou la voie UPR est considérablement réduite par rapport a la
signalisation pro-apoptotique (Keller et al., 2000). Les protéines chaperonnes et les enzymes
résidentes du RE tels que BiP, PDI, calnexine et GRP94, qui sont nécessaires au bon repliement
des protéines, sont altérés au cours de I’age (Brown & Naidoo, 2012). Il a été bien établi que
I'expression des protéines chaperonnes diminue avec 1'age tel que la protéine BiP (Naidoo, 2009).
En tant que protéine chaperonne, SIR peut également diminuer avec 1’age. En fait, BiP est une
protéine chaperonne avec laquelle SIR forme un complexe au niveau des MAM. Cette protéine
agit en se liant aux protéines nouvellement synthétisées et en les empéchant de former des
structures incorrectes. Elle joue également un role dans le transport des protéines a travers certaines
membranes cellulaires, comme le RE, qui est le site de la synthése des protéines destinées a étre
sécrétées ou intégrées a la membrane cellulaire. BiP facilite le transfert des protéines nouvellement
synthétisées dans le RE, ou elles peuvent poursuivre leur maturation et leur repliement correct.
Naidoo et al., ont reporté que les niveaux de protéines BiP diminuent dans le tissu cérébral avec
I'age (Naidoo, 2009). Il a été montré une diminution de 30 % de BiP dans le cortex cérébral des

souris C57/B6 agées (de 22 a 24 mois) par rapport a celle des jeunes souris de 3 mois. Chez les rats
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agés de 23 a 26 mois, I'expression de 'ARNm et de la protéine BiP est réduite dans 1’hippocampe,

par rapport aux rats agés de 4 a 6 mois (Gavilan et al., 2006).

La diminution de I’expression de SIR peut étre également liée a 1’accumulation des especes
réactives de I’oxygene (ROS) avec I’age. En effet, il a ét¢ montré que 1’activité des protéines
chaperonnes diminue sous le stress oxydatif (Nakamura et al., 2021). En fait, le stress oxydatif
résulte d'un déséquilibre entre la production des ERO et la défense antioxydante endogene. Ce
déséquilibre est associé a divers processus de vieillissement et a certaines maladies liées a I'age.
Les ROS peuvent endommager I'ADN, les protéines et les lipides, entrainant ainsi un vieillissement

accéléré des cellules et des tissus (Tauffenberger & Magistretti, 2021).

La diminution de I’expression de SIR peut étre également expliqué par le déclin du nombre des
neurones dans le tissu cérébral. Mortera & Herculano-Houzel ont montré une diminution
progressive significative des neurones dans toutes les structures cérébrales qui commence a partir
de I'age de 3 mois chez le rat, cette diminution de neurones est maximale dans toutes les structures

a partir de 12 mois jusqu’a 22 mois (Morterd & Herculano-Houzel, 2012).

3.2 Changement de ’expression de S1R selon le sexe

Le dimorphisme sexuel entre les hommes et les femmes s'étend au-dela des caracteéres physiques
externes et englobe également des différences structurelles, fonctionnelles et biochimiques au
niveau du cerveau, ainsi que son développement avec 1’age (Zaidi, 2010). D’un point de vue
biochimique, le cerveau est chimiquement hétérogene en ce qui concerne le sexe, I'dge et la région
cérébrale. Il existe des preuves de différences sexuelles dans de nombreux systemes de
neurotransmetteurs dans des régions cérébrales telle que 1'hippocampe, y compris les systemes
adrénergiques, sérotoninergiques, cholinergiques(Madeira & Lieberman, 1995). Des différences
entre les sexes sont également signalées dans les voies biochimiques relatives a la dopamine
(Zachry et al., 2021). De plus, il a été montré que chez les souris transgéniques 3xTg-AD, un
modele utilisé pour 1’étude de la maladie d’ Alzheimer, S1R est altéré différemment chez les males
et les femelles (Danis, 2021). Malgré de nombreuses études portant sur les conséquences de
l'absence d'expression de SIR dans le cerveau chez les males et les femelles, ainsi que sur les
changements de son expression dans le cas d'Alzheimer, aucune recherche n'a encore été consacrée
a son expression dans des conditions normales en fonction du sexe. Selon nos résultats I’expression

de SIR est similaire entre les méles et les femelles pour toutes les régions cérébrales étudiées.
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En effet, des études ont été réalisées avec des souris Knoukout (KO) S1R afin d’élucider les
mécanismes biologiques de SIR dans les conditions normales et pathologiques, permettant ainsi
d'acquérir une meilleure compréhension du fonctionnement de S1R dans le cerveau (Chevallier et
al., 2011; Xu et al.,, 2017). Ces recherches visent également a explorer les différences
comportementales entre les males et les femelles. S1R afin élucider les mécanismes biologiques
de S1R dans les conditions normales et pathologiques, permettant ainsi d'acquérir une meilleure
compréhension du fonctionnement de S1R dans le cerveau. Ces recherches visent également a
explorer les différences comportementales entre les males et les femelles. Chevalier et al. ont
démontré que chez les femelles homozygotes SIR KO agées de 2 mois, la mémoire conditionnée
par le stress est altérée, tandis que des souris femelles SIR KO hétérozygotes ne présentent pas de
déficits de la mémoire qu’a partir de 12 mois. Cependant, aucun changement n’a été remarqué chez
les méales(Chevallier et al., 2011). Des tests de comportement tels que Y-maze et Labyrinthe de
Morris, des tests comportementaux utilisés pour I'étude de l'apprentissage spatial et de la mémoire,
ont démontré qu’il n’y a pas de différence significative entres les males et les femelles (Xu et al.,
2017). En 2015, Sha et al., ont examiné les effets de 1'estradiol sur I'immobilité des souris SIR KO
dans le test de la nage forcée (FST) et le test de suspension caudale (TST) afin d'expliquer les
différences entre les males et les femelles. Ils ont montré qu'il n'y avait pas de différence dans les
niveaux de corticostérone entre WT et SIR KO ou les souris males et femelles, respectivement

(Sha et al., 2015).

3.3 Autres facteurs influencant ’expression de SIR avec I’age

La technique d'immunofluorescence est une méthode couramment utilisée en biologie pour détecter
et visualiser la présence d’une protéine ou d'antigénes spécifiques dans des échantillons
biologiques tels que des tissus, des cellules ou des cultures cellulaires. Elle est devenue un outil
essentiel dans les sciences biologiques. Le principe de base de 1'immunofluorescence repose sur
l'utilisation d'anticorps spécifiques qui sont capables de reconnaitre et de se lier a des antigénes
spécifiques présents dans 1'échantillon. Ces anticorps sont marqués avec des fluorochromes, des
molécules qui émettent une lumiere fluorescente lorsqu'ils sont excités par une certaine longueur

d'onde.
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En effet, la diminution de ’expression de S1R avec I’age peut-étre également due a plusieurs
facteurs liés a la technique de I'immunofluorescence y compris, l'autofluorescence, les

caractéristiques structurelles de tissu qui change avec I’age.

L’autoflorescence est induit par I’accumulation des pigments dans le tissu cérébral avec I’age tel
que la lipofuscine. Cette derniére est un pigment qui induit une fluorescence non spécifique a
certaines longueurs d'onde. Lorsqu'elle s'accumule dans les cellules cérébrales vieillissantes, elle
peut augmenter le niveau d'autofluorescence de 1'échantillon, créant ainsi un bruit de fond non
spécifique. Cela peut rendre la détection des signaux d'intérét plus difficile, en particulier si les

signaux sont faibles (Mortera & Herculano-Houzel, 2012).

Les caractéristiques structurales du cerveau peuvent changer avec 1'age, ce qui peut influencer
l'accessibilité des antigénes cibles aux anticorps. Des changements dans la perméabilité des
membranes cellulaires et la disponibilité des épitopes peuvent se produire, ce qui peut affecter la

capacité des anticorps a se lier spécifiquement aux protéines.

En somme, il est essentiel d'utiliser plusieurs approches pour obtenir une compréhension compléte
des variations dans les niveaux d'expression du S1R en fonction de 1'age et du sexe. Pour cela, il
est recommandé¢ d'employer diverses méthodes biochimiques et moléculaires, telles que le Western
blot, la PCR quantitative et la RT-PCR. En combinant ces techniques, nous pourrons examiner a

la fois I'expression génique de SIR et les niveaux de protéines correspondants.
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CONCLUSION

En conclusion, I'expression de S1R dans différentes régions cérébrales, notamment 1’hippocampe,
I’amygdale, le striatum, le thalamus, 1’hypothalamus et le cortex, présente une diminution
significative en fonction de I'age chez les males et les femelles. Cependant, le sexe n’a aucun impact

sur cette expression.

Au niveau de I’hippocampe, 1I’expression de SIR diminue avec I'age dans les régions CA1 et CA3,
a la fois chez les males et les femelles. Quant au DG, SIR présente une forte expression chez les
souris juvéniles males et femelles. Cependant, il n'y a pas de différence significative entre les jeunes
adultes et les adultes. Il est également important de noter que S1R n'est pas exprimé dans la zone

sous-granulaire chez les juvéniles, et cette absence d'expression a été observée chez les deux sexes.

Dans l'ensemble, 1'é¢tude de I’expression de SIR en fonction de 1'age et du sexe va contribuer a
l'avancement de la recherche fondamentale en neurosciences et en pharmacologie. Elle élargit notre
compréhension de [I’implication de SIR dans diverses maladies psychiatriques et
neurodégénératives entre les individus de différents groupes d'age et de sexe. De plus, comprendre
comment l'expression de SIR varie en fonction de l'dge et du sexe peut contribuer au
développement de traitements médicaux personnalisés, et donc plus efficaces. Cette connaissance
permettra de mieux adapter les thérapies aux besoins spécifiques des patients en tenant compte de

leur age et de leur sexe.
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