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RESUME

Les compétences mnésiques et la gestion des humeurs sont cruciales pour la cognition et la santé mentale,
indispensables pour fonctionner efficacement dans notre société. La mémoire et I'apprentissage
permettent de s'adapter a un environnement en constante évolution, tandis que la régulation des
humeurs influence notre bien-étre émotionnel et notre capacité a affronter les défis quotidiens. Toutefois,
ces aptitudes sont souvent perturbées différemment selon I'dge et le sexe. De plus, plusieurs maladies
neurodégénératives sont associées a des déficiences mnésiques et a une augmentation des troubles de
I’humeur, tels que I'anxiété et la dépression, affectant la qualité de vie des individus et la société. Identifier
les facteurs et mécanismes impliqués est crucial pour développer des thérapies visant a prévenir ou
atténuer ces symptomes. La protéine chaperonne Sigma-1R (S1R) a émergé comme un régulateur clé de
I'activité neuronale, jouant un réle dans les fonctions cognitives et la régulation des humeurs. Présente
dans I'hippocampe et le striatum, S1R est particulierement exprimée dans les neurones dopaminergiques,
qui forment des circuits essentiels pour ces processus. Cependant, I'implication réelle de S1R dans ces
processus, selon I'age et le sexe, reste a élucider. Cette étude vise donc a analyser I'impact de I'altération
fonctionnelle de S1R - via blocage pharmacologique ou délétion génétique - sur |'apprentissage, la
mémoire, I'anxiété et la dépression. Des souris males et femelles de différents dges sont utilisées, et les
effets de ces altérations sont évalués a travers des tests comportementaux. Ce projet fourni des
informations fondamentales sur le r6le de S1R dans ces comportements et aide a comprendre comment
leur altération conduit a des pathologies. En décryptant ces mécanismes, cette recherche pourra ainsi
ouvrir la voie a de nouvelles approches thérapeutiques pour les troubles cognitifs et émotionnels adaptés

en fonction de I'age et du sexe.

Mots clés : Sigma-1R, apprentissage et mémoire, anxiété et dépression, maladie neurodégénérative
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ABSTRACT

Memory skills and mood management are crucial for cognition and mental health, essential for functioning
effectively in our society. Memory and learning enable adaptation to a constantly changing environment,
while mood regulation influences our emotional well-being and ability to face daily challenges. However,
these abilities are often disrupted differently depending on age and sex. Moreover, several
neurodegenerative diseases are associated with memory deficits and an increase in mood disorders, such
as anxiety and depression, affecting the quality of life of individuals and society. Identifying the factors and
mechanisms involved is crucial for developing therapies to prevent or mitigate these symptoms. The
chaperone protein Sigma-1R (S1R) has emerged as a key regulator of neuronal activity, playing a role in
cognitive functions and mood regulation. Present in the hippocampus and striatum, S1R is particularly
expressed in dopaminergic neurons, which form essential circuits for these processes. However, the
involvement of S1R in these processes, according to age and sex, remains unclear. This study aims to
analyze the impact of functional alterations in S1R - via pharmacological blockade or genetic deletion - on
learning, memory, anxiety, and depression. Male and female mice of different ages are used, and the
effects of these alterations are evaluated through behavioral tests. This project provide fundamental
information on the role of S1R in these behaviors and help to understand how their alteration leads to
pathologies. By understanding better these mechanisms, this research could pave the way for new

therapeutic approaches for cognitive and emotional disorders, adapted according to age and sex.

Keywords : Sigma-1R, learning and memory, anxiety and depression, neurodegenerative disease
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CHAPITRE 1
REVUE DE LITTERATURE

1.1 Apprentissage et mémoire

1.1.1 Définition

L'apprentissage est généralement défini comme un changement de comportement relativement
permanent résultant de la pratique ou de I'expérience. Une définition plus précise a été proposée par
Lachman en 1997 : « I'apprentissage est le processus par lequel une modification relativement stable des
relations stimulus-réponse est développée en conséquence a une interaction fonctionnelle avec
I'environnement via les sens. ». Cette définition prend en compte la complexité de cette aptitude cognitive :
I'apprentissage ne provoque pas systématiquement des changements comportementaux, mais une
meilleure efficacité de la réponse aux stimulus. De plus, ces changements ne sont pas toujours permanents,
bien qu’ils soient stables, et peuvent étre acquis en une seule fois sans nécessité de pratique. Cette
définition permet également de considérer |'apprentissage comme un processus distinct notamment de
la mémoire et du comportement, s’appliquant a tous les organismes vivants et leurs stades

développementaux.

La mémoire quant a elle est définie par Squire et al. en 2009 comme la faculté a encoder, stocker et
récupérer des informations préalablement apprises. Elle implique donc la rétention et le rappel

d'expériences passées ou d’informations apprises.

L'apprentissage et la mémoire se refletent donc directement dans le comportement des étres vivants,
variant d’un individu a l'autre selon I'expérience et les informations pergues. Cette capacité a apprendre
des informations et a les réutiliser est primordiale pour la survie et I'adaptation a I'environnement et est

nécessaire pour le fonctionnement et I’évolution de tout étre vivant.

1.1.2 Fonctionnement

De plus en plus, les chercheurs explorent les mécanismes neurobiologiques sous-jacents a I'apprentissage
et la mémoire. Il est aujourd’hui bien établi que ces compétences cognitives reposent sur une activité
neuronale saine dans des régions cérébrales précises, essentielles a la mémoire, I'apprentissage et la

régulation émotionnelle. Cette activité neuronale correspond a la capacité du neurone a générer une



activité électrique, la transmettre d’un neurone a I'autre mais également a maintenir les connexions
neuronales, permettant ainsi le stockage de I'information. Une activité équilibrée et synchronisée de ces
réseaux permet l'intégration de I'information et le traitement des signaux complexes nécessaires aux
processus cognitifs. Ce fonctionnement harmonieux souligne I'importance des mécanismes neuronaux
spécifiques qui, en assurant la stabilité et la plasticité des circuits, soutiennent durablement nos capacités

cognitives et émotionnelles.

Lorsqu’un stimulus (signal provenant d’un autre neurone, ou un stimulus extérieur, sensoriel) arrive au
neurone (Figure 1. 1.1), le potentiel de la membrane est perturbé. Si le stimulus est suffisamment puissant
pour atteindre le seuil d'excitabilité (Figure 1.1 2.), il provoque l'ouverture des canaux sodiques voltage-
dépendants de la membrane cellulaire et I'entrée d’ions sodium (Na*) dans le neurone depuis le milieu
extracellulaire. Cette entrée d’ions positifs va engendrer une dépolarisation de la membrane pouvant
mener a la génération d’un potentiel d’action (PA), si le signal est assez puissant pour atteindre le seuil
deéclenchement de celui-ci. Le PA est un potentiel électrique qui se propage le long de I'axone du neurone,
jusqu’au synapse. Il va engendrer I'entrée de calcium (Ca?*) au niveau du compartiment pré-synaptique,
déclenchant la migration des vésicules contenant les neurotransmetteurs vers la fente synaptique. Les
neurotransmetteurs y sont ainsi libérés avant d’étre capturés par les récepteurs situés a la surface du
neurone post-synaptique (Figure 1.1 3.). Cela provoque une modification du potentiel du neurone
récepteur, qui pourra a son tour mener a un PA qui se propagera le long du neurone (Figure 1.1 4.) et ainsi

de suite.
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Figure 1.1 : Fonctionnement de I'activité neuronale et de la propagation du potentiel d'action.
Un stimulus suffisamment puissant déclenche un potentiel d’action, qui se propage de neurone en neurone grace aux échanges

ioniques qui modifient le potentiel membranaire. Illlustration réalisée grace a BioRender

Dans les années 1960, le terme de potentialisation a long terme (PLT) est utilisé pour décrire la base
moléculaire de la formation et du stockage des souvenirs sur le long terme. Dans la PLT, lorsque deux
neurones sont activés de maniere répétitive et simultanée, la force de la connexion entre ces cellules est
renforcée permettant ainsi une augmentation durable de |'efficacité de la transmission synaptique entre
deux neurones (Takeuchi et al., 2014). Ce renforcement des connexions entre neurones permet de se
rappeler efficacement des informations de la vie quotidienne et d’évoluer dans notre environnement
(comme pour la navigation spatiale, reconnaitre les visages des personnes que nous cotoyons, ou les
nouvelles informations que nous apprenons) (Lynch, 2004; Morris, 2003). C’est notamment grace a la PLT
gue nos souvenirs peuvent étre stockés et gérés de maniere déclarative ou procédurale. Ces différents

types de mémoire seront détaillés dans la section suivante.



La LTP est induite lorsqu'il y a une stimulation des neurones présynaptiques, ce qui entraine une
dépolarisation de la membrane postsynaptique. Cette dépolarisation permet aux ions calcium (Ca%*) de
rentrer dans la cellule. L'afflux de Ca?* dans le cytoplasme, souvent médiée par |'activation du récepteur
NMDA, active diverses voies de signalisation qui entrainent des changements dans la régulation et
I'expression génique. La transcription de nouveaux genes joue un rble essentiel dans le maintien de la LTP
en produisant des protéines nécessaires aux changements structurels au niveau des synapses, tels que
['augmentation de la densité des récepteurs ou la formation de nouvelles synapses. Ces cascades de
mécanismes physiologiques sont indispensables au maintien des changements synaptiques nécessaires a
la formation de la mémoire a long terme (West et al., 2001; Lynch, 2004; Johenning & Holthoff, 2007). Ces
changements rendent possible le renforcement des synapses par l'augmentation de la densité des
récepteurs aux neurotransmetteurs sur la cellule post-synaptique, une augmentation de la libération de

neurotransmetteurs ou encore de la sensibilité des récepteurs postsynaptiques (Takeuchi et al., 2014).

1.1.3 Type de mémoire et aires cérébrales associées

Il existe deux grands types de mémoire a savoir la mémoire a court terme et la mémoire a long terme.
La mémoire a court terme est souvent associée a la mémoire de travail. Bien que souvent confondues car
similaires, la mémoire a court terme et la mémoire de travail sont cependant différenciées dans certaines

études (Cowan, 2008; Davelaar, 2013; Engle et al., 1999).

La définition est encore débattue, mais il est généralement admis que la mémoire a court terme est tres
rapide : elle reflete les facultés de I'esprit humain a contenir temporairement une quantité limitée
d'informations dans un état tres accessible. Alors que la mémoire de travail est liée a la mémoire a court
terme, elle dure un peu plus longtemps. Ce terme utilisé par Miller et al. en 1968 fait référence a la
mémoire utilisée pour planifier et exécuter un comportement et permet donc la manipulation de

I'information.

Les régions cérébrales impliquées comprennent I’hippocampe, ainsi que le cortex préfrontal dorsolatéral
et pariétal (Baddeley, 2003; Kumaran, 2008; Prabhakaran et al., 2000; D. Zhang et al., 2004). Les aires
cérébrales actives lors de la rétention d’information sur le court terme dépendent néanmoins du type de

stimuli (sensoriel, association avec des informations déja stockées, émotionnel).



Les mémoires a long terme se divisent en deux groupes différents, la mémoire procédurale et déclarative
(Figure 1.2). La mémoire procédurale correspond aux compétences physiques, aux mouvements ou
activités que nous apprenons en pratiquant, en répétant les séries de gestes moteurs (par exemple, faire
du vélo, dessiner). Elle est la mémoire des compétences et des routines. Les régions cérébrales associées
incluent principalement le cortex moteur (primaire et supplémentaire) ainsi que le cervelet. Ces aires sont
respectivement impliquées dans I'apprentissage et |'exécution de mouvements complexes, ainsi que dans
le controle et la coordination des mouvements (Packard & Goodman, 2017).

Les mémoires déclaratives sont, elles, capables d'étre rappelées consciemment. Elles peuvent étre divisées

en deux autres groupes : les mémoires sémantiques et épisodiques.

La mémoire sémantique correspond aux concepts et connaissances générales apprises (dates,
événements historiques et définitions de mots et concepts par exemple). Les régions cérébrales
impliguées comprennent principalement le cortex préfrontal et le cortex temporal latéral. Ces régions
participent a I'organisation et a la récupération des informations sémantiques, ainsi qu’au stockage et la
récupération des informations sémantiques spécifiques, respectivement (Binder & Desai, 2011).

La mémoire épisodique correspond a la capacité d'apprendre, de stocker et de récupérer des informations
sur des expériences explicites vécues, comme un anniversaire, un événement, une rencontre marquante.
Cela inclut en général le contexte détaillé au moment ol a lieu I’évenement, et des souvenirs précis et
complets de I'’événement lui-méme. Cette mémoire est soutenue par les circuits du lobe temporal médial
(LTM), y compris I'hippocampe, qui interagit largement avec un certain nombre de structures corticales et

sous-corticales permettant le stockage des détails spécifiques. (Dickerson & Eichenbaum, 2010).
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Figure 1.2 : Type de mémaoire et aires cérébrales associées

Schéma représentatif des différentes catégories de mémoires et les aires cérébrales principales. Adapté de Squire et al. 2004

La mémoire a long terme est consolidée a partir de la mémoire a court terme, principalement par
I'hippocampe et stockée dans tout le cortex selon le type d’apprentissage. Cependant, la mémoire étant
un processus complexe, chaque type de mémoire implique un réseau complexe de régions cérébrales
interconnectées, travaillant ensemble pour encoder, stocker et récupérer différentes formes
d'informations, selon leurs catégories (Squire, 2004). Ces structures interconnectées nous aident a
interpréter les stimuli et a agir en conséquence, soit en récupérant d’anciens souvenirs pour nous aider a

naviguer, soit en les stockant afin de former de nouveaux souvenirs, de nouvelles connaissances.

1.1.4 Trouble de I'apprentissage et de la mémoire

Ces aptitudes cognitives sont trés fragiles et se retrouvent altérées par de tres nombreux facteurs. Il y a
par exemple les maladies neurologiques et psychiatriques. Bien que les phénotypes primaires ne soient
pas liés a la mémoire et I'apprentissage, des déficits mnésiques y sont souvent associés ou constituent
méme un des symptdmes principaux. C'est le cas de la maladie d’Alzheimer (MA), la maladie de Parkinson
(MP), la sclérose latérale amyotrophique (SLA), dépression, troubles bipolaires, et la schizophrénie. Un
autre facteur qui influence ces compétences est le facteur génétique. Certaines maladies ou
prédispositions génétiques sont associées a des troubles mnésiques (syndrome de Down par exemple),

mais les aptitudes mnésiques varient également en fonction de la génétique de chacun (Bueno, 2019).

L’état émotionnel est aussi un facteur que méme des personnes en bonne santé peuvent expérimenter.

Un état anxieux, un mal-étre, ou simplement ressentir des émotions négatives ont un impact significatif



sur 'attention, la motivation, I'apprentissage, la mémoire ou les capacités a raisonner par exemple (Tyng
et al., 2017). Des facteurs physiologiques, comme la privation de sommeil, un déséquilibre alimentaire ou
hormonal va également impacter les aptitudes mnésiques. Enfin, le vieillissement est un autre exemple de

facteurs pouvant impacter les compétences cognitives.

Les troubles de I'apprentissage et de la mémoire sont donc complexes et peuvent apparaitre pour de tres
nombreuses raisons, allant de la génétique, au neurodéveloppement en passant par des facteurs
environnementaux, des pathologies. L'interaction entre ces facteurs peut varier d'une personne a l'autre,
rendant chaque cas unique en termes de défis d'apprentissage. Une meilleure compréhension de ces
mécanismes pourrait aider a développer des interventions plus ciblées pour aider les personnes affectées
par ces troubles de I'apprentissage et de la mémoire, qui peuvent notamment étre retrouvées dans les

maladies neurodégénératives tels que la maladie d’Alzheimer et |a sclérose latérale amyotrophique.

1.2 Troubles de I’'humeur : anxiété et dépression

1.2.1 Trouble anxieux

L'anxiété est un état psychologique et physiologique caractérisé principalement par de I'inquiétude ou de
la peur, souvent face a un événement imminent ou a une composante importante de la vie (tel que le
travail, I'argent, la santé ou les problémes sociaux). C'est une réponse normale et saine au stress pouvant
étre bénéfique pour prendre des décisions et agir. Cependant, lorsqu’elle devient excessive ou chronique,
elle peut entrainer des troubles anxieux qui sont eux pathologiques. Ces troubles anxieux sont une cause
importante de mal-étre car les symptomes peuvent interférer avec les performances au travail ou aux
études, ainsi que dans les relations sociales (Anxiety Disorders - National Institute of Mental Health (NIMH),
s.d.; E. . Martin et al., 2009). Selon |'Organisation mondiale de la santé, ces troubles sont tres répandus,

et touchent environ 3,6 % de la population mondiale, soit plus de 264 millions de personnes.

Les troubles anxieux impliquent plusieurs régions cérébrales qui interagissent entre elles, notamment le
striatum, I'amygdale, I'hippocampe, le cortex préfrontal (CPF) (en particulier le CPF ventromédian et le
cortex orbitofrontal (COF)) et le thalamus. Ces structures sont impliquées dans le traitement des émotions
et des réactions de peur, le traitement de la mémoire lié aux processus de conditionnement, et enfin les
fonctions exécutives, telles que la prise de décision, la régulation de I'humeur et des réponses

émotionnelles et physiologiques au stress (E. |. Martin et al., 2009; Shin & Liberzon, 2010).



1.2.2 La dépression

La dépression quant a elle est un trouble de I'hnumeur caractérisé par plusieurs symptomes tels que la
tristesse persistante, la fatigue, la perte d'intérét, les troubles du sommeil, et la concentration réduite.
Cette maladie peut donc altérer significativement la capacité d'un individu a effectuer des taches

professionnelles, a entretenir des relations sociales et a accomplir des activités de la vie quotidienne. Elle

touche toutes les tranches d’age et est particulierement fréquente chez les adultes qui travaillent, ayant
ainsi un fort impact sur la productivité et la société. Avec plus de 300 millions de personnes dans le monde
touchées par cette maladie, le trouble dépressif majeur est reconnu comme la principale cause d'invalidité
dans le monde par I'OMS, en raison de sa prévalence élevée et de son impact profond sur la capacité des
individus a fonctionner dans leur vie quotidienne. De plus, la dépression est souvent associée a d'autres

conditions médicales, telles que I'anxiété, les maladies cardiovasculaires, et le diabete, ce qui peut

aggraver l'invalidité.

Les principales aires cérébrales impliquées dans la dépression sont sensiblement les mémes que celles
impliquées dans les troubles anxieux. Une hypoactivité du cortex préfrontal et hyperactivité de I'amygdale,
observées chez les personnes atteintes de dépression, contribuent notamment a des difficultés a réguler
les émotions, une amplification des émotions négatives et une hypersensibilité aux stimuli négatifs,
exacerbant les symptomes dépressifs (Fales et al., 2009). Aussi, les patients présentent souvent un
hippocampe atrophié, qui s’explique notamment via la diminution de la neurogénese causée par le stress

chronique, contribuant ainsi aux symptémes dépressifs (Gradin & Pomi, 2008).

1.2.3  Aires cérébrales impliquées

1.2.3.1 Hippocampe

L'hippocampe tient son nom de sa ressemblance avec un hippocampe marin. Il est I'une des rares régions
du cerveau mature ol la neurogenése se produit tout au long de la vie. Ce processus est important pour
certaines formes d’apprentissage et de mémoire, ainsi que pour la régulation de I’humeur, ce qui fait de
I’hippocampe I'aire centrale dans la mise en place de ces fonctions cognitives. Elle est considérée comme
un carrefour : elle ne stocke pas les informations regues, mais les analyses et les distribue aux zones
cérébrales concernées (visuel, sonore, olfactif) via ces nombreuses voies de signalisation. L’hippocampe
est divisé en différentes sous-régions, a savoir le gyrus denté (DG), le subiculum et les cornes d’Ammon

(CA) (en référence aux cornes de bélier du dieu égyptien Ammon), elles aussi divisée en trois champs : CA1l,



CA2 et CA3 (Figure 1.3). Ces derniers sont interconnectés et forment le circuit trisynaptique, aussi appelé
boucle trisynaptique. Les différentes sous-régions que compose I'hippocampe sont associées a des
fonctions et types cellulaires différents et sont également connectées entre elles et avec le reste du cortex

cérébral.

L'information arrive dans ce circuit par les axones du cortex entorhinal, appelés fibres perforantes, qui
relient les cellules granulaires du gyrus denté. Les fibres moussues partent ensuite de ces cellules pour
rejoindre les dendrites des neurones pyramidaux du champ CA3. Les axones de ces neurones forment les
voies de Schaffer et établissent la connexion avec les neurones du champ CA1 (Stepan et al., 2015; Jing et
al., 2021). Le gyrus denté est donc le premier a recevoir les signaux du cortex, et le CAl, le dernier a les

traiter.
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Figure 1.3 : Localisation et structure de I'hippocampe de souris
A gauche : localisation de I’hippocampe sur une section sagittale d’un cerveau de souris. Image provenant du Allen Brain Atlas.

A droite : organisation interne de I’hippocampe.

L’hippocampe est principalement connu pour son role central dans la formation de la mémoire,
notamment les mémoires déclaratives, qui sont des souvenirs de faits et d'événements. Il consolide les
souvenirs a court terme en souvenirs a long terme. L'hippocampe est ainsi également impliqué dans les
processus d'apprentissage. Il integre de nouvelles informations aux connaissances existantes, créant des
associations entre chaque apprentissage, facilitant ainsi I'apprentissage et la rétention de I'information.
Les dommages a I'hippocampe peuvent altérer la capacité de former de nouveaux souvenirs, une

condition observée chez les patients amnésiques. L'hippocampe est également essentiel a la mémoire



spatiale. Cette structure cérébrale permettra de créer des liens entre des objets et des lieux, permettant

ainsi la navigation et I'orientation dans un environnement connu.

Enfin, I'hippocampe interagit avec de nombreuses aires cérébrales, notamment celles associées a la
régulation émotionnelle, telles que I'amygdale et le cortex préfrontal. Cette interaction est cruciale pour
traiter les expériences émotionnelles et réguler les réponses émotionnelles. L’hippocampe est également
connecté au striatum, structure également importante dans |'apprentissage et la mémoire (Ross et al.,

2011; Du et al., 2021)

1.2.3.2 Striatum

Le striatum est une structure sous-corticale appartenant aux ganglions de la base, un ensemble de noyaux
impliqués dans la régulation du mouvement, I'apprentissage procédural, la formation d'habitudes et la
prise de décision. Il joue également un role important dans la modulation des comportements en réponse
aux récompenses, notamment grace a la signalisation dopaminergique. Le striatum est composé de deux
sous-régions principales fonctionnellement distinctes : le striatum dorsal (qui inclut le noyau caudé et le
putamen) et le striatum ventral (comprenant le noyau accumbens). Elles different par leur connectivité,

leurs fonctions et leur emplacement anatomique dans le cerveau.

Le striatum dorsal comprend le noyau caudé et le putamen. |l regoit des informations des zones motrices
et somatosensorielles du cortex cérébral. Cette région dorsale est donc notamment impliquée dans
I'initiation et I'exécution des mouvements volontaires, ainsi que pour I'apprentissage et I'exécution des
aptitudes motrices. Il est davantage associé aux fonctions motrices et aux processus cognitifs tels que

I'apprentissage procédural et la formation d'habitudes.

Le striatum ventral est lui fortement impliqué dans la motivation, la récompense, et I'apprentissage par
renforcement. Le striatum ventral comprend le noyau accumbens (NAc), qui peut lui aussi étre divisé en
sub-régions : le cceur (dorsoventral) et I’enveloppe (ventromédiale) (Xia et al., 2017; Zahm & Brog, 1992).
Le coeur du NAc présente des connexions avec le cortex orbitofrontal latéral (COF), le cortex cingulaire
antérieur (CCA), I'amygdale, le thalamus, la substance noire et d'autres structures sous-corticales (Cauda
et al.,, 2011). Cette subdivision coeur est associée principalement aux objectifs de la motivation. Il joue un
role important dans la direction des comportements en faveur de I'action la plus récompensante

disponible (Bessa et al., 2013; Xia et al., 2017), dans la formation d’habitude et dans I'aversion (Castro &
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Bruchas, 2019; Yamaguchi et al., 2015). L'enveloppe recoit des projections dopaminergiques de l'aire
tegmentale ventrale (ATV), une région clé du systéme de récompense du cerveau, et des afférences du
cortex préfrontal (impliqué dans la planification et la prise de décision), du systeme limbique (impliqué
dans les émotions), et de I'hippocampe (pour la mémoire contextuelle et spatiale) (Cauda et al., 2011,
Zahm & Brog, 1992). Cette sub-région est plutét associée a I'aspect d’activation de la motivation, en
intégrant la valence motivationnelle et la nouveauté, ce qui aide a motiver et diriger les comportements
(Bessa et al., 2013; Corbit & Janak, 2010; Di Chiara, 2002; Xia et al., 2017) et la formation d'habitudes
(Everitt & Robbins, 2016). Elle est notamment impliquée dans le traitement des récompenses (Castro &
Berridge, 2014; Pecifia & Berridge, 2005). Ces différences fonctionnelles entre les subdivisions sont

associées a leur régulation différente de la libération de dopamine (Goto & Grace, 2008).

La dopamine régule donc les circuits neuronaux du striatum, influengant la coordination des mouvements,
la prise de décision, et la motivation a travers son rdle dans |'apprentissage par renforcement. Les
dysfonctionnements dans ce systeme peuvent entrainer une large gamme de troubles neurologiques et
psychiatriques. Plusieurs études mettent notamment en évidence que le dysfonctionnement du striatum
dorsal peut entrainer des troubles du mouvement tels que la maladie de Parkinson (MP) ou la maladie de
Huntington, alors que I'atteinte du striatum ventral, en particulier du noyau accumbens, provoque des
perturbations de cette signalisation dopaminergique et donc une perturbation dans le traitement de la
récompense et la motivation, pouvant mener a des troubles psychiatriques comme la dépendance, la
dépression et la schizophrénie (Bdez-Mendoza & Schultz, 2013; Ferbinteanu, 2016; Gorwood, 2008;
Karcher et al., 2019; McCutcheon et al., 2020).

1.2.4 Neurotransmetteurs

Les neurotransmetteurs sont des composés chimiques endogenes qui permettent aux neurones de
communiquer entre eux a travers le systeme nerveux. lls sont responsables de diverses fonctions
physiologiques via la transmission synaptique chimique selon leurs localisations et la voie qu’ils activent.
Ces composés chimiques endogénes sont nécessaires au fonctionnement cérébral et ainsi, a I'origine de
tous nos comportements (Rizo, 2018). Il est important de noter que I'apprentissage, la mémoire, I'anxiété
et la dépression sont des processus cognitifs complexes et diversifiés, impliquant de nombreux
mécanismes et voies différentes mais demeurant fortement interconnectés. En effet, les troubles de
I'humeur, comme I'anxiété et la dépression, affectent considérablement les capacités d’apprentissage et

de mémorisation (Dillon & Pizzagalli, 2018; Kizilbash et al., 2002; Y. Zhang et al.,, 2022). Les
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neurotransmetteurs présentent également cette dualité : tout en jouant un réle dans la mémoire et
I'apprentissage, ils influencent aussi I'anxiété et la dépression, et vice versa (Teleanu et al., 2022) .

Ils jouent un réle crucial dans la mémoire et I'apprentissage, mais aussi des comportements de type
anxieux et dépressifs, en facilitant et renforgant la communication entre les neurones, ou en régulant
I'activité neuronale. Les principaux neurotransmetteurs acteurs de ces fonctions cognitives sont le
glutamate, I'acétylcholine, la dopamine, la sérotonine, la noradrénaline ou encore [l'acide y-

aminobutyrique (GABA).

L'acétylcholine et le glutamate sont fortement impliqués dans la plasticité synaptique, la formation de
nouvelles connexions neuronales, la consolidation de la mémoire mais aussi dans la régulation de I’humeur
(Dulawa & Janowsky, 2019; Hasselmo, 2006; M. M. Pal, 2021). Une réduction des niveaux d’acétylcholine
est observée dans la maladie d’Alzheimer (MA) (Tracy et al.,, 2016) et serait a l'origine des déficits
mnésiques, mais peuvent également contribuer a des troubles de I'humeur. Les inhibiteurs de
I'acétylcholinestérase, qui augmentent les niveaux d'acétylcholine, sont parfois utilisés dans le traitement
de certains troubles cognitifs et de I'humeur (Dulawa & Janowsky, 2019). Un exces de glutamate cause
guant a lui une excitotoxicité pouvant mener a des troubles tels qu’un retard mental ou la sclérose latérale
amyotrophique (SLA). Cet excés peut également contribuer a des troubles tels que la dépression ou la

schizophrénie (Satarker et al., 2022).

La dopamine est, elle, impliquée dans la motivation, le plaisir, la récompense et elle facilite la consolidation
de la mémoire, surtout lorsqu’associée aux expériences positives (Kourosh-Arami et al., 2023; Wise, 2004).
Elle est également impliquée dans la régulation de I’humeur et de I'anxiété (Belujon & Grace, 2017; Mizuno
et al., 2023; Salgado-Pineda et al., 2005). Ici aussi, des troubles sont associés a un déréglement de ce
neurotransmetteur. C'est le cas de la maladie de Parkinson (MP), caractérisée par une dégénérescence
des neurones dopaminergiques, entrainant des déficits de mémoire et des troubles moteurs (Narayanan
et al., 2013; Triarhou, 2002). La schizophrénie, la bipolarité et le trouble déficitaire de I'attention avec
hyperactivité (TDAH) sont également liés a des dysfonctionnements du systéme dopaminergique (Ayano,

2016; Cabana-Dominguez et al., 2022).
La sérotonine est plus connue pour étre impliquée dans la régulation de 'humeur, de I'anxiété et du
sommeil (Jenkins et al., 2016; Moncrieff et al., 2023). Elle aide a stabiliser I'numeur et a promouvoir un

sentiment de bien-étre, mais joue également un role dans les aptitudes mnésiques (Meneses & Liy-
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Salmeron, 2012). En effet, ce neurotransmetteur est impliqué dans la stabilisation de la mémoire a long
terme. Une baisse des niveaux de sérotonine sera plutot associée a la dépression, aux troubles anxieux et
certains troubles du sommeil. Ces symptomes peuvent étre améliorés grace a des inhibiteurs sélectifs de

la recapture de la sérotonine (Lin et al., 2023).

La noradrénaline, aussi appelé norépinephrine, est impliquée dans la modulation de I'attention, I'éveil et
la réponse au stress. Elle joue un réle dans I'amélioration de la consolidation de la mémoire a long terme,
surtout en situations de stress mais aussi dans la régulation de I’"humeur. La dégénérescence du systeme
noradrénergique est un marqueur retrouvé dans de nombreuses maladies neurodégénératives, dont la
maladie de Parkinson (MP), d’Alzheimer (MA) et de Huntington (Marien et al., 2004). Les troubles du stress
post-traumatique (TSPT), les troubles anxieux et certaines formes de dépression sont également associés
a des dysfonctionnements du systéme noradrénergique (Bairy & Kumar, 2019; Chamberlain & Robbins,

2013).

Enfin, GABA, principal neurotransmetteur inhibiteur du cerveau, régule I'excitabilité neuronale. Il est
crucial pour équilibrer I'activité neuronale et promouvoir la plasticité neuronale, favorisant ainsi un
environnement optimal pour le fonctionnement cognitif (Heaney & Kinney, 2016). Les troubles anxieux,
I'épilepsie et certaines formes d'insomnie ainsi que la démence sont liés a un dysfonctionnement du
systeme GABAergique. Les benzodiazépines, qui potentialisent |'effet de GABA, sont souvent utilisées pour
traiter ces atteintes (Goldschen-Ohm, 2022). La dérégulation du systeme GABAergique est notamment
retrouvée chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer et chez la population vieillissante, souvent
associée a des troubles cognitifs (perte de mémoire, trouble de I'humeur) (Heaney & Kinney, 2016;

Jiménez-Balado & Eich, 2021).

Les endocannabinoides sont également reconnus comme régulateurs de la libération des
neurotransmetteurs et jouent un role important dans la plasticité synaptique, et donc dans les processus
sous-jacents (Abush & Akirav, 2010; Marsicano & Lafenétre, 2009). Ils influencent ainsi I'apprentissage et
la mémoire en agissant sur les récepteurs cannabinoides dans le cerveau, en particulier dans I’hippocampe

(Moreira & Lutz, 2008).

Le vieillissement, la démence, les maladies neurodégénératives, ou encore la génétique et

I’environnement de vie sont autant de facteurs pouvant impacter nos fonctions cognitives. Les troubles
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mnésiques et d’apprentissage, ainsi que la dépression et les troubles anxieux, sont des atteintes complexes
souvent présentes comme symptomes comorbides dans de nombreuses pathologies. Ils impliquent
plusieurs structures cérébrales et voies neurobiologiques interconnectées. Les perturbations des capacités
mnésiques ou les troubles de I’humeur impliquent souvent une dérégulation de I’activité neuronale, de la
communication neuronale ou des voies de signalisation des neurotransmetteurs. Maintenir I’équilibre de

cette activité neuronale est donc essentiel pour assurer un bon fonctionnement des facultés cognitives.

Les thérapies actuelles, qu’elles soient biologiques ou psychologiques (médicaments, psychothérapie et
interventions neurostimulatrices, par exemple), visent a restaurer I'équilibre neurochimique et a améliorer
la fonction des circuits cérébraux affectés dans ces différents désordres cognitifs. Bien que ces thérapies
puissent étre efficaces pour de nombreux patients, elles présentent des limitations importantes, telles que
des effets secondaires, une variabilité d’efficacité selon les individus et les stades de la pathologie, I'age
ou le sexe, et une accessibilité parfois limitée. Une compréhension approfondie des mécanismes de ces
troubles et le développement de traitements plus personnalisés et accessibles sont nécessaires pour
améliorer les soins et la récupération des patients.

De nos jours, des cibles thérapeutiques potentielles continuent d’étre étudiées, comme le récepteur

Sigma-1 (S1R).

1.3 La protéine chaperonne S1R

1.3.1 Historique

Le récepteur Sigma est décrit pour la premiere fois en 1976 comme I'un des récepteurs aux opioides. En
effet, trois récepteurs capables de fixer la morphine et ses analogues, la ketocyclazocine et le SKF-10047
ont été découverts et nommés selon l'initiale de ces composés : les récepteurs mu, kappa et sigma (dont
S1R), respectivement (W. R. Martin et al., 1976). De plus, les effets psycho-mimétiques induits par la liaison
de SKF-10047 sur le récepteur sigma sont bloqués par un antagoniste des récepteurs aux opioides, le
naltrexone, renforcant, a cette époque, I'idée que le récepteur sigma fasse partie des récepteurs aux
opioides. Finalement, en 1982 et 1983, deux études démentent cette précédente affirmation en mettant
en évidence que ces récepteurs ne sont pas des récepteurs aux opioides car ils n’ont pas d’affinité avec les
agonistes et antagonistes des récepteurs aux opioides, tels que la morphine, le naltrexone, ou encore le
naloxone (T. P. Su, 1982; Vaupel, 1983). Il est ensuite proposé comme membre potentiel de la famille des

récepteurs au glutamate N-méthyl-D-aspartate (NMDA) en raison de son affinité avec la phénylcyclidine
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(PCP), connue pour son interaction avec les récepteurs NMDA, avec lequel SKF-10047 compétitionne (T.
P. Su, 1982; Zukin et al., 1984). Finalement, il est compris que la PCP et SKF-10047 étaient tous les deux
capables d’interagir avec le récepteur sigma et le récepteur de type NMDA avec des affinités différentes
(Goldman et al., 1985; Zukin et al., 1986). En 1987, deux sous-types de récepteurs sigma ont été identifiés
en fonction des différences dans leur profil de liaison aux médicaments : le récepteur Sigma-1 (S1R) et le
récepteur Sigma-2 (S2R) (Bowen et al., 1989; Quirion et al., 1992) mais S2R reste encore trés peu
documenté.

Aujourd’hui, il est admis que S1R ne fait pas partie de la classe des récepteurs opioides étant donné le
nombre de ligands auxquels il peut se lier et de fonctions différentes qu’il peut avoir (T. P. Su, 1982; T. P.
Su et al., 1988; Alexander et al., 2013). Le terme récepteur est toujours utilisé pour qualifier SIR mais il est
important de mentionner que S1R n’est pas un récepteur au sens conventionnel : il peut se retrouver en
surface ou a I'intérieur de la cellule, se lie a de nombreux ligands différents et ne provoque pas I'activation
spécifique d’une voie de signalisation a la suite de la liaison avec un ligand comme le ferait un récepteur
conventionnel. S1R est donc considéré comme une protéine chaperonne du réticulum endoplasmique (RE)
sensible au calcium (Hayashi & Su, 2007). Parmi les protéines chaperonnes, elle est |a aussi exceptionnelle :
elle est la seule régulée par des agonistes ou antagonistes, de la méme facon qu’un récepteur (Hayashi &

Su, 2007).

1.3.2 Caractéristiques
1.3.2.1 Structure

Cette protéine codée par le géne SIGMAR1 est composée de 223 acides aminés et sa masse moléculaire
se situe entre 24 et 26 kDa (Hanner et al., 1996; Kekuda et al., 1996).

En 1996, S1R est séquencé et cloné pour la premiere fois a partir de foie de cochon d’Inde (Hanner et al.,
1996), puis a partir de tissus d’autres espéces comme I’humain, le rat, la souris (Kekuda et al., 1996; Pan
et al,, 1998; Seth et al., 1997, 1998). Ces études ont pu démontrer que cette protéine ne partage pas
d’homologie structurelle avec les protéines de mammiferes connues, mais partage 30,3% d’homologie
avec ERG2, un géne fongique codant pour une stérol isomérase C8-C7 (Hanner et al., 1996; Schmidt et al.,
2016). Elle est également hautement conservée entre les différentes espéces de mammiferes (+90%) (Pan
et al., 1998), suggérant 'importance de cette protéine chez cette classe. A ce stade, le mécanisme de ses

actions physiologiques et pharmacologiques de S1R était encore mal compris.
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Importante pour comprendre davantage le fonctionnement de cette protéine, la structure a ainsi
davantage été étudié. A I'origine, un seul domaine transmembranaire était suggéré pour S1R (Hanner et
al., 1996), puis deux autres études ont confirmé la présence de deux domaines transmembranaires. La
premiere étude réalisée par Aydar et al. en 2002 indique que les N et C-terminaux étaient cytosoliques
dans les oocytes des Xenopes (Aydar et al., 2002) alors que Hayashi et Su retrouvent les C et N terminaux
dans la lumiere du réticulum endoplasmique (RE) chez les cellules ovariennes de hamster (Hayashi & Su,
2007). Cette orientation, bien qu’importante pour comprendre les ligands et fonctions probables du
récepteur, est toujours débattue (Schmidt et al., 2016; Mavylutov et al., 2018). L'orientation d'une
protéine chaperonne peut en effet varier en fonction du modéle utilisé pour son étude. Il est de nos jours
généralement admis que S1R posséde un seul domaine transmembranaire unique, avec un C-terminal

orienté vers la lumiére du RE et un N-terminal cytosolique (Figure 1.4) (voir revue Lachance et al., 2023).

ER lumen =
SBDLI
B1-120 aa
C-terminus . L
33-223 aa f \.: ’
SBDL2
176-205 aa
Cytosol
N-terminus
1-32 aa

Figure 1.4 : Structure et orientation de S1R.

A) Topologie de S1R. Les domaines structurels d'un monomeére de S1R sont représentés par différentes couleurs : le N-terminal
(vert et bleu), le segment transmembranaire (TM, bleu), le C-terminal (rouge) et les deux domaines de liaison aux stéroides
(SBDL1 et SBDL2) situés sur le C-terminal (bleu Azur et jaune). D’aprés Morales-Lazaro et al., 2019

B) Représentation de S1R (3 protomeres associés) composé d’un seul domaine transmembranaire par protomere, orienté vers
le cytosol. D’apres Schmidt et al., 2016 et Alon et al. 2017.

De fagon intéressante, S1R existe aussi sous forme de monoméres, diméres et oligomeéres (A. Pal et al.,
2007). Ces associations de S1R sont importantes a prendre en compte car elles peuvent moduler la
localisation, la stabilité et la fonction du récepteur. La liaison aux ligands ne se fait notamment que dans

un état oligomére (Gromek et al., 2014). Ces différentes formes existent selon I'état d’activation du

16



récepteur : la présence d’agoniste favorise les monomeres et dimeres, tandis que l'antagoniste favorise

les oligomeres (W. C. Hong, 2020; A. K. Mishra et al., 2015; Yano et al., 2018).

1.3.2.2 Localisation et expression

Cette protéine ubiquitaire est retrouvée dans I'ensemble de I'organisme, avec une plus forte expression
dans le foie, le placenta et le cerveau (en particulier le cervelet, les ganglions de la base, le cortex cérébral
et I’hippocampe) (Stone et al., 2006; Uhlén et al., 2015). Dans le systeme nerveux central, S1R est retrouvé

dans les neurones et les cellules gliales.

Au niveau cellulaire, S1R est située au niveau de la membrane du RE, préférentiellement au niveau de la
membrane associée a la mitochondrie (MAM), formant un complexe avec la protéine BiP (Binding
Immunoglobulin Protein, également appelée Grp78 ou Hspa5), une importante protéine chaperonne du
réticulum endoplasmique (ER) (Hayashi et al., 2009; Hayashi & Su, 2007). Aprés activation, S1R agit au
niveau de la MAM ou peut transloquer au niveau de la membrane plasmique pour réguler les flux d’ions,
notamment le flux de calcium du ER vers les mitochondries en stabilisant les récepteurs de l'inositol
trisphosphate (InsP3R) au niveau de la MAM. S1R joue donc un réle important dans la signalisation
cellulaire ainsi que la survie cellulaire (Mendes et al., 2005; Hayashi & Su, 2007). Lorsqu’activé, S1R peut
également se transloquer au niveau de la membrane du noyau, interagir avec de nombreux facteurs

nucléaires et réguler le repliement et la transcription des genes (Tsai et al., 2015).

Au contraire, la déplétion de Ca?* au niveau du RE ou la liaison de S1R avec un agoniste induit la dissociation
de celui-ci avec BiP, ce qui va avoir pour conséquence de libérer SIR et lui permettre de se transloquer
vers d’autres domaines subcellulaires. SIR est ainsi également retrouvé au niveau de la membrane
plasmique, de I'enveloppe nucléaire ou encore au niveau des gouttelettes lipidiques associées au RE (T.-P.
Su et al., 2016; Lachance et al., 2023). De ce fait, S1R peut interagir avec différentes protéines, telles que
les InsP3R, canaux ioniques, les récepteurs couplés aux protéines G ou encore des kinases et ce dans
différents compartiments subcellulaires (MAM, membrane plasmique, mitochondrie, radeaux lipidiques

et cytosol) (Su et al., 2016).
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Figure 1.5 : Localisation des différents sites ou S1R est retrouvé

Les carrés rouges indiquent les espaces ou S1R est retrouvé, indiquant ses différents sites d’actions au sein d’une cellule.
D’aprés Lachance et al. 2023

1.3.3 S1Retles ses ligands

Il a été démontré que S1R interagit et joue un rdle régulateur important dans de nombreuses voies de
signalisation cellulaire, notamment via son interaction avec BiP (Hayashi & Su, 2007), aux récepteurs
couplés a la protéine G (GPCR) (Hayashi & Su, 2007; F. J. Kim et al., 2010; Navarro et al., 2010) ou encore
aux canaux ioniques voltages dépendants (Aydar et al., 2002; Carnally et al., 2010; Johannessen et al., 2009;
Lupardus et al., 2000). Il participe alors a divers processus physiologiques et pharmacologiques. De plus,
S1R régule la compartimentation des lipides sur le RE et leur transport ultérieur vers la membrane

plasmique et le cytosol (Hayashi & Su, 2003).

Au vu de ses nombreuses interactions et fonctions physiologiques, S1R a longtemps été étudié grace aux
approches pharmacologiques, en utilisant des ligands exogenes. Cela explique les nombreux ligands
aujourd’hui découverts pour S1R (benzomorphanes, antidépressueurs, stéroides). A |'origine, ces ligands
étaient considérés comme agonistes ou antagonistes selon qu’elles miment ou inhibent I'effet des ligands
endogenes de S1R, comme le (+)-SKF-10047. Avec I'avancée de la compréhension de S1R, les ligands sont
maintenant classés comme agonistes ou antagonistes selon s’ils permettent la dissociation de S1R avec

BiP, ou I'empéche, respectivement (Hayashi & Su, 2007). D’une fagon générale, les agonistes vont
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permettre la dissociation de BiP et S1R, permettant ainsi a SIR de médier les effets que nous lui
connaissons  (neuroprotection, neuroplasticité, antidépresseur/anxiolytique, survie cellulaire,
neurogénése, amélioration des fonctions cognitives (D. A. Ryskamp et al., 2019)). Les antagonistes quant
a eux vont avoir effet d’empécher la dissociation de S1R avec BiP, qui vont entraver les effets médiés par
S1R cités plus haut. Les antagonistes sont également connus pour avoir des effets analgésiques (Wilson et
al., 2022). S1R n'est donc pas a proprement parler un récepteur mais une protéine chaperonne en raison
de ses nombreuses fonctions et cibles. Elle est pourtant atypique car est la seule a pouvoir étre régulée

par des ligands, tel un récepteur. Sa qualification de récepteur est restée bien qu’en partie incorrecte.

En plus de ceux cités précédemment, S1IR posséde d’autres ligands. Voici un tableau récapitulatif des

guelques principaux ligands documentés ou utilisés et quelques exemples de leurs fonctions :
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pour bloquer S1R

Catégorie Type Ligands Fonctions Sources
Diméthyltryptamine . . (Fontanilla et
(DMT) Hallucinogene al,, 2009)
Déhydroépiandrostérone j;iililtzre o nitilfss (Sataciak &
(DHEA) IClts - COBNILTS, | by tka, 2022)
anti-amnésique
Endogéne . . . (J. Li et al,
Sphingosine Neuroprotection 2023)
R ) Modulation (Hayashi & Su,
(Estrogénes (Estradiol) positive 2007)
. . (Sataciak &
Pentazocine Antidouleur Pytka, 2022)
Couramment utilisé
pour dissocier S1R | (Niitsu et al.,,
PRE-084 de BiP et | 2012; Motawe
promouvoir ses | etal., 2020)
Agoniste crons (Maurice & Su
(+)-SKF-10047 Psychomimétique 2009)
Cocaine Stimulant (zl\élgg)rlce &5y,
Neuroprotection,

Exogéne Eluvoxamine antidépresseur, (Sukhatme et
anxiolytique, anti- | al., 2021)
inflammatoire
Neuroprotection,
protection des

. . jonctions (lonescu et al.,
Pridopidine neuromusculaires 2019)
(SLA, maladie
d’Huntington)
- Antipsychotique, (Dalwadi et al.,
Halopeéridol anti-inflammatoire | 2017)
(Hornung et
Antagoniste | Endogéne | Progestérone Antidouleur al., 2022; Fu et
al., 2024)
Exogéne BD-1047 Couramment utilisé | (Kwon et al.,

2009)

Tableau 1.1 : Liste non exhaustive des différents ligands de S1R couramment étudiés

Tous ces ligands vont donc permettre de provoquer ou favoriser les actions de S1R ou au contraire, de les

empécher (W. C. Hong, 2020).
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1.3.4 Roles connus de S1R

1.3.4.1 Activité neuronale

S1R régule les courants ioniques en interagissant avec une multitude de canaux (Figure 1.6). lls régulent
(Abraham et al., 2019) et transportent notamment les canaux Kv1.2, augmentant ainsi leur expression en
surface et leurs dynamique (Kourrich et al., 2013). lls inhibent les canaux Kv1.3, Kv1.4 et Kv1.5 (Aydar et
al., 2002; Kinoshita et al., 2012; H. Zhang & Cuevas, 2005), les canaux calciques voltage-dépendants de
type L (Mueller et al., 2013; Sabeti et al., 2007; Tchedre et al., 2008; H. Zhang & Cuevas, 2002), les courants
des canaux Ca?* de type N (B. Zhang et al., 2017; K. Zhang et al., 2017; H. Zhang & Cuevas, 2002), les canaux
ioniques sodium dépendants du potentiel : Nav1.2/1.4 (Gao et al., 2012) et Nav 1.5 (Johannessen et al.,
2009). Enfin, ils régulent les canaux human ether a-gogo related gene (hERG) (Balasuriya et al., 2014;
Crottés et al., 2011). Avec ces nombreuses interactions, S1R se retrouve dans de nombreux mécanismes
qui vont influencer la dépolarisation membranaire, la signalisation et autres cascades d’événements
impliqués dans I'activité du neurone. Les effets que peut avoir S1R sont aussi bien médiés par les agonistes
que les antagonistes. En effet, lorsqu’un agoniste (DMT, agoniste endogéne par exemple), se lie a S1R,
celui-ci se détache du canal entrainant ainsi la modification ou suppression de l'activité du canal
(Balasuriya et al., 2012; Johannessen et al., 2009). L’effet contraire s’observe avec les antagonistes, tels
que la progestérone, antagoniste endogene de S1R (Johannessen et al., 2011; Ortiz-Renteria et al., 2018;

Hornung et al., 2022; Fu et al., 2024).

La régulation des canaux potassium voltage dépendant (Kv) par S1R est notamment cruciale pour I'activité
du neurone. Lors de la dépolarisation membranaire pendant les potentiels d’action, ces canaux facilitent
un flux d’ions potassium vers I'extérieur de la cellule (Figure 1.1), rétablissant un potentiel de repos
hyperpolarisé et limitant ainsi I’hyperexcitabilité neuronale. De facon intéressante, S1R régule Kv1.3 et
Kv1.4 sans nécessité de stimulation agoniste (Aydar et al., 2002; Kinoshita et al., 2012) et favorise le
transport de Kvl.2 a la membrane en I'absence et en présence d’agoniste (tel que la cocaine, agoniste
exogene). Ce transport a la membrane a notamment pour effet de diminuer I'excitabilité neuronale
(Delint-Ramirez et al., 2020). Ces régulations par S1R jouent un réle non négligeable dans la régulation de
I'activité neuronale, la protection de son intégrité, et donc dans les fonctions cognitives variées qui en

découlent.
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Figure 1.6 : Régulation de différents canaux ioniques par S1R

Représentation des différentes cibles et trajets que S1R peut avoir. Schéma de Malar et al. 2023

1.3.4.2 Neuroprotection

S1R peut promouvoir la neuroprotection par une multitude de mécanismes. Entre autres, SIR peut se
transloquer vers la MAM et se lier aux récepteurs IP3 de type 3 (IP3R3). S1R régule ainsi I'entrée de Ca2+
dans les mitochondries, ainsi que la production d'ATP en soutenant la fonction cellulaire, et va étre un
acteur clé dans la régulation des espéces réactives de I'oxygene (ROS) au niveau des mitochondries et du
RE et du stress du RE en modulant le flux de calcium (Hayashi & Su, 2007). Il régule également I'influx de
calcium en modulant les différents canaux, notamment les récepteurs au glutamate tel que les récepteurs
NMDA, prévenant ainsi I'entrée massive de Ca2+ pouvant étre neurotoxique (Z. Li et al., 2009). S1R va
également jouer un réle crucial dans les voies promouvant la survie cellulaire en améliorant la stabilité de
protéines clés au niveau de la MAM (comme l'inositol requiring kinase 1, IRE1) lors de stress du RE (Mori
et al., 2013). La surexpression de ces protéines favorise la protection contre le stress du RE, tandis que leur

diminution conduit a I'apoptose (Hayashi & Su, 2007).
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S1R interagit également avec plusieurs enzymes antioxydantes essentielles, telles que la NAD(P)H quinone
oxydoréductase 1 et la superoxyde dismutase 1, qui neutralisent les ROS et protegent contre les
dommages oxydatifs (A. Pal et al., 2012; Chu & Ruoho, 2016; Hayashi, 2019; Sataciak & Pytka, 2022).
L'activation de S1R stimule I'élément de réponse antioxydant (ARE), favorisant I'expression de protéines
antioxydantes et contribuant a la protection cellulaire. De plus, S1R régule la voie NF-kB, un acteur clé de
I'inflammation et en cas de déficit de S1R, NF-kB s'active, intensifiant I'inflammation et la production de

ROS (Meunier & Hayashi, 2010; Nguyen et al., 2015).

Dans les modeles ol S1R est supprimé ou dysfonctionnel, une accumulation accrue de ROS a été observée,
corrélée a une augmentation du stress oxydatif a une vulnérabilité cellulaire, particulierement marquée
dans les neurones. Ce stress oxydatif perturbe les mécanismes de survie cellulaire et peut augmenter la
susceptibilité aux dommages voire a la mort cellulaire, en particulier sous conditions de stress comme le
vieillissement, les pathologies neurodégénératives ou un effort cognitif prolongé. L’activation de S1R, par
des agonistes, diminue ces niveaux de ROS élevé (A. Pal et al., 2012), ce qui permet d’observer
directement I'implication de S1R dans la neuroprotection. De plus, l'activation de SIR possede des
propriétés neuroprotectrices en modulant I'activation et le fonctionnement des microglies et donc la
neuro-inflammation (Jia et al., 2018). Enfin, S1R augmente |'expression des protéines anti-apoptotiques
(comme Bcl-2) (Charalampopoulos et al., 2004; Yang et al., 2007), ce qui protege les cellules contre la mort

cellulaire induite par le stress oxydatif.

Ces mécanismes contribuent a protéger les cellules contre les dommages oxydatifs et a maintenir
I’'homéostasie cellulaire. Ce sont notamment des mécanismes primordiaux que S1R peut promouvoir dans
le cadre de maladies, en protégeant les neurones contre la toxicité de I'amyloide B observée dans la MA
(Jin et al., 2015; Borbély et al., 2022), et la mort cellulaire induite par I'ischémie (Takahashi et al., 1995;
Ngo et al., 2024) par exemple. S1R est alors intéressante comme cible thérapeutique pour diverses

conditions neurologiques.

1.3.4.3 Apprentissage et mémoire

En plus de réguler physiologiquement I'activité du neurone, I'activation de S1R peut améliorer les
neurotransmissions synaptiques glutamatergiques et cholinergiques nécessaires aux fonctions cognitives
telles que I'apprentissage et la mémoire. En présence d’agoniste, méme a faible dose, I'activation des

neurones pyramidaux dans la région CA3 de I'hippocampe induite par le N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et
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la libération de monoamines (glutamate et acétylcholine notamment) est potentialisé (Monnet et al., 1992,
1994). Cela est notamment possible car lorsqu’activé, SIR va empécher I'activation des canaux canal K*
activée par le calcium & faible conductance (SK) (Martina et al., 2007), empéchant ainsi la sortie de Ca%
permettant de maintenir une excitabilité neuronale plus élevée et donc une plus grande entrée de Ca?* a
travers les récepteurs NMDA. Cette augmentation de Ca2+ est cruciale pour déclencher des changements
moléculaires et cellulaires, augmenter la force synaptique et donc, pour la formation de la PLT, mécanisme

clé de I'apprentissage et de la mémaoire.

Aussi, les agonistes de S1IR augmentent I'expression des composants essentiels des récepteurs NMDA
(GluA1l et GIuA2) et améliorent leur fonctionnement, tout en modulant leur activation pour prévenir la
neurotoxicité. lls augmentent également la protéine de densité post-synaptique 95 (PSD-95), protéine
nécessaire a la plasticité synaptique associée a la signalisation des récepteurs NMDA (Pabba et al., 2014).
S1R peut donc réguler la neurotransmission directement en modulant la libération de I'acétylcholine et
indirectement en modulant les récepteurs NMDA et les canaux ioniques associés. Ces effets contribuent a

une meilleure plasticité synaptique et a une amélioration des fonctions cognitives.

1.3.5 S1R et les pathologies

1.3.5.1 Les troubles de I’lhumeur

De plus en plus d’études confirment le role significatif de S1R dans les pathophysiologies des troubles
psychiatriques comme la dépression et les troubles anxieux. Aussi, I'utilisation de ses ligands est
prometteuse pour soigner ces atteintes psychiatriques (Fishback et al., 2010). Divers agonistes de S1R, tels
que PRE084 et SA4503, ont montré des effets antidépresseurs dans les tests utilisés pour étudier les
comportements de types anxieux et dépressifs chez la souris, a savoir le test de nage forcée, de suspension
caudale et de préférence pour le saccharose (Ma et al., 2024; Ren et al., 2022; D. Wang et al., 2007; J.
Wang et al., 2007; Kim, Y.-G. et al., 2006; Urani et al., 2001; Reddy et al., 1998; Matsuno et al., 1996; Ukai
et al., 1998). De nombreux antidépresseurs ou antipsychotiques utilisés aujourd’hui se lient d’ailleurs a
S1R pour médier leurs effets pharmacologiques (J. Chen et al., 2021; Hashimoto et al., 2007; Hashimoto,

2009, 2015; Knowles et al., 2023).

L'activation de S1R par ses agonistes ont notamment inversé les comportements de type dépressifs induits

par la dysfonction cardiaque chez les souris (Shinoda et al., 2016; Ito et al., 2013, 2012). Ces effets
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antidépresseurs médiés par les agonistes de S1R peuvent provenir de multiples actions que S1R a, comme
la régulation de I'expression de facteurs neurotrophiques, la modulation de voies de signalisation, ou
encore la régulation de I'activité enzymatique (Matsushima et al., 2019; Fukunaga & Moriguchi, 2017; Ji

et al., 2016; Skuza et al., 2011; Nakano et al., 2010; Yagasaki et al., 2006).

De plus, les modeles présentant une diminution de I'expression de S1R, notamment dans I’hippocampe,
présentent fréquemment des comportements de type anxieux ou dépressifs (Akunne et al., 2001; Di et al.,
2017; Sabino et al., 2009; Zhang et al., 20174, b, c). Ces états sont notamment associés a une réduction de
I'expression du facteur neurotrophique cérébral (BDNF, pour I'anglais brain-derived neurotrophic factor)
et par conséquent, une diminution de la plasticité cérébrale. En effet, les facteurs neurotrophiques comme
BDNF sont des régulateurs essentiels pour la survie neuronale et divers types de plasticités neuronales, et
la diminution des taux de ces facteurs de plus en plus ciblée par I'action des antidépresseurs. Bien que
longtemps discutée, I'hypothése d'un lien entre les facteurs neurotrophiques avec la plasticité neuronale
et les troubles de I'humeur a récemment été renforcée par des conclusions convergentes. Par exemple,
les antidépresseurs augmentent ces taux de BDNF et améliorent les symptomes dépressifs.
L'administration de fluvoxamine a notamment inversé ces changements par le biais de S1R (Terada et al.,
2014). En effet, I'activation de S1R augmente I'expression du BDNF via la phosphorylation de la protéine

CREB (de I'anglais C-AMP Response Element-binding protein) (Ji et al., 2017; Xu et al., 2015).

1.3.5.2 Les troubles mnésiques

Il est bien établi que S1R va jouer un role dans I'apprentissage et la mémoire par ses différentes actions
sur la voie de signalisation calcique, la libération de neurotransmetteurs, et I'expression de facteurs
neurotrophiques notamment. Si I'expression ou la fonction de S1R est perturbée, ces différents
mécanismes auxquels S1R participe le seront aussi. Dans ce contexte, |'utilisation d’agoniste est une piste
judicieuse pour améliorer ces troubles mnésiques. En effet, les agonistes de S1IR montrent souvent des
propriétés anti-amnésiques (PRE-084, SA4503, Fenfluramine) (Maurice et al., 2001; Ono et al., 2014;
Maurice & Goguadze, 2017; P. Martin et al., 2020, 2022).

Les troubles mnésiques sont des symptdmes de beaucoup de maladies neurodégénératives, dont la plus

courante est la MA. Dans des modeles murins de la MA, les agonistes de S1R sont parvenus a inverser les

déficits mnésiques, mais ont également montré des propriétés neuroprotectrices comme décrit
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précédemment, capables de potentialiser cette améliorations des aptitudes mnésiques (Antonini et al.,

2011; Marrazzo et al., 2005; Maurice et al., 1998, 2019).

1.3.5.3 Les maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives sont fréquemment associées a des troubles mnésiques et de I’humeur,
notamment la dépression. S1R est de plus en plus reconnu pour son implication dans ces fonctions
cognitives. De par ses multiples fonctions, souvent altérées dans ces maladies, S1R suscite un intérét
croissant en tant que cible thérapeutique potentielle pour traiter a la fois les altérations cognitives et

cellulaires.

Dans la MA, caractérisée par la perte neuronale, Il'accumulation de plaques amyloides et la
dégénérescence neurofibrillaire, SIR joue un rdle crucial en réduisant le stress du réticulum
endoplasmique et le stress oxydatif, atténuant ainsi les dommages neuronaux associés aux protéines
amyloides-B (AB) et Tau (Maurice et al., 2018). |l favorise également I'élimination des agrégats protéiques
toxiques, limitant la neuro-inflammation et facilitant I'autophagie (Prasanth et al., 2021). En régulant la
signalisation calcique, il prévient la toxicité liée a une surcharge de calcium intracellulaire, facteur majeur
de la mort cellulaire dans la MA (Guan et al., 2021). De plus, SIR améliore la plasticité synaptique et la
communication neuronale, préservant ainsi les fonctions cognitives. En modulant les systémes
glutamatergique, cholinergique et dopaminergique, il contribue a la restauration des mécanismes de
mémoire (D. A. Ryskamp et al., 2019; Borbély et al., 2022). Les agonistes de S1R, actuellement en phase
d’étude, montrent un potentiel prometteur pour ralentir la progression de la MA et atténuer les déficits

cognitifs (Borbély et al., 2022).

S1R a également été étudié dans la maladie de Parkinson (MP), marquée par la perte progressive des
neurones dopaminergiques dans la substance noire et I'accumulation de protéines a-synucléines (Burré
et al., 2018; Siddiqui & Bhatt, 2023; Tomkins & Manzoni, 2021). En réduisant le stress oxydatif et en
préservant les fonctions mitochondriales, S1IR protége les neurones dopaminergiques. Son réle dans
I'autophagie facilite I'élimination des agrégats toxiques d'a-synucléine, et il module les systémes
dopaminergique et glutamatergique, contribuant ainsi a stabiliser les fonctions motrices. Les agonistes de
S1R présentent un potentiel thérapeutique prometteur en protégeant contre la neurodégénérescence et

en réduisant les symptomes moteur (Siddiqui & Bhatt, 2023).
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La maladie de Huntington est une maladie génétique caractérisée par des mouvements incontrélés, des
troubles cognitifs et une dégénérescence progressive des neurones dans les noyaux basaux,
principalement le striatum. S1R joue un role neuroprotecteur significatif dans cette pathologie en régulant
plusieurs mécanismes cellulaires essentiels, tels que la modulation de I'autophagie, la régulation de la
signalisation calcique, la protection contre le stress oxydatif et la neuro-inflammation. Ses agonistes (ex :
pridopidine) montrent des effets bénéfiques sur les modeles murins de cette maladie, notamment en

régulant la signalisation calcique et en limitant la neurotoxicité (D. Ryskamp et al., 2017; Naia et al., 2021)

La SLA est une maladie neurodégénérative caractérisée par la perte progressive des motoneurones dans
la moelle épiniére et le cortex moteur, entrainant une faiblesse musculaire et une atrophie. Le S1R joue
également un role crucial dans cette pathologie en protégeant les motoneurones de |'apoptose, en
modulant I'inflammation, ou encore, en régulant I'autophagie. De plus, des études chez I’humain ont
démontré que la mutation non polymorphique ¢.672*51G>T au niveau du gene SIGMAR]1, entrainant une
distribution anormale et une accumulation de S1R au niveau de la membrane cellulaire, est causative de
la forme familiale de la sclérose amyotrophique latérale et la dégénérescence frontotemporale (ALS-FTD)
(Luty et al., 2010; Al-Saif et al., 2011). Cette mutation, entravant le bon fonctionnement de S1R, serait a
I'origine de la dégénérescence des neurones du lobe temporal (dont I'hippocampe) et des troubles

mnésiques et de 'humeur associés a cette forme rare de démence précoce (Luty et al., 2010).

Des agonistes de S1R sont testés comme cibles thérapeutiques pour ces maladies, afin de ralentir la
progression de ces pathologies et améliorer la qualité de vie des patients. lls offrent des perspectives

intéressantes pour de futures interventions thérapeutiques.

1.3.6 S1Ret/l'age

Le vieillissement concerne chaque étre vivant et est souvent considéré comme un facteur de risque pour
des maladies neurodégénératives, les démences ou le déclin cognitif normal (Azam et al., 2021; Duggan et
al., 2020; Hou et al., 2019; Memory Problems, Forgetfulness, and Aging, 2023). De plus, les maladies
(neurodégénératives, cancer), I'isolement, la diminution de I’activité physique, les problémes de sommeil
par exemple constituent des facteurs de risques d’anxiété et de dépression et sont de plus en plus courants
et nombreux avec I'dge (Blazer, 2003; Depression and Older Adults, 2021; Szymkowicz et al., 2023). En
effet, les neurostéroides étant des ligands de S1R, leur diminution avec I'age est aussi corrélée a des

troubles de I’"humeur. La diminution de DHEA par exemple, ligand endogéne de S1R, est corrélée avec
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I'apparition des troubles dépressifs majeurs, et leur administration peut améliorer les symptémes via les

fonctions de S1R (van Broekhoven & Verkes, 2003).

En plus des variations d’hormones et neurostéroides qui peuvent impacter les fonctions médiées par S1R,
il est connu que ces troubles sont corrélés avec une modification structurelle et fonctionnelle du cerveau
vieillissant (Esiri, 2007; Peters, 2006; Schulz et al., 2022). De ce fait, et connaissant le role de S1R dans
I'apprentissage, la mémoire et la régulation de I’humeur, la neuroprotection, ainsi que son implication
dans certaines maladies neurodégénérative, il est intéressant de comprendre I’évolution de I'expression
et des fonctions de S1R au cours du temps, et notamment lors du vieillissement. Cela permettrait de
comprendre davantage le vieillissement et ses conséquences et pourrait participer a I'élaboration de

thérapies adaptées.

Cependant, jusqu’a présent, peu d’études ont été conduites sur les différences d’expressions et de
fonctions de la protéine S1R avec I’age. La tomographie par émission de positons, PET, a été tres utile pour
investiguer le vieillissement chez I’humain (Kawamura et al., 2003; Schoéll et al., 2016; Subtirelu et al., 2023).
Grace a cette technique, et en utilisant des radiologands spécifiques de S1R sur des cerveaux de singes et
de rats, ils ont pu mettre en évidence une augmentation des liaisons spécifiques avec I'dge (Ishiwata et al.,
2003; Kawamura et al., 2003). Cette observation a été faite au préalable sur le cerveau post-mortem
humain, de facon différente selon le sexe, confirmant ainsi que S1R est sujette a changement avec I'age

(Ramakrishnan et al., 2016).

L'age apporte donc plusieurs modifications structurelles, fonctionnelles connues qui vont entrainer des
répercussions sur les voies ou S1R est impliqué, mais il n’y a encore a ce jour que peu d’informations sur

I'implication de la variation de I'expression de S1R avec I'age sur les aptitudes cognitives.

1.4 Objectif de recherche

Cette étude vise a explorer le role de S1R dans les processus cognitifs chez des souris saines, en intégrant
une analyse des différences entre sexes, un facteur souvent négligé dans la recherche et les approches
thérapeutiques. Etant donné I'implication de S1R dans le soutien de la fonction neuronale et de la survie
cellulaire, ainsi que I'importance des neurones exprimant les récepteurs dopaminergiques Drd1 et Drd2
dans la cognition et la régulation de I'humeur, I’hypothése est que la délétion de S1R dans les neurones

exprimant Drd1 et Drd2 pourrait compromettre la régulation des cibles cellulaires de S1R, tel que les

28



canaux voltage dépendants ou IP3R3. Par conséquent, le fonctionnement de ces neurones serait altéré,
comme l'excitabilité neuronale ou la transmission synaptique, et I'absence de S1R pourrait rendre ces
cellules plus susceptibles au stress oxydatif voire a la mort cellulaire. Le réseau neuronal ciblé serait ainsi
impacté, pouvant engendrer une perte d’efficacité et un déséquilibre des voies dopaminergiques
associées a ces neurones. Ces perturbations se manifesteraient par des troubles dans |'apprentissage, la
mémoire, ou la régulation de I'humeur. Dans un premier temps, nous modulerons I’activité de S1R par des
injections de N-[2-(3,4-dichlorophenyl)ethyl]-N-methyl-2-(dimethylamino)ethylamine (BD1047), un
antagoniste spécifique de S1R (Romieu, 2002), puis évaluerons les conséquences comportementales a
travers des tests liés a la mémoire spatiale. Dans un second temps, S1R sera génétiquement supprimé dans
les neurones exprimant les récepteurs dopaminergiques Drd1 et Drd2, retrouvés majoritairement dans les
neurones striatum. Ces neurones font partis de circuits primordiaux dans les processus cognitifs et
émotionnels. Cette délétion ciblée de S1R permet une analyse plus précise de I'implication de S1R dans
les processus étudiés. Les conséquences comportementales de cette modification génétique sont
explorées a travers des tests permettant d’étudier I'apprentissage et la mémoire, et la régulation de
I’'humeur. Cette derniere approche se fera sur des souris de différents stades ontogéniques, des souris
juvéniles a agées, afin d’étudier I'influence de S1R sur les processus cognitifs et émotionnels au cours du

temps.

Que ce soit pour I'étude des pathologies ou pour la conception de traitements thérapeutiques, les
différences physiologiques selon I'dge et le sexe sont rarement prises en considération et les études et
thérapies sont réalisées plus généralement sur des modeles males adultes. Ici, cette étude va inclure
plusieurs stades ontogéniques chez la souris méale et femelle permettant de considérer les différences
biologiques liées a I'dge et au sexe. Une meilleure compréhension du réle de S1R dans les processus
cognitifs affectés, selon les caractéristiques physiologiques de chacun, pourrait offrir une perspective
prometteuse pour améliorer nos connaissances pour le développement futur de nouvelles thérapies

ciblées pour les troubles cognitifs et émotionnels.
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2.1 Résumé

Les compétences mnésiques et la gestion des humeurs sont cruciales pour la cognition et la santé mentale,
indispensables pour fonctionner efficacement dans notre société. La mémoire et I'apprentissage

permettent de s'adapter a un environnement en constante évolution, tandis que la régulation des
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humeurs influence notre bien-étre émotionnel et notre capacité a affronter les défis quotidiens. Toutefois,
ces aptitudes sont souvent perturbées différemment selon I'dge et le sexe. De plus, plusieurs maladies
neurodégénératives sont associées a des déficiences mnésiques et a une augmentation des troubles de
I'humeur, tels que I'anxiété et la dépression, affectant la qualité de vie des individus et de la société.
Identifier les facteurs et mécanismes impliqués est crucial pour développer des thérapies visant a prévenir
ou atténuer ces symptomes. La protéine chaperonne Sigma-1R (S1R) a émergé comme un régulateur clé
de I'activité neuronale, jouant un réle dans les fonctions cognitives et la régulation des humeurs. Présente
dans I'hippocampe et le striatum, S1R est particulierement exprimée dans les neurones dopaminergiques,
qui forment des circuits essentiels pour ces processus. Cependant, I'implication de S1R dans ces processus,
selon I'dge et le sexe, reste a élucider. Cette étude vise donc a analyser l'impact de l'altération
fonctionnelle de S1R - via blocage pharmacologique ou délétion génétique - sur |'apprentissage, la
mémoire, I'anxiété et la dépression. Des souris males et femelles de différents dges sont utilisées, et les
effets de ces altérations sont évalués a travers des tests comportementaux. Ce projet fournira des
informations fondamentales sur le role de S1R dans ces comportements et aidera a comprendre comment
leur altération conduit a des pathologies. En décryptant ces mécanismes, cette recherche pourrait ouvrir
la voie a de nouvelles approches thérapeutiques pour les troubles cognitifs et émotionnels adaptés en

fonction de I'age et du sexe.

Mots clés : S1R, apprentissage et mémoire, anxiété et dépression, maladie neurodégénérative
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2.2 Introduction

Nos aptitudes cognitives et nos humeurs nous sont indispensables pour vivre et nous adapter dans notre
environnement changeant. Cependant, les troubles neurologiques représentent actuellement la premiére
cause d’invalidité dans le monde et la deuxiéme cause de déces. Ces pathologies sont souvent associées a
des déficiences mnésiques, ainsi qu’a une augmentation de la prévalence de troubles de I'humeur tels que
I'anxiété et la dépression. C'est le cas des maladies neurodégénératives tels que la maladie d’Alzheimer
(MA), la maladie de Parkinson (MP), la dépression et troubles anxieux, la démence ou encore sclérose
amyotrophique latérale et la dégénérescence frontotemporale (ALS-FTD) (Samra et al., 2023). Ces
pathologies représentent un réel probleme de santé publique: leur prévalence accroit avec
I'augmentation et le vieillissement de la population. Cela a pour conséquence de saturer d’une part
davantage le systeme de santé, et d’entrainer d’autre part un mal-étre non négligeable menant a une
baisse de productivité au travail. Bien que des thérapies existent pour traiter les symptébmes de ces
pathologies, leur efficacité varie d’un individu a I'autre et n’est pas forcément accessible. Identifier les
facteurs impliqués dans ces troubles, puis déterminer leurs mécanismes est une étape primordiale et
urgente pour le développement de nouvelles thérapies plus ciblées et mieux adaptées afin de prévenir,
guérir et améliorer la qualité de vie des patients atteints.

De plus en plus de pistes sont explorées, comme celle de la protéine chaperonne Sigma-1R (S1R). Au cours
des derniéres années, elle a émergé comme un régulateur de I'activité électrique neuronale, a I'origine
des fonctions cognitives et de la régulation des humeurs. De fagon intéressante, cette protéine, présente
aussi bien au niveau central que périphérique, est trés exprimée au niveau de I'hippocampe et du striatum,
aires cérébrales associées aux fonctions mnésiques et a la régulation de I’humeur, respectivement. Elle est
notamment retrouvée au niveau des neurones exprimant les récepteurs a la dopamine. Des modifications
de la fonction et/ou de son expression ont été associées a divers troubles neurologiques, notamment
I’ALS/FTD, la MA, ou MP les troubles anxieux et dépressifs. L’administration de ses agonistes suscite de
I'intérét clinique par leurs effets bénéfiques sur les symptomes cognitifs associés a ces maladies.
L'objectif de cette recherche est de comprendre l'implication de S1R dans les processus cognitifs, en se
concentrant sur la mémoire, I'apprentissage, et la régulation de I'humeur, tout en tenant compte des
variations physiologiques individuelles telles que le sexe et I'dge. Pour ce faire, nous investiguerons dans
un premier temps les effets d’un antagoniste spécifique de S1R, le BD1047, sur les capacités mnésiques et
d’apprentissage chez des souris, en utilisant le test du BM. Dans un second temps, nous analyserons
I'impact de la délétion totale ou partielle de S1R dans les neurones exprimant les récepteurs

dopaminergiques (Drd1 et Drd2), qui sont impliqués dans les circuits cognitifs et émotionnels, en
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combinant des tests de mémoire (Y-maze et BM) et des évaluations des comportements anxieux et

dépressifs (champ ouvert, labyrinthe en croix surélevé, suspension caudale, nage forcée).

L'hypothese centrale est que I'antagonisme de S1R, ainsi que son absence spécifique dans les neurones
exprimant les récepteurs dopaminergiques Drd1 et Drd2 du striatum, perturberont I'activité neuronale et
altéreront les fonctions des circuits engagés dans les taches cognitives. Cette altération se traduirait par
une diminution des performances mnésiques et une augmentation des comportements anxiogenes et
dépressifs chez les souris. Ces effets devraient également varier en fonction du sexe et de I'age, fournissant
ainsi des indications sur I'importance de S1R selon les différences individuelles dans la régulation cognitive

et émotionnelle.

2.3 Matériel et méthode

Cette étude comprend deux approches. Une approche pharmacologique qui vise a altérer la fonction de
S1R via I'administration d’un antagoniste, et une approche génétique ol S1R est génétiqguement supprimé
dans les neurones GABAergiques exprimant les récepteurs dopaminergiques de type 1 ou 2 (Drd1 et Drd2)
grace au systéme Cre/LoxP. Les souris utilisées sont sur fond génétiqgue C57BL/6J. Des souris méles et
femelles ont été utilisées et différents stades ontogéniques ont été étudiés a travers les deux approches :
juvéniles (4 semaines), jeunes adultes (8 a 16 semaines), adultes (32 a 40 semaines) et agées (+ 72

semaines).

Les souris proviennent de laboratoire Jackson (Bar Harbor, Main, USA) et ont été hébergées a I'animalerie
de I'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 (7h/19h) avec nourriture et eau librement
disponibles. La gestion de la colonie ainsi que les procédures ont été validées par le Comité Institutionnel

de Protection Animale de 'UQAM et effectuées dans le strict respect des directives de celui-ci.

Les souris sont transportées dans la salle des tests comportementaux minimum 30 minutes avant le début
de ceux-ci afin de leur laisser le temps de s’acclimater a I'environnement. Tous les tests sont effectués
pendant la phase éclairée de leur cycle lumiere-obscurité. Entre chaque passage de souris, les objets et
I’environnement sont nettoyés au prévail 1:40 afin d’éliminer les odeurs des congénéres. Une période de
repos de 24h entre les tests de mémoire et 48h entre les tests d’anxiété et de dépression a été respectée

pour éviter tout effet de surmenage. Les souris ont été exposées a tous les tests de comportement dans
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un ordre cohérent, du moins anxiogene au plus anxiogéne, en respectant la méme période journaliere afin
de minimiser la variation physiologique journaliere sur les comportements. Chaque passage est enregistré
al’aide d’une caméra et projetée sur un écran ordinateur afin que les animaux puissent étre surveillés tout
au long des procédures. Le logiciel SMART (panlab, Harvard) permet de suivre les déplacements des souris
et de configurer les arénes et zones d’études. Il pourra ainsi permettre d’analyser automatiquement
certains parametres souhaités. D’autres parameétres ont été analysés manuellement ou a I'aide de logiciel

d’analyse comportementale automatisée (DBscorer).

2.3.1 Approche pharmacologique

2.3.1.1 Modele animal

Pour cette étude, des souris males et femelles de type sauvage ont été utilisées. Le groupe expérimental
a recu des injections intrapéritonéales (IP) de BD1047 (Sigma Aldrich) a une dose de 5 mg/kg. BD1047,
reconnu pour son action antagoniste sélective sur S1R, présente une affinité environ dix fois supérieure
pour les récepteurs S1IR que pour d'autres récepteurs, tels que les récepteurs opioides, muscariniques,
dopaminergiques et sérotoninergiques. |l affiche également une forte affinité pour S1R (Ki = 0,93 nM)
supérieure a celle du BD1063, qui se lie davantage aux récepteurs S2R (IC50 : S1IR = 0,93 nM ; S2R = 47
nM). Sa forte affinité avec S1R va empécher d’autres ligands, notamment agonistes, d’interagir avec la
protéine. Cette affinité élevée empéche les agonistes et autres ligands de se fixer sur S1R, rendant BD1047
efficace pour bloguer ce récepteur, sans avoir d’effets sur la locomotion a la dose administrée (Matsumoto
et al., 1995).

La voie d’administration systémique par injection IP de BD1047 est couramment utilisée pour antagoniser
S1R dans divers modeéles expérimentaux (Chevallier et al., 2011; Cobos et al., 2008; Fritz et al., 2011;
McCracken et al., 1999; Roh & Yoon, 2014; Skuza & Rogdz, 2006). Le groupe témoin a regu le véhicule de
dilution, ici de I'eau distillée (dH,0). Pour simplifier la présentation des résultats, les groupes seront
désignés en fonction de la solution administrée : le "groupe véhicule" pour le groupe témoin et le "groupe

BD1047" pour le groupe traité.

2.3.1.2 Tests comportementaux

S1R étant tres présent au niveau de I'hippocampe, des tests faisant appel a la mémoire spatiale,
majoritairement associée a I"hippocampe, sont effectués pour cette approche pharmacologique : le test

d’emplacement d’objet (Object Location Task en anglais, OLT) et le labyrinthe de Barnes (BM). Ces tests
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sont principalement associés a la mémoire spatiale dite allocentrique ou la souris va devoir observer et se
rappeler de son environnement pour naviguer et explorer. lls s’effectuent en plusieurs étapes, permettant
ainsi de séparer le processus d’apprentissage (entrainements) avec la mémoire (rappel). Les injections
pourront ainsi étre réalisées a différents moments du test, selon de ce qui est étudié.

Le stress pouvant interférer avec les compétences cognitives des souris et donc avoir un impact sur les
résultats, toutes les souris ont été manipulé 5 minutes par jour pendant 2 jours avant les tests
comportementaux. Ces manipulations ont pour but de désensibiliser et d’habituer les souris au

manipulateur et ainsi, diminuer le stress lié a la manipulation.

2.3.1.2.1 Test de reconnaissance de placement d’objet (OLT)

Le test de reconnaissance de placement d’objet (Object Location Test en anglais, OLT) est un test qui
exploite la préférence innée des souris pour la nouveauté (Denninger et al., 2018; Vogel-Ciernia & Wood,
2014). Ce test fait intervenir la mémoire dite de reconnaissance, aspect fondamental de la mémoire qui
reflete la capacité d’un individu a identifier et a discriminer la nouveauté par rapport a ce qui est déja
connu. Il est aujourd’hui admis que la discrimination concernant la localisation spatiale d'un élément
précédemment rencontré implique I'hippocampe (Asgeirsdoéttir et al., 2020; Assini et al., 2009), tandis que
la mémoire de reconnaissance d’objets implique également le cortex périrhinal (Brown & Aggleton, 2001;
Warburton & Brown, 2010). De ce fait, ces tests permettront d’étudier les aptitudes cognitives

dépendantes de différentes aires cérébrales.

Exploration des deux positions objets
Familiarisation s Test

Hakituztion 3

Fexpérimentateur/ | Habituation | | Familizrisation | | Test |
injection
Al Al dAl
Pz ® ™)
2 ‘L ‘ 1 Al ‘ 1
1 jour L] 1h
Jourslet2

® a1 objet familier, position 1
dAl: méme objet mais déplacé : position 2 Souris male adulte vihicule, trace effectué grice & SMART

Figure 1.6 : Déroulement de la tache de reconnaissance d'objet

Ici, les deux objets sont les mémes (A1). Un objet est déplacé pendant le test (dA1, d pour déplacé)
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Ce test est effectué dans une aréne carrée en champ ouvert (30 cm x 30 cm), ol 2 objets identiques sont
disposés de facon diamétralement opposée. Les objets sont sélectionnés de sorte que les souris ne
puissent pas les déplacer, les faire tomber, monter dessus, faciles a nettoyer afin d’enlever tout indice
olfactif, et enfin, avec une valence neutre. Les souris, habituée a I'aréne vide la veille, sont placées dans
cette arene ol elles peuvent explorer librement les objets avant de retourner dans leur cage. Une heure
apres cette session de familiarisation (ou la souris explore et se familiarise avec ces objets), identique pour
I’OLT, une seconde session, dite de test (ou la capacité de la souris a discriminer le connu du nouveau), est
exécutée : un des objets familiers est déplacé. Les objets ont été choisis assez lourds de sorte que les souris

ne puissent pas les déplacer (Figure 2.1).

Ce test présente I’avantage de limiter les composantes anxiogénes du BM (grand espace ouvert, lumineux
et élevé). Chaque session dure 10 minutes et les injections de BD1047 s’effectueront 10 minutes avant la
session de familiarisation. Les souris ont une préférence innée pour la nouveauté, donc si la souris
reconnait 'emplacement familier, elle passera plus de temps a explorer la nouveauté (Lueptow, 2017). Le

temps passé a explorer la nouveauté, représenté dans ce test par I'emplacement est mesuré.

2.3.1.2.2 Le test du Barnes Maze (BM)

Le test du BM est une tache dépendante de I'hippocampe ol les animaux apprennent le lieu de fuite fixe
en fonction des indices visuospatiaux (Pitts, 2018). La souris est placée sur une large plateforme ouverte
et élevée ol se situe 19 « faux » trous de 1 cm de profondeur régulierement espacés sur la périphérie et
1 « vrai » trou qui mene a une boite de fuite située sous la plateforme (Figure 2.2). Pour permettre a la

souris de se repérer, cette plateforme est entourée d’indices visuospatiaux.
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Les espaces ouverts et élevés ainsi que la lumiére vive sont aversifs pour les rongeurs, induisant un
comportement de fuite. Les rongeurs chercheront donc naturellement un environnement sombre et

fermé, qui se présente ici sous la forme d'une boite noire située sous |I'un des trous.

Figure 1.7 : Plateforme utilisée pour le test du labyrinthe de Barnes

Deux sessions d’acquisition de 5 minutes (ou I'acquisition des informations visuo-spatiales aura lieu)
espacées de 1h sont réalisées chaque jours pendant 4 jours consécutifs sera effectué pendant la phase
d’entrainement (Figure 2.3). Cette phase est nécessaire afin d’étudier I'acquisition et la consolidation des
informations. Si I'apprentissage et la consolidation se déroulent bien, la souris est censée se rappeler du
lieu du trou de fuite et y accéder plus rapidement au fil des sessions. Ensuite, une unique derniéere session
de 3 minutes dite de rappel sera effectuée 7 jours aprés la derniere session d’acquisition. Cette session
sera nécessaire afin d’étudier le rappel des informations acquise : si I'information du lieu du trou de fuite
peut étre récupérée efficacement, la souris devrait rejoindre cette cible rapidement. Ce protocole a été
établi selon les résultats obtenus lors d’études préliminaires et permettait les trois phases de
I'apprentissage et de la mémoire en obtenant une belle courbe d’apprentissage lors de la phase
d’entrainement. L’environnement demeure exactement le méme tout le long de I'expérience et les souris

sont toujours positionnées sur le test au méme endroit et avec la méme orientation, a savoir, a I'opposé
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du trou de fuite menant a la boite de fuite. Les souris sont retournées dans leur cage apres chaque entrée

dans la boite de fuite.

Test du labyrinthe de Barnes — déroulement des sessions

| | L 1 jour [ b Tewr L 1 jour 1h g | N
] T T I T I I I [ [ rar I *
Hab1 Hab2 T T1.2 T21 T2.2 T34 T3.2 T4.1 T4.2 7 jours RappelT11
Jour1a4 Jour 11 - Rappel
Habituation salle  Acquisition Acquisition Habituatien salle Rappel
30min Smin ™ Smin 20min 3 min
e = - S = T

= 2= - ==
LI 2 sessions par jour pendant 4 jours I—' l—l 1 session : rappel ’—,

Figure 1.8 : Déroulement du test de labirynthe de Barnes

Ce test est constitué de 4 jours de 2 sessions de 5 minutes espacée d’une heure, permettant I'acquisition de I'information. Cette
phase permet d’étudier I'apprentissage. Une session de rappel a lieu 7 jours apreés la derniére session, afin d’évaluer les capacités
de la souris a se rappeler des informations. Cette session permet d’étudier la mémoire.

Plusieurs stratégies peuvent étre adoptées par la souris afin de trouver la boite de fuite. La stratégie
adoptée est dite spatiale lorsque la souris atteint la boite de fuite avec trajectoire directe et courte,
attribuée lors d’un score de 3 ou moins pour les erreurs et score de déviation (Figure 2.4.A)). Cette

stratégie révéle un bon apprentissage et une bonne mémoire spatiale.

Une souris qui passe la majorité du temps a la périphérie effectuant des recherches systématiques de trous
successifs dans le sens des aiguilles d'une montre ou dans le sens inverse des aiguilles d'une montre adopte
une stratégie de recherche dite en série (Figure 2.4.B)). Cette stratégie de recherche, bien qu’efficace, ne
fait pas appel a la mémoire spatiale puisqu’elle peut étre effectuée dés la premiere séance, sans
apprentissage. Elle pourrait s’apparenter au thigmotactisme (la souris préfére se déplacer en périphérie

plutdt qu’au centre), renforcé ensuite par I'association positive de I'entrée dans la boite de fuite.

Enfin, tous les autres essais sont considérés comme des recherches aléatoires, y compris ceux dans
lesquels les souris n'ont pas réussi a entrer dans la boite de fuite au cours de la période d'essai de 5 minutes
(Figure 2.4. C)). Cette stratégie se caractérise par de multiples changements de direction, les souris

vérifiant les trous de maniére non séquentielle et traversant le centre de la plateforme une ou plusieurs
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fois. La stratégie aléatoire ne refléte aucun apprentissage ou mémoire de I'emplacement du trou de fuite,

mais releve plutoét d’'un comportement exploratoire (Lee et al., 2023).

9

Stratégie en série Stratégie spatiale

Figure 1.9 : Tracés représentatifs de la stratégie choisie par les souris

Tracés obtenus par le logiciel SMART. Une erreur correspond a la visite d’un faux trou, ne menant pas a la boite
de fuite. A) Plus de 3 erreurs, échec ou passage par le centre de la table : stratégie .B) Plusde 3
erreurs, exploration en périphérie de la table : stratégie en série. C) Moins de 3 erreurs : stratégie spatiale.

Pour étudier I'implication de S1R dans l'acquisition d’information, le BD1047 sera injecté 10 minutes avant
chaque séance d’entrainement. Pour étudier I'implication de S1R dans le stockage et la consolidation de
I'information, le BD1047 sera injecté immédiatement aprés chaque séance d’entrainement. Enfin, pour
étudier I'implication de S1R dans la récupération de I'information, le BD1047 sera injecté 10 minutes avant
chaque séance de rappel. Ce protocole permettra ainsi d’évaluer 'effet du blocage de S1R sur les

différentes phases impliquées dans les processus mnésiques.

Enfin, différents parameétres ont été étudiés : le temps de fuite, la stratégie utilisée pour trouver le trou de
fuite, la latence primaire (qui correspondent au temps que la souris a mis avant d’avoir un premier contact
avec le trou menant a la boite de fuite), le nombre d’erreur (nombre de faux trous visités), et enfin, le
score de déviation (distance du premier trou visité par rapport a la position du vrai trou avec un score de
0a 10, 0 correspondant a la visite du trou de fuite des la premiere visite, et 10 correspondant a la visite du

trou complétement opposé au trou de fuite (Figure 2.5).
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Figure 1.10 : représentation de la table du labyrinthe de Barnes

La plateforme est composée du trou de fuite (en blanc, position 0) et des faux trous (1 a 10).

Le parameétre le plus représentatif et le plus souvent étudié est le temps de fuite. Pour aller plus loin dans
I’analyse, la latence primaire, le nombre d’erreurs, le score de déviation ainsi que la stratégie utilisée sont

présentés pour I'approche pharmacologique.

2.3.2 Approche génétique
2.3.2.1 Modéele animal

Des souris exprimant le Cre recombinase au niveau des neurones exprimant les récepteurs a la dopamine
de type D1 et D2 (Drd1 et Drd2), nommées respectivement Drd1-Cre et Drd2-Cre, ont été croisées avec
des souris dont le géne de S1R, SigmaR1, a été floxé (S1R""). Ces croisements ont permis de produire des
souris dont S1R était supprimé de facon homozygote ou hétérozygote dans les neurones exprimant Drd1
et Drd2. Les alleles de type sauvage sont nommés « WT » (pour Wild Type en anglais). Les souris
expérimentales sont ainsi les D1-S1R° (Drd1-Cre (+/-) ; S1R"), D1-S1R*"* (Drd1-Cre (+/-) ; SIR""T) pour
les souris exprimant Drd1-Cre, et D2-S1R° (Drd2-Cre (+/-) ; S1R™Y), et D2-S1R™" (Drd2-Cre (+/-) ; SIR"/WT)
pour les souris exprimant Drd2-Cre. Elles présentent une délétion majeure (pour les cKO) ou partielle (pour
les cHtz) de S1R au niveau des neurones exprimant Drd1 et Drd2. Les souris de la méme portée n’exprimant
pas la Cre sont utilisées comme souris témoins (SIR, SIR"™T) car elles expriment les mémes

comportements que les souris de type sauvage.
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Le génotypage de souris est réalisé par PCR a partir d’un punch d’oreille servant également pour

I'identification. Voir annexe A pour les paramétres utilisés.

2.3.2.2 Validation des modeles transgéniques par Immunobuvardage

Afin de valider nos différents modeles, I'expression de S1R a été quantifiée par immunobuvardage au
niveau du striatum des souris D1-S1R° et D2-S1R™® juvéniles et jeunes adultes. Les modeéles témoins

utilisés ici sont ceux exprimant seulement la Cre recombinase, a savoir les Drd1-Cre et les Drd2-Cre.

Le striatum a été disséqué a partir des cerveaux de souris récoltés a la suite d'une dislocation cervicale.
Pour I'homogénéisation, 5 pl de tampon d'homogénéisation (saccharose 0,32 M, NaHCO3 1 mM, HEPES
20 mM, CaCl2 0,25 mM, MgCl2 1 mM et inhibiteurs de protéase/phosphatase), a été ajouté a 0,1 g de tissu
de striatum. Le tissu a ensuite été brisé mécaniquement a I'aide d’un instrument a moteur sans fils Pellet
Pestle (FisherBrand #12141361) puis des allers-retours a I'aide d’une seringue a insuline 5 a 10 fois jusqu’a
ce que le tissu soit homogénéisé. Par la suite, 5 puL de détergent 10X (5% sodium deoxycholate, 1% SDS et

10% IGEPAL) ont été ajoutés aux échantillons, ensuite incubés a 4 °C pendant 30 min.

Les homogénats ont été incubés pendant 30 minutes a 4 °C, puis centrifugés a 15 000rpm pendant 15
minutes a 4 °C. Le surnageant a été récolté et le culot a été jeté. Les échantillons ont été dilués au 1:10
dans du tampon d’homogénéisation, et la concentration en protéines a été quantifiée en utilisant le kit de

dosage BCA.

Pour la dénaturation des protéines, les échantillons ont été dilués a 1 mg/ml avec le tampon
d’homogénéisation et I'ajout de 20 pl de SB4X (40% glycérol, 8 % SDS, 4 % 2-mercaptoethanol,
Bromophenol, tampon concentrateur 200 mM de Tris-Base) puis incubés a 95 °C pendant 5 minutes, et
enfin centrifugés a 14 000 rpm pendant 30 secondes a température ambiante (RT, 20-22 °C). Puis, 30 ug
de chaque échantillon ont été séparées par électrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide a 10 % pendant
60 minutes a 150V. Les protéines séparées ont ensuite été transférées sur des membranes de
nitrocellulose (NC) de 0,2 um (cat#1620115, Bio-Rad) pendant 60 minutes a 100V a I'aide du tampon de
transfert 1X (25 mM Tris-base, 0.1% SDS, 192 mM glycine; 20% MeOH). Le transfert homogéne des

protéines sur les membranes NC a été évalué par coloration Ponceau S (Sigma-Aldrich).
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Apreés blocage des membranes dans une solution de TBS-T 0,01 % (20 mM Tris-Base pH 8.0 (Sigma-Aldrich
#T6066), 150 mM NaCl, et 0,01 % Tween (Sigma-Aldrich # P1379-500ml)) supplémentée en lait écrémé en
poudre (5 %) (Lab Scientific # M0841) pendant 5 minutes a température ambiante (RT, 20-22 °C), les
membranes NC ont été incubées avec les anticorps primaires de lapin anti-S1R (Cell Signaling #748075,

dilué a 1:1000) a 4 °C pendant la nuit dans cette méme solution.

Le lendemain, les membranes ont été lavées trois fois pendant 8 minutes avec du TBST-0,01 %, puis
incubées avec les anticorps secondaires correspondants dans du TBST-0,01 % pendant 1 heure a
température ambiante. Les membranes ont ensuite été lavées trois fois avec du TBST-0,01 %, puis deux
fois avec du TBS 1X pour enlever les traces de détergent. Enfin, les protéines ont été visualisées en utilisant
le kit de détection Western Lightning Plus ECL (PerkinElmer # NEL105001EA, 2X340 ml). La densité des

bandes a été analysée grace au scanner FX-Fusion.

2.3.2.3 Tests comportementaux

Ces souris ont été étudiées a travers des tests comportementaux, du moins anxiogene au plus anxiogene
a savoir : le test du labyrinthe en Y (YM), du labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze en anglais,
EMP), le test en champ ouvert (Open Field Test en anglais, OFT), le test de suspension caudale (Tail

Suspension Test en anglais, TST) et le test de nage forcée (Forced Swim Test en anglais, FST).

Pour I'analyse statistique, une Anova a 1 facteur est effectuée pour le YM, 'EPM, I'OFT, le TST et le FST.
Un test de Grubbs’ avec un seuil de signification a=0.2 a été utilisé pour identifier et retirer les valeurs
aberrantes. En choisissant ce test avec un niveau de signification plus élevé (a@=0.2), nous avons cherché
n’éliminer qu’une valeur par set de données, permettant de minimiser I’élimination excessive de données,
tout en conservant une sensibilité suffisante pour détecter des valeurs extrémes qui pourraient fausser
les résultats. Cette approche est particulierement adaptée a notre étude, ou certains groupes encore non
complétés ont une taille d’échantillon réduite et d’autres présentent une grande variabilité. Ces
parameétres d’analyse de valeurs aberrantes permettent ainsi de limiter le risque de sur-correction, et

d’éliminer trop de valeurs potentiellement valides.
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2.3.23.1 Le labyrinthe en Y (YM)

L'alternance spontanée est largement utilisée pour étudier la mémoire et la motivation chez la souris et
repose sur la tendance innée et spontanée des souris a explorer son environnement et alterner entre les
différents espaces ou objets. Ce comportement est largement utilisé pour étudier la mémoire de travail
spatiale, qui réfere la capacité a conserver des informations sur I'environnement spatial sur une courte
période. Cette aptitude est nécessaire pour se souvenir des lieux et naviguer dans leur environnement
(Dember & Fowler, 1958; Richman et al.,, 1986; Lalonde, 2002). Parmi les différents test permettant
d’étudier l'alternance spontanée, le test du labyrinthe en Y (Figure 2.6) est couramment utilisé car il est
facile a mettre en place et peu anxiogene (Hughes, 2004; J. Kim et al., 2023). La souris est placée au niveau
du coin d’un des 3 bras identiques, face au centre. Elle est ensuite libre d’explorer I'environnement
pendant 5 minutes. Sila souris se souvient du bras qu’elle vient d’explorer, alors elle en explorera un autre,
alternant ainsi entre tous les bras. Il permet ainsi d’étudier la capacité de la souris a se souvenir des bras
gu'elle a visités précédemment, reflétant la mémoire de travail spatial, en mesurant I'alternance
spontanée entre les bras du labyrinthe (pourcentage d’alternance). Le nombre d’entrées dans les bras et

la distance parcourue sont également analysés.

2.3.2.3.2 Le labyrinthe en croix surélevé (EPM)

Le test du labyrinthe en croix surélevé est un test standard utilisé pour étudier les comportements de type
anxieux, basé sur la préférence d'un animal pour les endroits sombres et fermés, par rapport aux endroits
lumineux et exposés. L'animal est placé au centre d'un labyrinthe en croix surélevé dont 2 bras sont
ouverts et exposés, et deux bras sont fermés (Figure 2.6). Les souris sont libres d’explorer leur
environnement pendant 5 minutes. Plus une souris est anxieuse, moins elle aura tendance a explorer et a
s’exposer au danger et donc aller dans les bras ouverts (ici, les bras ouverts sont exposés et en hauteur).
Le nombre d’entrée et le temps passé dans les bras ouverts versus les bras fermés, ainsi que la distance

parcourue sont analysés.

2.3.2.3.3 Test en champ ouvert (OFT)

Pour le test en champ ouvert, les déplacements en périphérie et au centre sont enregistrés. Les souris sont
placées dans une aréne carrée (50 cm x 50 cm) (Figure 2.6) pendant 30 minutes. Plus une souris est
anxieuse, moins elle aura tendance a explorer et a s’exposer au danger et donc aller au centre. Elle aura

donc tendance a rester en périphérie, proche des murs, ou elle est moins exposée aux potentiels dangers
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(Prut et Belzung, 2003). Ce comportement est appelé le thigmotactisme et est utilisé pour évaluer le
niveau d'anxiété chez un animal. La distance (cm) parcourue, les entrées et le temps passé dans les parties
centrales (5 cm x 5 cm) et périphériques (5 cm de chaque mur) de I'aréne ont été enregistrés. Le nombre

d’entrées et le temps passé dans chaque zone sont mesurés.

2.3.2.3.4 Test de suspension caudale (TST)

Le test de suspension caudale est l'un des modeles les plus largement utilisés pour évaluer les
comportements de type dépressifs chez la souris. Les animaux soumis au stress d’une situation sans
échappatoire comme celle-ci développeront une posture immobile. L'immobilité est définie comme
I'absence de mouvements initiés et est associée au symptdme de « désespoir comportemental » de la
dépression. Les souris sont suspendues par leur queue avec du ruban adhésif, sur un repéere constant, dans
une position telle qu'elles ne peuvent pas s'échapper ou s'accrocher aux surfaces voisines (Figure 2.6). Un
tube en plastique transparent est placé autour de la queue pour empécher les souris de grimper sur leur

gueue pendant les tests.

2.3.2.3.5 Test de nage forcée (FST)

De la méme fagon que pour le TST, le test de nage forcée est une méthode courante d'évaluation du
comportement de désespoir chez les modéles animaux. Cette procédure expose les souris a une situation
« impossible » a laquelle elles ne peuvent pas s'échapper. Les périodes d’'immobilité ainsi que la latence
avant la premiére période d’'immobilité sont étudiées. Dans cette circonstance, I'immobilité est associée
au « renoncement » de la tentative de fuite. Cette impuissance est une mesure de désespoir : un
symptome de dépression (Castagné et al., 2011). Les souris sont placées dans un contenant d’eau dont la
température est comprise entre 20 et 24°C (Figure 2.6). La caméra est positionnée sur un trépied, en face
des souris. L'enregistrement débute lorsque les souris sont placées dans |'eau. Les souris sont ensuite
retirées, séchées a I'aide d’une serviette avant de retourner dans leurs cages et surveillées durant I’heure

qui suit le test.
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Ces deux tests durent 4 minutes ; pendant ce temps, les souris feront des tentatives actives de fuite suivies
de périodes d'immobilité. Le parametre analysé est le méme pour ces deux tests, a savoir le temps
d’'immobilité. Ce parameétre permet de quantifier le « désespoir comportemental » chez la souris
(Castagné et al., 2009, 2011; Sunal et al., 1994). Les comportements sont analysés a I'aide d’un logiciel de

codage comportemental automatisé DBscorer.

A. Labyrinthe en Y (YM) B. Labyrinthe en croix surélevé (EPM)  C. Test en champs ouvert (OFT)
' Périphérie
, ‘ ! Centre < = Nnn-nxie
L
D. Test de nage forcée (FST) E. Test de suspension caudale (TST)

Figure 1.11 : Tests de comportements utilisés pour I'approche génétique (souris D1-Cre et D2-Cre).

Illustrations créées grace a BioRender

Toutes les analyses statistiques et les graphiques sont réalisés grace a GraphPad Prism 9. Les données

représentent la moyenne + SEM pour tous les graphes.
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2.4 Résultats
2.4.1 Approche pharmacologique
2.4.1.1 Tache de reconnaissance de I'emplacement d’objet

Dans un premier temps, nous avons testé 'apprentissage et la mémoire a travers le test de reconnaissance
de I'emplacement d’objet (Figure 2.7). Les souris étant naturellement attirée par la nouveauté, si elles se
souviennent du placement initial des objets, elles devraient passer davantage de temps a explorer la

nouveauté, ici, le nouvel emplacement de I'objet.
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Figure 1.12 : Temps d'exploration des objets identiques en secondes

A. Déroulement du test comportemental B-C. Temps d’exploration des objets chez les souris adultes et agées. Les valeurs
abbérantes ont été retirées (ROUT Q=1%, 0 valeur retirée) et les analyses statistiques ont été effectuées grace a une ANOVA

a deux facteurs. Il n'y a pas de différences significatives entre les groupes lors du test.
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Que ce soit pour le groupe adulte ou agé, lors de la session de familiarisation (sans injection), qui
correspond a la premiére fois que les souris voient les deux objets identiques, les souris passent un temps
similaire a explorer chaque objet. Pendant la session de test, ol I'objet est déplacé, les souris adultes ayant
recu une injection de véhicule (dH20) tendent a passer davantage de temps avec I'objet déplacé lors de
la session de test par rapport aux souris ayant recu une injection d’antagoniste. Cela signifie que les souris
du groupe véhicule se sont rappelé et ont discriminé I'ancien emplacement du nouveau, et ont passé plus
de temps a explorer le nouvel emplacement. L'injection de BD1047 ne semble pas avoir d’effet négatif sur
la mémoire, la tendance observée durant le test étant similaire que pendant la session de familiarisation.
Chez les souris agées, le groupe véhicule tend a explorer |égerement plus I'objet déplacé, effet accentué

chez le groupe qui a recu une injection de BD1047. Ici, I'injection de BD1047 semble favoriser la mémoire.

2.4.1.2 Test du labyrinthe de Barnes

Trois différents protocoles ont été utilisés pour ce test. Le BD1047 a été injecté 10 minutes avant les
sessions d’acquisition afin de perturber I'apprentissage, immédiatement apres les sessions d’acquisition
afin de perturber la consolidation, et enfin 10 minutes avant la session de rappel de I'information afin de
perturber la récupération de I'information. Les souris témoins, de la méme facon, ont eu des injections de
véhicule, ici de I'eau distillée (dH,0). Ce test a initialement été effectuée pour 3 groupes d’dge : les

juvéniles (4 semaines), les adultes (30 — 42 semaines) et les agées (72 semaines et plus).
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1) Protocole 1 : injections avant chaque session d'acquisition
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Figure 1.13 : Test du labyrinthe de Barnes

1) Déroulement du test comportemental pour le protocole d’injection avant chaque sessions. 2) A-D. Temps de fuite pour les
juvéniles, adultes et agées pour chaque sessions d’acquisition. Les résultats sont présentés par la moyenne des 2 sessions
réalisées chaque jours (T1 représente la moyenne de T1.1 et T1.2). Il n’y a pas de valeurs abbérantes (ROUT Q=1%) et les
analyses statistiques ont été effectuées grace a une ANOVA a deux facteurs pour les sessesions d’acquisition (a =0,05). Un t-

test a été effectué pour comparer les groupes pendant le rappel, les différences ne sont pas significatives.

Cependant, aucune différence significative pouvait s'observer entre les groupes véhicule et les groupes
BD1047, et I'apprentissage chez les adultes était plutot stagnant, représenté par une courbe a faible pente

(Figure 2.8).
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Une injection de BD1047 avant la toute premiere session pourrait en effet perturber I'exploration et
I"'apprentissage de la souris. Durant cette premiéere session, la souris explore un nouvel environnement
anxiogene, afin d’apprendre au fil des sessions ou se situe la boite de fuite. Rajouter une composante
anxiogene par l'injection de I'antagoniste de S1R (contention et injection avant les sessions), pourrait ainsi
impacter la découverte, I'exploration de I'environnement et donc la prise d’information nécessaire a
I'apprentissage. Un nouveau groupe de souris a alors été étudié, en retirant I'injection avant la toute
premiere session, considéré dés a présent comme une session de familiarisation (Figure 2.9). Cette

premiere session de familiarisation ne sera pas présentée dans les prochains graphiques.

Temps de fuite, premiére session sans injection
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Figure 1.14 : Test du labirynthe de Barnes, premiere session exempte d'injection

A. Déroulement du test, début des injections avant la session T1.2 jusqu’a T4.2. B-C. Temps de fuite chez les adultes et agées.
Les résultats sont présentés par moyenne des 2 sessions par jour, sans la session T1.01 considérée comme session de
familiarisation. Il n’y a pas de valeurs abbérantes (ROUT Q=1%) et les analyses statistiques ont été effectuées grace a une
ANOVA a deux facteurs pour les sessesions d’acquisition. Les statistiques pour la session de rappel ont été effectuées par t
test. Il n'y a pas de différences significatives entre adultes, ni entre les groupes véhicule et BD1047 et agés. Aucune différence

significative entre sles groupes véhicule adulte et 4gé ni entre les groupes BD1047 adulte et dgé.

Ici encore, il n'y a pas de différences observables dans le groupe adultes mais la courbe d’apprentissage
est correcte, bien qu’encore un peu faible. Les souris dgées étant difficiles a obtenir, nous avons ensuite

décidé de nous concentrer sur un seul stade ontogénique, les souris adultes, afin d’étudier en profondeur
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I'effet potentiel de I'administration de BD1047, et donc le blocage pharmacologique de S1R, sur la

mémoire et I'apprentissage a travers le test du labyrinthe de Barnes.

D’autres parametres ont été analysés afin de voir s'il y avait des différences sur d’autres comportements
que le temps de fuite (Figure 2.10). D’apres la littérature, les paramétres les plus fréquemment étudiés,
en plus du temps de fuite (le plus représentatif), sont la latence primaire (le temps avant que la souris
visite le trou menant a la bofite de fuite), le nombre d’erreurs (nombre de faux trou — ne menant pas a la
boite de fuite — visités avant d’entrer dans la boite de fuite), le score de déviation (la distance relative du
premier trou visité par rapport a la position du trou de fuite), ainsi que la stratégie adoptée pour fuir la

plateforme (Gawel et al., 2019; Cadena & Lamprea, 2021; Lee et al., 2023).
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Premiére session sans injection - autres parametres
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Figure 1.15 : Autres parameétres étudiés pour le protocole sans injections avant la premiére session

A Déroulement du test du labyrinthe de Barnes pour le protocole avec injection avant chaque sessions d’acquisition a partir
de la session T2.1 jusqu’a T4.2.

B-E. Les résultats sont présentés par moyenne des 2 sessions par jour. La session de familiarisation (T1.1) n’est pas présentée.
Les sessions de rappel sontici présentées sur le méme graphe. Il n’y a pas de valeurs abérantes pour les sessions d’acquisition,
ni pour les sessions de rappel (ROUT Q=1%) et les analyses statistiques ont été effectuées grace a une ANOVA a deux facteurs
pour les sessions d’acquisition. Un test est effectué pour les sessions de rappel. Il n’y a pas de différences significatives pour

ce protocole.
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Ces parametres ne présentent aucune différence significative ni tendance entre le groupe véhicule et le
groupe BD1047. Néanmoins, une tendance claire, bien que non significative (p= 0,0599), apparait lors du
rappel pour le score de déviation (Figure 2.10. D.) ou ce score est plus faible pour le groupe BD1047. Ce
score de déviation permet d’avoir une idée de la précision de la direction initiale choisie par les souris pour
chercher la boite de fuite. Plus le score est bas, plus le premier trou que la souris visite est proche du trou
menant a la bofite de fuite. Ce score diminue donc a mesure que les souris apprennent, au fil des sessions.
Ici, le blocage de S1R par son antagoniste BD1047 ne semble pas perturber la direction initiale choisie pour
chercher le trou menant a la boite de fuite lors des sessions d’acquisition mais fait ressortir une différence,
bien que non significative, lors du rappel. Ce paramétre pourrait traduire d’'une meilleure idée de la
localisation du trou de fuite par le groupe BD1047 par rapport au groupe véhicule. Les souris du groupe
BD1047 semblent visiter un trou plus proche du trou de fuite par rapport au groupe véhicule, sans pour
autant le trouver plus rapidement (la latence primaire étant similaire entre ces deux groupes, Figure
2.10.B.). Ce paramétre n’est pas non plus corrélé avec une fuite plus rapide du groupe BD1047 comparé

au groupe véhicule (Figure 2.9 B et C.). Aussi, cette différence n’est pas liée au sexe (Figure 2.11).

Score de déviation pendant le rappel selon le sexe

Miles vs Femelles

154

10+

sk*]

Score de déviation

Figure 1.16 : Score de déviation pendant le rappel
Les différences observées ne sont pas significatives entre les méles et femelles BD1047 ( t-test, p=0,4935) ni entre les males et

femelles véhicule (t-test, p=0,4772). La différence observée en figure 2.10. D. n’est donc pas expliquée par le sexe des individus
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En paralléle, un second protocole a été testé : une injection aprés chaque session d’acquisition dans le but
de perturber la consolidation. La premiére session de familiarisation est toujours exempte d’injection pour
éviter toute perturbation de I’exploration initiale et la prise d’information. Les injections (anxiogénes) ne
perturbant pas le déroulement des sessions comme pour le protocole précédent (car elles sont ici faites

apres la session), il n’était pas nécessaire de désensibiliser les souris aux injections avant ce protocole.

Protocole 2 : injection aprés chague session
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Figure 1.17 : Test du Barnes Maze avec des injections apres chaque session d'acquisition

A Déroulement du test du labyrinthe de Barnes pour le protocole avec injection apres chaque sessions d’acquisition a partir
de la session T1.2 jusqu’a T4.2. B-C. Les résultats sont présentés par sessions (B.) a titre indicatif, afin de mettre en évidence
la disgression d’apprentissage existante avec ce protocole. Les résultats sont également présentés par moyenne des 2
sessions par jour (C.) afin de faciliter la lecture. La session de familiarisation (T1.1) n’est pas comprise dans le calcul des
moyennes des deux sessions par jour. Les sessions de rappel sont ici présentées sur le méme graphe a titre indicatif. Il n’y
a pas de valeurs abérantes pour les sessions d’acquisition, ni pour les sessions de rappel (ROUT Q=1%) et les analyses

statistiques ont été effectuées grace a une ANOVA a deux facteurs pour les sessions d’acquisition.

Un second rappel, 7 jours suivant le premier rappel, a été ajouté afin d’étudier la mémoire sur le plus long
terme. Ce rappel additionnel nous permet de voir que I'apprentissage persiste aprés 14 jours, mais que les
légeres différences entre les groupes véhicule et BD1047 observables au rappel 1 disparaissent apres 7
jours au rappel 2.

Ce nouveau protocole nous montre une disgression notable de I'apprentissage : bien que la premiere
session soit exempte d’injection, cela n’a pas suffi a limiter I'association aversive des injections avec

I’entrée des souris dans la boite de fuite. En effet, des le jour 2, les souris mettent beaucoup plus de temps
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a rentrer dans la boite de fuite. Il y a donc clairement une association négative créée avec ce protocole.
Nous avons notamment pu observer que les souris passaient beaucoup de temps autour du trou de fuite,

sans y rentrer (Figure 2.13), confirmant ainsi la crainte qu’elles avaient d’y rentrer.

Injection aprés chaque session
Temps dans la zone de fuite et latence primaire par session

A. Temps dans la zone autour du trou de fuite B. Latence primaire
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Figure 1.18 : Temps passé dans la zone autour du trou de fuite et latence avant le premier contact avec le trou de fuite.
Parametres complémentaires pour le test du labirynthe de Barnes avec injection apres chaque session. Les résultats sont
montrés ici a titre indicatif et par sessions afin de mettre en évidence la réticence des souris a rentrer dans le trou de fuite

bien qu’elles le trouvent rapidement (B.) et passent du temps proche (A.) a partir de T2.1.

De plus, ce test nous permet de mettre en évidence un biais créé avec I'attribution aléatoire des souris par
groupe véhicule ou BD1047. En effet, dans la figure 2. 12.B notamment, ou la session de familiarisation est
présentée, le point de départ initial (T1.1) entre le groupe véhicule et le groupe BD1047 est nettement
différent. Ces différences s’observent également lorsque les femelles et les males sont étudiés séparément

(Figure 14).
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Injection aprés chaque session selon le sexe
Temps de fuite par session
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Figure 1.19 : Test du labyrinthe de Barnes avec injection aprés chaque session selon le sexe.

Ces résultats sont présentés par sessions afin de mettre en évidence des différences initiales entre les groupes véhicule et
BD1047, chez les males comme chez les femelles. Les différences sont claires mais non significatives pour le rappel 1 entre le
groupe males véhicule et BD1047 (p=0,1748) et entre les groupes femelles Véhicule et BD1047 (p=0,1015). Ce test n’ayant

pas de n suffisant, ces résultats sont présentés pour illustrer I’'optimisation nécessaire de ce protocole.

Les groupes véhicules et males / femelles présentent initialement davantage de différences, bien que non
significatives, qui pourraient étre responsables des différences observées au fil des sessions d’acquisition
et lors des rappels. Bien que les groupes ne soient pas complets car ils ont d( étre optimisés, il y a une
information intéressante a observer : les injections de BD1047 semblent engendrer un temps de fuite plus
rapide que le groupe véhicule chez les males, alors que c’est I'inverse chez les femelles ou les injections

semblent retarder la fuite pour le groupe BD1047.

Le choix aléatoire des souris témoins (groupe véhicule) et des souris expérimentales (groupe BD1047)
pourrait engendrer un biais dans les courbes d’apprentissage observées. Un groupe pouvait en effet
comporter aléatoirement plus de souris rapides que l'autre groupe, menant a des différences
d’apprentissage ou de mémoire biaisées, ne reflétant pas I'effet que pourrait avoir les injections en elles-
mémes. Les groupes de souris allant recevoir les injections de BD1047 et le groupe de souris allant recevoir
les injections de véhicule ont alors dorénavant été homogénéisés selon les résultats concernant le temps
de fuite de la premiére session d’acquisition (T1.2), suivant la session de familiarisation, pour ces deux
protocoles. Les souris ont été divisées en 3 groupes selon leur temps pour rentrer dans la boite de fuite

(temps de fuite) : un groupe lent (au-dessus de 120 secondes), un groupe moyen (entre 61 et 120 secondes)
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ainsi qu’un groupe rapide (en dessous de 60 secondes). Ces souris ont été réparties de fagon équivalente
en nombre et en temps de fuite entre les groupes véhicule et BD1047, de sorte qu’il y ait également un
nombre équivalent en temps de fuite et en nombre de males et de femelles. Pour plus de détails, voir

I'annexe B.

Le protocole 2 avec injection apres chaque session a également permis de mettre en évidence la
composante anxiogene non négligeable que les injections représentent. Pour pallier cela, les souris
recevront des injections d’eau distillée (le véhicule) pendant les 2 jours de manipulation précédant le test
comportemental. Afin de garder les mémes conditions expérimentales entre les protocoles et pour chaque
session, cette méthode sera appliquée pour ces deux protocoles, et jusqu’a T2.1 ou les injections de
BD1047 commencent pour le groupe concerné. Donc pour résumer, ces différents groupes de souris nous
ont permis d’optimiser la méthode utilisée : I'injection de BD1047 a été supprimée la premiére journée
pour limiter la perturbation de I’exploration initiale, des injections du véhicule (dH,0) pour toutes les
souris ont été effectuées pendant les deux jours d’habituation précédant le test ainsi que pendant la
premiére journée de test (T1.1 et T1.2) afin de limiter la composante anxiogéne de cette étape. Enfin, les
groupes ont été homogénéisés afin d’avoir un point de départ équivalent entre le groupe véhicule et le
groupe BD1047. Ces optimisations ont donc pour but de limiter les effets que pourraient avoir les
composantes anxiogenes extérieures (I’expérimentateur, les contentions et injections) sur les capacités
cognitives des souris, ainsi que le biais d’'une répartition aléatoire, en formant des groupes initialement
similaires dans le temps de fuite. Ces adaptations permettraient d’isoler I'effet potentiel de I'antagoniste

de S1R sur l'apprentissage et la mémoire, et non celui du hasard.
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Injections avant chague session avec le protocole optimisé
Temps de fuite
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Figure 1.20 : Temps de fuite lors du test du labyrinthe de Barnes avec le protocole optimisé.

A. Déroulement du test du labyrinthe de Barnes pour le protocole avec injection avant chaque sessions d’acquisition a partir
de la session T2.1.

B. Les réultats sont présentés par moyenne des deux sessions par jours. La session de familiarisation (T1.1) n’est pas présentée
et la premiere session sans injection (T1.2) est présentée pour illustrer le point de départ initial similaire entre les groupes.
Les injections de BD1047 sur le groupe expérimental sont effectuées avant chaque session de T2.1 a la session 4.2. C. Session
de rappel, sans injections.

Les valeurs abbérantes ont été retirées (ROUT Q=1%, 2 valeurs retirées pour le rappel) et les analyses statistiques ont été

effectuées grace a une ANOVA a deux facteurs pour les sessions d’acquisition. Un t test est effectué pour le rappel

Les courbes d’apprentissage ici sont bonnes et débutent au méme niveau entre les deux groupes (Figure
2.15B.). Il n’y a pas de différences significatives entre les deux groupes. Il n’y a pas non plus de différences
observables lors de la session de rappel (Figure 15 C.), qui a lieu 7 jours aprés la derniére session
d’acquisition. L’antagoniste de S1R, BD1047 ne semble impacter le temps de fuite des souris a travers ce

test de comportement. L’effet selon le sexe a également été étudié.
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Temps de fuite selon le sexe
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Figure 1.21 : temps de fuite selon le sexe lors du test du labyrinthe de Barnes

A. Déroulement du test du labyrinthe de Barnes pour le protocole avec injection avant chaque sessions d’acquisition a partir
de la session T2.1.

B-E. Courbe d’apprentissage lors des sessions d’acquisition pour les méles (B.), les femelles (C.), ainsi que pour les groupes
véhicules (C.) et BD1047 (D.) Les valeurs abbérantes ont été retirées (ROUT Q=1%, 3 valeurs retirées pour le rappel) et les
analyses statistiques ont été effectuées grace a une ANOVA a deux facteurs a partir du commencement du traitement (T2). F.

Session de rappel selon le sexe. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide d’un t test.

Les courbes d’apprentissage sont similaires entre les groupes males (Figure 2.16. B.), et entre les groupes
femelles (Figure 2.16. C.), ainsi qu’entre les groupes véhicules (Figure 2.16. D.) et les groupes BD1047
(Figure 2.16. E.). Il n’y a pas de différences significatives entre ces différents groupes lors du rappel. Les
injections de BD1047 ne semblent pas avoir impacter I'apprentissage ni la mémoire selon le sexe dans ce
test comportemental, avec ce protocole. Les autres parametres ont également été étudiés afin d’analyser
en détail I'effet potentiel des injections sur les compétences spatiales nécessaires pour résoudre ce

labyrinthe.
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Injections avant chaque sessions - protocole optimisé
Autres parametres

A. Injections dH,0 Injections BD1047 / dH,0
| | | 1h | 1 jour | ih | 1 jour | 1ih , 1 jour l . lhll o, | .
I T T T T T T T | | 77 T >
Hab1l Hab2 TL1  T12 T21 T2.2 T3.1 T3.2 T4l  T42 7 jours Rappel T11
B. Latence primaire C. Nombre d'erreurs (visites de faux troux) D. Score de déviation
Sessions Sessions Sessions
1005 60 105 Injections -e- Véhicule (n=14)
4
H 30 Injections " Injections = 84 © r A y - BD1047 (n=15)
& @ ' 2 n
2 z 40 ( | = }—_ _8 _
® 60 5 S 64 T~
E 5 s S
5 . ¢ 3, *----x;
@ E 20 g
g $ g
% 20 @ 24
-
0 T T T T o T T T T 0 T T T T
M2 T2 T3 T4 M2 T2 T T4 M2 T2 T3 T4
E. Latence primaire F. Nombre d'erreurs G. Score de déviation
Rappel Rappel Rappel
- 60 10—
25 . 4 °
_— E o = oo
2 204 o H o 8- 1] .e
2 “6 4.0 E .
s 5 407 . s
E 157 £ g
E E o & (X ]
@ 5 . T 44 |o0
o 20 oo @
= @ o = o0
g g S e
| E B . @ o
o1 E-ood 3 &4 0-
N N ) N
W 9\9 AP //.@
& & & Ry
S @
I‘-\\O 0\ @00 o\
& + <@ 4 L)
H. Véhicule |. BD1047
@ 1009 /1 /1 11 B — @ 100
2 — g
4 80 | - 80
v &
= 60 = 60
" [
(-9 =9
2 40 m 2 40
2 u - o8
@ 20- | 1] g 204
w || w
= 0 T T T T T = -
T1.2T2 T3 T4  Rappel T1.27T2 T3 T4  Rappel
Sessions Sessions
=3 Aléatoire Véhicule I Aléatoire BD1047
=3 En série Véhicule mm En série BD1047
=3 Spatiale Véhicule B Spatiale BD1047

Figure 1.22 : Autres parametres du test du labyrinthe de Barnes avec le protocole optimisé

Une ANOVA a deux facteurs a été effectuée pour les sessions d’aquisition a partir du traitement T2, et un t test est réalisé pour le
rappel. Concernant les sessions d’aquisition, il n’y a pas de différences significatives entre le groupe véhicule et le groupe BD1047
pour ces parametres. Aucune différence significative ne ressort lors de la session de rappel non plus entre ces groupes pour la
latence primaire (p=0,6220), le nombre d’erreurs (p=0,4849) ou le score de déviation (p=0,2927). Aucune valeur abérante n’a été

trouvée (ROUT, Q=1%).
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Il n'y a pas de différences significatives entre le groupe véhicule et le groupe BD1047 d’apres ces
parametres. Une trés légere tendance s’observe pendant le rappel : le groupe de BD1047 semble trouver
plus rapidement le trou de fuite lors de cette session de rappel car le premier contact (Figure 2.17. B.), le
nombre d’erreur (Figure 2.17.C) et le score de déviation (Figure 2.17.D) sont légérement plus faibles que
pour le groupe véhicule, et la stratégie spatiale tend a étre légérement plus utilisée que les autres
stratégies chez le groupe BD1047 (Figure 2.17.H. vs I.). Cependant, les souris ne fuient pas plus rapidement
ce labyrinthe (Figure 2.15.). Ces parametres ont également été étudiés selon le sexe, afin de déterminer si

I’effet était différent selon le sexe (Figure 2.18 a 2.21).

Latence primaire selon le sexe
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Figure 1.23 : Latence primaire selon le sexe dans le test du labyrinthe de Barnes

Une ANOVA a deux facteurs a été effectuée pour les sessions d’aquisition a partir du traitement T2, et un t-test est réalisé
pour le rappel. Concernant les sessions d’aquisition, il n’y a pas de différences significatives lors des sessions d’acquisition.
Aucune différence significative ne ressort lors de la session de rappel. Aucune valeur abérante n’a été trouvée (ROUT,

Q=1%)
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Nombre d’erreurs selon le sexe
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Figure 1.24 : Nombre d'erreurs selon le sexe dans le test de labyrinthe de Barnes.
Une ANOVA a deux facteurs a été effectuée pour les sessions d’aquisition a partir du traitement T2, et un t-test est réalisé
pour le rappel. Concernant les sessions d’aquisition, il n’y a pas de différences significatives pour les sessions d’acquisition.

Une différence significative ressort lors du test (*p<0.05). Aucune valeur abérante n’a été trouvée (ROUT, Q=1%).
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Score de déviation selon le sexe

2. MWiles E. Femelles E. Rappel

Injections 05 Injections 104 -
o {1 &

— T
s -

Score da dévietion
—] LEY F-5 a3
1 1 1
-1 F ;!II
- —
Score de déviation
= (.5 = f-r}
1 1 1
Soare da deviation
(- en
1 1 1 1 L
o
ooo0
f.
»
O 2N
[ ook
- 3

[
M2 T2 T@ T4 T2 T2 T3 T4 y : . .
B ’ o ) a =
Sessions Sessions & & &
W k- 2k
Véhicule BOM04T AT
C. Yehicules . *‘*p .@ 4-@ 9‘%\'.,'!
10 Imjections 10 Injections e &
—_— - _— *‘h ‘;‘ «aéy &
5 8 @ 5 8] {__
§ 3 e -
f o o Miles Vahaouba (n=9)
.,
4 4 t 4 4] . Hm' e Milas BOAT (n=10)
1
] E '! Foarrlis Vighicule (n=5)
& & 7 o Formedles BOAD4T (n=5)
a | T T T a T T T T
Ti2 T2 T3 T4 Ti2 T2 T3 T4
Sessions Sessions

Figure 1.25 : Score de déviation dans le test du labyrinthe de Barnes
Une ANOVA a deux facteurs a été effectuée pour les sessions d’aquisition a partir du traitement T2, et un t-test est réalisé
pour le rappel. Concernant les sessions d’aquisition, , il n’y a pas de différences significatives pour les sessions d’acquisition ni

pour la session de rappel. Aucune valeur abérante n’a été trouvée (ROUT, Q=1%).

La seule différence significative que nous pouvons observer a travers ces paramétres concerne le nombre
d’erreurs entre les groupes male BD1047 et femelles BD1047 lors du rappel. Les femelles ayant recu
I’'antagoniste de S1R font plus d’erreurs que les males de la méme condition (Figure 2.19. E.). Le groupe

de femelles serait cependant a compléter afin de valider cette différence significative.
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Stratégie utilisée selon le sexe
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Figure 1.26 : Stratégie de fuite utilisée selon le sexe dans le test du labyrinthe de Barnes avec injection avant chaque sessions

pour le protocole optimisé.

L’étude des stratégies choisies selon le sexe (Figure 2.21) permet de mettre en évidence une augmentation
de I'utilisation d’une stratégie spatiale au fur et a mesure des séances, davantage marquée chez les
groupes BD1047. Cette augmentation de l'utilisation spatiale se fait au détriment de la stratégie aléatoire
chez les males. Cependant, chez les femelles BD1047, cette augmentation de I'utilisation de la stratégie
spatiale se fait au détriment de la stratégie en série, la stratégie aléatoire étant utilisée de fagon
équivalente entre le groupe véhicule et BD1047. Ici, le blocage de S1R par BD1047 semble favoriser
légerement I'utilisation de la stratégie la plus efficace, la stratégie spatiale, au fil des sessions. L'effet

observé en Figure 2.17.1. s’applique donc de la méme facon selon le sexe. Ces résultats étant qualitatifs,
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ils ne permettent cependant pas de conclure sur un effet bénéfique de BD1047 sur les stratégies de fuite

choisies.

Un dernier protocole a été testé avec des injections de BD1047. Cette fois-ci, une unique injection se fera
10 minutes avant la session de rappel, afin d’étudier I'effet potentiel du blocage pharmacologique de S1R
sur la récupération, le rappel de I'information. Seule la session de rappel sera présentée ici, car il n’y a eu
aucune injection pendant la période d’apprentissage T1 a T4. Les groupes ont été établis comme

précédemment, mais avec les résultats pour le temps de fuite a T4.2.

Protocole 3 : injection avant la session de rappel
Injections BD1047 / dH,0
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Figure 1.27 : Session de rappel lors du protocole avec une injection unique avant la session de rappel.

Les résultats inclus la moyenne + SEM. Les analyses statistiques sont effectuées avec un t test et ne fait pas

ressortir de différence significative.

Ce protocole ne permet pas de mettre en évidence un effet de I'injection de BD1047, et donc le blocage
pharmacologique de S1R, sur le rappel de I'information. Les autres parametres également étudiés pour
cette session de rappel, ne sont pas présentés car ne montrent pas non plus de différence, ni tendance.
Cela pourrait étre d au fait qu’une injection unique ne suffit pas a compromettre les processus cognitifs

nécessaires au rappel de I'information.
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Cette étude ne permet pas de démontrer un effet du blocage pharmacologique de S1R par son antagoniste
BD1047 sur des souris adultes de type sauvage via ce test. Une administration aigué de ligands de S1R
pourrait étre insuffisante pour perturber la fonction neuronale et les processus cognitifs associés. De plus,
I'étude ne permet pas d'explorer pleinement le réle de S1R dans la régulation de I'humeur, car des
injections répétées peuvent introduire un biais anxiogéne, ce qui constitue un facteur de confusion dans
notre analyse. Dans la seconde partie, nous avons opté pour une perturbation génétique de SI1R,
entralnant sa suppression partielle ou majoritaire dans les neurones impliqués dans |'apprentissage et la
mémoire. En I'absence de manipulations potentiellement stressantes avant les tests comportementaux,

cette approche permet une évaluation plus rigoureuse de l'implication de S1R dans la régulation de

I'humeur.

2.4.2 Approche génétique

2.4.2.1 Validation de nos modeéles transgéniques par immunobuvardage
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Figure 1.28 : Quantification de I'expression de S1R chez des souris juvéniles et jeunes adultes

L’expression a été normalisée sur Ponceau S et les analyses statistiques effectuées avec un t-test (**p<0.01, ***p < 0.001).
L’expression de S1R diminue de fagon significative dans le striatum de nos modéles génétiques aussi bien chez les juvéniles
(A. et B.) que chez les jeunes adultes (C. et D.). Ces résultats confirment la délétion de S1R au niveau du striatum chez les

souris par la Cre sous le promoteur Drd1 et Drd2, validant ainsi nos modeles génétiques.

L'expression de S1R a été analysée par immunobuvardage (Figure 2.23) dans le striatum de souris juvéniles

et jeunes adultes D1-S1RcKO et D2-S1RcKO. Les résultats réveélent une diminution marquée de la protéine
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S1R dans le striatum des souris D1-S1RcKO et D2-S1RcKO, observable dés la période juvénile et persistante
dans le temps. Cette réduction confirme I’activité de la recombinase Cre et la suppression ciblée de S1R
dans ces régions cérébrales. Une analyse complémentaire par immunofluorescence est en cours pour
affiner ces observations et préciser les types neuronaux ciblés, ce qui permettra de renforcer la validation

de nos modeles.

2.4.2.2 Tests comportementaux

Les résultats sont présentés par sexe pour les souris Drd1-Cre (D1-S1R*M et D1-S1R*C) puis pour les souris

Drd2-Cre (D2-S1R™* et D2-S1R%?).

2.4.2.3 Les souris Drd1-Cre

2.4.2.3.1 Apprentissage et mémoire

Ici, le test du labyrinthe en Y permet d’étudier I'effet d’une diminution (totale ou partielle) de I'expression
de S1R au niveau des neurones Drd1 du striatum sur la mémoire de travail spatiale. Le parameétre étudié
pour ce test est le pourcentage d’alternance. Il reflete la capacité de la souris a se rappeler le bras

précédemment exploré afin de choisir un bras différent a explorer.
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Figure 1.29 : La délétion génétique de S1R dans les neurones exprimant Drd1 n'affecte pas la mémoire de travail spatiale.
Etude du pourcentage d’alternance entre les bras du labyrinthe en Y selon I'dge et le sexe. Les données représentent la

moyenne * SEM. *p<0.05.

Une diminution du pourcentage d’alternance entre les bras refléte une diminution de la capacité des souris
a se souvenir du bras précédemment exploré, car elles alternent peu, et donc une atteinte de la mémoire
spatiale a court terme. Chez les femelles juvéniles dont S1R est majoritairement supprimé des neurones
exprimant Drd1l (D1-S1R%°), nous pouvons observer une amélioration significative du pourcentage
d’alternance entre les bras du labyrinthe. Il n’y a pas d’autres différences significatives pouvant s’observer
pour les autres stades ontogéniques, ni chez les males, ni chez les femelles. Les groupes de souris adultes

et agées seront complétés afin d’étudier si des différences significatives ressortent pour ces ages.

2.4.2.3.2 Comportements de type anxieux

Pour étudier les comportements de type anxieux chez la souris, deux tests ont été effectués : le test en
champs ouverts (OFT) et le test du labyrinthe en croix surélevé (EPM). Une souris a une tendance naturelle
a explorer son environnement. Cependant, les bras ouverts et surélevés de 'EPM, ainsi que le centre de
I'aréne de I'OFT sont plus anxiogénes que les bras fermés et la périphérie car ils sont plus exposés au
potentiels dangers et prédateurs. Plus une souris présentera des comportements de type anxieux, plus
elle évitera les milieux anxiogenes et restera dans les milieux sécuritaires. Elle diminuera donc son
exploration des bras ouverts dans 'EPM et du centre dans I'OFT. Les parameétres étudiés sont

respectivement le temps passé au centre et dans les bras ouverts.
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Figure 1.25 : Etude des comportements de type anxieux chez les souris exprimant Drd1-Cre en fonction de I'dge et du sexe.
Ces comportements ont été étudiés a travers I'OFT et I'EPM. Les données représentent la moyenne + SEM. *p<0.05,

*%p<0.01
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Une diminution du temps passé au centre (OFT) ou du temps passé dans le bras ouvert (EPM) refléte une
augmentation des comportements de type anxieux (les bras ouverts et le centre de I'aréne de I'OFT étant
plus exposés donc plus anxiogenes pour les souris).

Chez les males, comme chez les femelles, le méme motif s'observe du stade jeune adulte a 4gé : il semble
y avoir une diminution du temps passé au centre chez les D1-S1R™'%, reflétant une augmentation des
comportements de type anxieux, et au contraire une augmentation du temps passé au centre chez les D1-
S1RO, reflétant ici une diminution des comportements de type anxieux. Bien que ces résultats montrent
une augmentation significative seulement entre les D1-S1R®' et D1-S1R*® males du stade jeune adulte a
agé, cette tendance se dessine également chez les femelles. Les groupes n’étant pas tout a fait complétés
pour les adultes et agés, les analyses ne permettent pas de déterminer si I'effet est significatif pour le
moment. Les groupes incomplets seront complétés afin de déterminer si les différences observées
deviennent significatives. Il n’y a pas de différences significatives qui ressortent a travers I'EPM pour les
males. Nous pouvons seulement observer que les souris femelles gées D1-S1R™ semblent passer moins
de temps dans les bras ouverts, ce qui suggére une augmentation des comportements de type anxieux. Le

groupe est a compléter afin d’interpréter ces résultats.

2.4.2.3.3 Comportements de type dépressifs

Pour étudier les comportements de type dépressifs chez la souris, deux tests ont été effectués : le test de
nage forcée (FST) et de suspension caudale (TST). Les souris sont placées dans une situation stressante :
dans un contenant d’eau, ou suspendue par la queue. Elles vont chercher a fuir sans pouvoir s’échapper.
Plus une souris est immobile, plus elle présente des comportements qui s’apparentent au symptome de «
désespoir comportemental » de la dépression. Le paramétre étudié pour ces deux comportements est

alors le pourcentage d’immobilité.
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Figure 1.31 : étude des comportements de type dépressifs chez les souris exprimant Drd1-Cre selon I'age et le sexe.

Ces comportements ont été étudiés a travers le FST et le TST. Les données représentent la moyenne + SEM. *p<0.05, **p<0.01



Une augmentation du temps d’immobilité reflete un abandon plus rapide et donc une augmentation des
comportements de type dépressif. Chez les males, nous pouvons observer une diminution significative du
temps d’'immobilité chez les souris juvéniles, jeunes adultes et adultes. De facon intéressante, cette

tendance se poursuit chez les souris agées, sans que |'effet soit significatif.

Il n’y a pas de différences significatives au niveau des femelles, bien qu’une tendance se répete chez les
juvéniles, adultes et 4gées : D1-S1R™© semble passer moins de temps immobile que les contrdles dans ces
tranches d’age. Il y a cependant une augmentation significative du temps d’'immobilité chez les femelles

jeunes adultes D1-S1R®"" par rapport aux contrdles et D1-S1RC,

Les groupes adultes et agés sont a compléter afin de déterminer I'effet de la délétion de S1R dans les

neurones exprimant Drd1.
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2.4.2.4 Souris DrD2-Cre
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Figure 1.32 : La délétion génétique de S1R dans les neurones exprimant Drd2 n'affecte pas la mémoire de travail spatiale.

Etude du pourcentage d’alternance entre les bras du labyrinthe en Y chez les souris exprimant Drd2-Cre en fonction de I'dge

et du sexe. Les données représentent la moyenne + SEM.

Chez les males comme chez les femelles, aucune différence significative ne ressort a travers ce test.

Cependant, nous pouvons noter une tendance non significative qui se répete chez les males et les

femelles juvéniles : la délétion conséquente de S1R chez les D2-S1R*C semble altérer le pourcentage

d’alternance chez les juvéniles, et donc la mémoire de travail. Cette tendance semble s’atténuer chez les

autres stades ontogéniques.
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Figure 1.33 : Etude du comportement de type anxieux chez les souris exprimant Drd2-Cre en fonctionde I’dge et du sexe.

Ces comportements ont été étudiés a travers I'OFT et 'EPM. Les données représentent la moyenne + SEM. *p<0.05, **p<0.01

Ces résultats montrent que I'hétérozygotie de S1R au niveau des neurones exprimant Drd2 (souris D2-
S1R%) qugmente significativement les comportements de type anxieux chez les méles adultes et 4gés a
travers I’OFT. La diminution majeure de S1R dans les neurones Drd2 (souris D2-S1R%°) diminue cependant
significativement les comportements de type anxieux chez les males adultes a travers 'EPM.

Chez les femelles, I'hétérozygotie de S1IR au niveau des neurones exprimant Drd2 (souris D2-S1RH%)
augmente également significativement les comportements de type anxieux chez les souris juvéniles,
jeunes adultes et agées, ainsi que chez les jeunes adultes et agées a travers I'EPM. Chez les adultes, cette
différence n’est pas significative mais les souris D2-S1R*"" tendent également & montrer davantage de

comportement de type anxieux a travers 'EPM.
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Comportements de type dépressifs
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Figure 1.34 : Etude du comportement de type dépressifs chez les souris exprimant Drd2-Cre en fonction de I’age et du

sexe.

Ces comportements ont été étudiés a travers le FST et le TST. Les données représentent la moyenne + SEM. *p<0.05

La réduction de I'expression de S1R dans les neurones exprimant Drd2 favorise un comportement de type

dépressif chez les souris agées. Cet effet s’observe aussi bien chez les males que chez les femelles.
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2.4.2.5 Résumé des différences observées

YM
. A1 % d’alternance chez la juvéniles D1-S1R™C (A mémoire)
. N non significative du temps passé au centre chez les males et

D1-S1R™ pour les groupes jeune adulte, adulte et agé

OFT | 7 temps passé au centre chez les méales D1-S1R®° par rapport au D1-

S1R™% pour les groupes jeune adulte, adulte et 4gé (N anxiété)
Drd1-Cre . N temps passé au centre chez les méales 4gés D1-S1R*M (A anxiété)

. N temps passé au centre chez les jeunes adultes D1-S1RH
(A anxiété)

EPM 1, N\ temps passé dans les bras ouverts chez les jeunes adultes
et 4gées D1-S1RM? et D1-S1IRC (A anxiété)
. N % d’'immobilité chez les males juvéniles, jeunes adultes et adultes

SFT D1-S1R%® (¥ dépression)
. A % d’'immobilité chez les jeunes adultes D1-S1R (A
dépression)
. N temps passé au centre chez les méales adultes et 4gés D2-S1RH% (A

OFT anxiété)
. \I temps passé au centre chez les juvéniles, jeunes adultes et
agées D2-S1RM (A anxiété)

EPM . 7 temps passé dans les bras ouverts chez les males adultes D2-S1R°

Drd2-Cre (N anxiété)

. \I temps passé dans les bras ouverts pour les jeunes adultes
et 4gées D2-S1R? (A1 anxiété)

ST 1. A temps d’'immobilité chez les males et les agées D2-S1R
(A dépression)

TST

. 2 temps d’'immobilité chez les males et les agées D2-S1RH™
(A dépression)

Tableau 1.2 : Tableau récapitulatif des différences significatives observées a travers I'approche génétique

Les différences sont mentionnées selon le sexe et I'age. La signification théorique de ces observations est

indiquée a titre indicatif. L’anxiété et la dépression sont des termes utilisés ici pour référer plus

précisément a des comportements de type anxieux et des comportements de type dépressifs.

Ces résultats montrent que S1R influence significativement les processus cognitifs, puisque sa délétion
entraine des altérations comportementales significatives chez les souris génétiquement modifiées
comparées aux souris WT. Les effets observés varient en fonction du sexe, de I'dge, de la lignée génétique,
ainsi que des processus cognitifs testés, suggérant que le role de S1R est variable selon les facteurs

physiologiques propres a chaque individu (age, sexe, expression de S1R). Cette étude met donc en
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évidence le role différentiel de S1R dans la cognition, qui dépend de diverses caractéristiques

physiologiques.

2.4.2.6 Discussion

L'implication de S1R dans les processus cognitifs et la régulation de ’lhumeur a été explorée a travers ces
études comportementales. Dans un premier temps, l'activité de S1R a été pharmacologiquement
perturbée a I'aide du BD1047, un antagoniste sélectif de S1R, administré chez des souris de type sauvage.
Cette étude permet d’étudier I'implication et I'importance de S1R dans les aptitudes cognitives de base
chez le sujet sain. Les effets de cette perturbation ont été évalués a travers des tests de mémoire spatiale.
Les résultats montrent que I'altération fonctionnelle aigué de S1R n’a pas suffi a induire des perturbations
comportementales significatives. Toutefois, il est important de noter que I'administration intrapéritonéale
du BD1047 n’a pas permis de cibler spécifiguement les circuits neuronaux impliqués dans les compétences

cognitives, limitant ainsi la portée de cette approche pharmacologique.

Afin de surmonter cette limite et d’approfondir I’'étude du role cognitif de S1R, une délétion génétique
conditionnelle de S1R a été réalisée dans les neurones impliqués dans les processus d’apprentissage, de
mémoire et d’anxiété. Pour cela, les neurones exprimant les récepteurs Drd1 et Drd2, principalement
localisés dans le striatum, une région clé pour la cognition et la régulation des émotions, ont été ciblés
avec nos modeles génétiques. Cette approche plus ciblée a permis d’examiner les répercussions
comportementales de la suppression chronique de S1R des neurones du striatum a travers plusieurs tests
cognitifs et émotionnels, chez des sujets males et femelles, et a différents stades ontogéniques.

Les récepteurs Drd1, exciteurs, sont impliqués dans la facilitation de la plasticité synaptique et la LTP
(Kreitzer & Malenka, 2008; Neve et al., 2004), essentiels pour I'apprentissage et la mémoire. Dans les
circuits dopaminergiques, la modulation de Drd1 favorise la transmission dopaminergique et les circuits
de la récompense, soutenant ainsi I'apprentissage et la mémoire et ayant également un impact positif sur
I’humeur (Takahashi et al., 2012; Tong et al., 2023).

Les récepteurs Drd2, quant a eux inhibiteurs, sont plutot associés a la LTD (Neve et al., 2004; Kreitzer &
Malenka, 2008), également nécessaires a I'apprentissage, la mémoire et la régulation de I’humeur. Un
déséquilibre de la signalisation Drd2 est souvent associé a des troubles cognitifs et émotionnels car la
modulation de ce récepteur tend a inhiber la transmission dopaminergique (Ainsworth et al., 1998;

Lawford et al., 2006; Hayden et al., 2010; Nord & Farde, 2011).

78



L’altération de leur équilibre est impliquée dans des maladies neurodégénératives et neuropsychiatriques,
telles que la MP, la maladie d’Huntington, la schizophrénie, ou encore I'addiction (Stoof et al., 1982;

Seeman et al., 1987; H. Y. Wang et al., 1995; Meador-Woodruff et al., 1996).

Ces récepteurs sont majoritairement retrouvés dans le striatum, mais, de la méme fagon qu’une tache
cognitive n’implique pas seulement une unique aire cérébrale, ils sont également retrouvés dans
I’hippocampe, le noyau accumbens et I'amygdale. Toutes ces aires cérébrales sont impliquées dans
I'apprentissage, la mémoire et la régulation de ’humeur. Une suppression de S1R dans les neurones
exprimant Drd1 et Drd2 pourrait ainsi perturber I'activité des neurones qui expriment ces récepteurs,
altérant le fonctionnement des réseaux neuronaux impliqués, ainsi que I'équilibre entre ces deux voies
dopaminergiques. Cette étude a pour but d’observer les répercussions comportementales de cette

délétion de S1R dans les neurones du striatum qui expriment les récepteurs a la dopamine Drd1 et Drd2.

L'implication de S1R dans I'apprentissage, la mémoire et la régulation émotionnelle chez ces modeles
murins s’est révélée hétérogene, avec des effets variables selon le sexe, I'dge et le type de neurone ciblé
(Drd1 ou Drd2). En effet, la perte de S1R chez les Drd1-Cre et les Drd2-Cre entraine majoritairement une
augmentation significative des comportements de type anxieux et dépressifs. En effet, la perte de S1R
entraine un dysfonctionnement cellulaire global, notamment par une perte de régulation des récepteurs,
des canaux ioniques, et donc de I’excitabilité neuronale et de la transmission synaptique, ainsi que des flux
calciques et des processus d’autophagie, qui augmente donc la neurotoxicité (Bernard-Marissal et al., 2015;
Ha et al., 2011; Hayashi & Su, 2007; Mavlyutov et al., 2011; Mori et al., 2012, 2013; A. Pal et al., 2012;
Vollrath et al.,, 2014; L. Wang & Duncan, 2006). Ce déséquilibre peut altérer I'intégrité ou I'activité
neuronale et augmenter la susceptibilité des cellules a la mort (Ha et al., 2012), compromettant I'efficacité
et I'équilibre des circuits neuronaux concernés. L'absence de cette protéine chaperonne diminue ainsi ses
actions essentielles, ce qui peut s'avérer délétere pour la cellule et altérer les processus cognitifs associés.
Cette perte de S1R peut aussi engendrer un déséquilibre dans les voies de signalisation dopaminergique

générant une augmentation des troubles anxieux et dépressifs (Kawahata et al., 2024).

Cependant, ces différences ne s’observent pas a travers tous les tests et sont différents selon les neurones
ciblés (Drd1 ou Drd2) et selon si la délétion est hétérozygote ou homozygote. Cette délétion de S1R
n’affecte également pas les comportements de la méme fagon selon le sexe et 'dge. Des mécanismes

compensatoires, tel que la modulation des acteurs de I’activité neuronale par d’autres protéines (par
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exemple, par le récepteur Sigma-2 qui peut intervenir dans la régulation du stress cellulaire et des flux de
calcium (Derbez et al., 2002; Terada et al., 2019; A.-F. Chen et al., 2021; Lizama et al., 2023) peuvent
compenser la perte de S1R. Enfin, le striatum recoit des projections du cortex préfrontal qui contribuent
aux fonctions mnésiques (de Kloet et al., 2021; Wilhelm et al., 2023) et les interneurones modulent
I'activité des MSNs (Lim et al., 2014; Garma et al., 2024), d’autres circuits neuronaux peuvent ainsi moduler
les neurones affectés par la délétion de S1R et compenser les conséquences comportementales liées a

I’absence de S1R.

Des mécanismes compensatoires liés aux hormones sexuelles telles que les cestrogenes, dont I'estradiol,
peuvent expliquer les différences observées entre les males et les femelles. En effet, les cestrogenes, et
en particulier I'estradiol, jouent un role important dans les fonctions cognitives. Ces hormones peuvent en
effet exercer des effets antidépresseurs (Dhir & Kulkarni, 2008; Estrada-Camarena et al.,, 2010) et
améliorer les compétences mnésiques (Luine, 2014; Xu et al., 2024) (Arevalo et al., 2015; Brann et al., 2007,
2022) notamment via les récepteurs a cestrogenes et la modulation des récepteurs dopaminergiques et
sérotoninergiques (Dhir & Kulkarni, 2008). En outre, I'estradiol est connu pour ses effets neuroprotecteurs
et anti-inflammatoires, permettant de maintenir le fonctionnement et la survie cellulaire. Ces hormones
sexuelles peuvent donc jouer un role dans les compétences mnésiques et la régulation de 'lhumeur. Il est
également documenté qu’elles exercent une action sur les neurones ciblées dans nos modeles, a savoir
les MSN (Mermelstein et al., 1996; Yoest et al., 2018, 2019) et les neurones exprimant les Drd1 et Drd2 du
striatum (Hruska, 1986; Falardeau & Di Paolo, 1987; Bendis et al., 2024). De plus, étant donné que les taux
d’estradiol fluctuent avec I'age, diminuant progressivement chez les souris agées (Frick, 2009; Ferreira,
2023), ces variations hormonales pourraient expliquer les différences comportementales observés avec
I’age. Cette piste constitue donc une hypothése intéressante pour expliquer les différences observées
entre les males et femelles en fonction de I'dge. Les groupes adultes et agés incomplets doivent étre

complétés afin d’interpréter avec certitude les résultats.

Afin d’approfondir nos connaissances sur I'implication de S1R dans les circuits neuronaux impliqués dans
les compétences mnésiques et la régulation émotionnelle, des études complémentaires sont nécessaires.
Des tests comportementaux plus exigent sur le plan cognitif, tel que le labyrinthe de Barnes, ou modeles
plus challengeant pour le systéme pourraient étre effectué. En effet, il est possible que S1R ait plus d’effet
lorsque les taches cognitives ou affectives nécessitent un recrutement plus conséquent des fonctions

cognitives et des circuits neuronaux impliqués. Des tests courts dans des conditions normales peuvent ne
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pas suffire a observer les conséquences de la délétion de S1R sur les comportements. Il se peut que S1R
est un role plus marqué dans des conditions pathologiques par exemple. S1R est d’ailleurs souvent étudié
chez des modeéles de pathologies. Ces modeles complexes ne permettent cependant pas de comprendre
le réle basal de S1R, et les troubles cognitifs peuvent étre multifactoriels. D’autres études
complémentaires, telles que I'utilisation de modéle murin dont S1R est délété au stade ontogénique
étudié uniquement pourrait également permettre d’étudier 'effet d’'une délétion faite relativement tot
dans la vie de I'animal et limiter les possibles adaptations qui peuvent étre mise en place pour compenser
la perte de S1R. Ce modele peut s’obtenir grace a I'injection au niveau du striatum d’un « virus adéno-
associé » exprimant la Cre-Recombinase (AAV-Cre) sur des souris dont le g&ne S1R est floxé (S1IRF/), qui
provoquera la suppression de S1R dans la zone ciblée (Stoica et al., 2013; Grames et al., 2018). Des études
électrophysiologiques sur les tranches de cerveau de nos différentes lignées et modeles utilisés pourront
permettre de comprendre, au niveau cellulaire, I'origine des conséquences comportementales observées.
L’activité neuronale, a savoir I'excitabilité neuronale, la transmission synaptique ainsi que la LTP, tous des

processus nécessaires aux fonctions cognitives et de régulation de I’humeur, pourront étre étudiés.

Cette étude translationnelle, combinant approche pharmacologique et génétique, est pertinente afin
d’approfondit notre compréhension du réle de S1R dans I'apprentissage, la mémoire et la régulation
émotionnelle sur des modéles sains et non pathologiques. En tenant compte des différences d'dge et de
sexe, elle offre une vision plus individualisée des mécanismes sous-jacents. En identifiant comment S1R
influence ces processus, ces travaux développent nos connaissances sur la régulation des fonctions
cognitives et ouvrent la voie au développement de stratégies thérapeutiques ciblées, particulierement
utile pour des pathologies complexes comme les maladies neurodégénératives (MA, MP, SLA) et les

troubles psychiatriques (dépression, anxiété, schizophrénie).
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CHAPITRE 3DISCUSSIONDans cette étude, nous avons exploré le réle de S1R dans I'apprentissage, la

mémoire et la régulation de I’humeur chez la souris male et femelle a travers différents stades

ontogéniques.

Les effets en fonction du sexe ont été étudiés, car des hormones comme les cestrogénes dont I'estradiol
(Dhir & Kulkarni, 2008) et la progestérone (Johannessen et al., 2011; Hornung et al., 2022) ont une
influence sur les compétences cognitives et la régulation émotionnelle et sont également des ligands de
S1R. Les cestrogenes, et en particulier I'estradiol, ont des effets bien documentés sur les compétences
mnésiques (Finney et al., 2020; Fleischer & Frick, 2023) et la régulation de I’humeur (Walf & Frye, 2006;
Altemus et al., 2014; Albert & Newhouse, 2019). Il exerce des actions bénéfiques sur les fonctions
mnésiques chez les deux sexes (Arevalo et al., 2015; Brann et al., 2007, 2022) bien que les cestrogénes
soient retrouvés en plus grande quantité chez les femelles, avec un effet proportionnel. Les cestrogenes
augmentent la plasticité synaptique en favorisant la LTP (Woolley, 1998; Foy et al., 2008), la croissance
dendritique (Sakamoto et al., 2003; C. C. Smith et al., 2009; Frankfurt & Luine, 2015), la neuroprotection
et la neurogéneése (Brann et al., 2007; Arevalo et al., 2015). Ces hormones peuvent également exercer des
effets antidépresseurs (Dhir & Kulkarni, 2008; Estrada-Camarena et al., 2010) et améliorer les
compétences mnésiques (Luine, 2014; Xu et al., 2024) notamment via les récepteurs a cestrogénes et la

modulation des récepteurs dopaminergiques et sérotoninergiques (Dhir & Kulkarni, 2008).

De fagon intéressante, I'estradiol peut moduler les récepteurs dopaminergiques et donc la signalisation
dopaminergique importantes dans les fonctions cognitives étudiées (Bendis et al., 2024; Jacobs &
D’Esposito, 2011; Krentzel & Meitzen, 2018; Yoest et al., 2018, 2019). Par exemple, un traitement par
estradiol diminue I'expression des ARNm des récepteurs Drd2 dans le striatum dorsal et ventral chez les
rats males et femelles (Lammers et al., 1999). Dans les études portant sur des rats ovariectomisés,
I’estradiol augmente significativement la densité des récepteurs dopaminergiques Drd1 et Drd2 dans
certaines régions du striatum, tant chez les males que chez les femelles (Hruska, 1986; Falardeau & Di
Paolo, 1987; Bendis et al., 2024). Ces résultats montrent que I'estradiol peut avoir un impact sur la
signalisation dopaminergique en agissant sur les récepteurs Drd1 et Drd2 de différentes manieres. De plus,
des traitements aigus d’estradiol induisent une libération accrue de dopamine, augmentent la sensibilité
des récepteurs Drd2, et régulent positivement I'activité du transporteur de dopamine. Ces effets facilitent
les réponses comportementales aux agonistes dopaminergiques, mettant en évidence I’action rapide de

I'estradiol sur le systéme dopaminergique (Bazzett & Becker, 1994; Becker, 1990; Cummings et al., 2014).
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Par ailleurs, I'estradiol inhibe les courants calciques dans les MSN GABAergiques via un récepteur couplé
aux protéines G (GPCR), ce qui pourrait favoriser la libération de dopamine dans le striatum dorsal en

diminuant l'inhibition GABAergique (Mermelstein et al., 1996; Yoest et al., 2018, 2019).

Etant donné que les taux d’estradiol fluctuent avec I'adge, diminuant progressivement chez les souris agées
(Frick, 2009; Ferreira, 2023), ces variations hormonales pourraient expliquer les différences de modulation
neuronale et circuit neuronal, et donc les différences de compétences cognitives observé selon I'age.
L’estradiol, en plus de jouer un réle dans les compétences mnésiques et la régulation de I’humeur, a aussi
un effet sur les neurones ciblés, a savoir les MSN et neurones exprimant les récepteurs Drd1 et Drd2 du
striatum. Cette piste constitue donc une hypothése intéressante pour expliquer les différences observées
entre les males et femelles en fonction de I'dge. Il est donc primordial de considérer I'influence de la

délétion de S1R dans les neurones du striatum selon le sexe et I'dge pour l'interprétation des résultats.

3.1 Approche pharmacologique

3.1.1 Design expérimental

Pour ce faire, nous avons dans un premier temps étudié le comportement de souris de type sauvage a
travers des tests comportementaux évaluant principalement I'apprentissage et la mémoire spatiale : le
test de reconnaissance de placement d’objet (OLT) et le labyrinthe de Barnes (BM). L’activité du S1R a été
pharmacologiquement modifiée par des injections de BD1047, un antagoniste sélectif bien documenté qui
traverse la barriere hémato-encéphalique sans affecter les capacités motrices (Matsumoto et al., 1995).
Ces tests incluent une phase d’entrainement, comprenant une ou plusieurs sessions d’acquisition, et une
phase de rappel pour évaluer la mémoire. Différents protocoles ont été explorés pour ces étapes. Etant
donné que le BD1047 agit rapidement (5 minutes), avec un effet optimal jusqu’a 30 minutes apres
administration intrapéritonéale (Martin-Fardon et al., 2007), il a été injecté 10 minutes avant les sessions
comportementales, couvrant la durée des sessions de cing minutes sans perdurer aprés les sessions. Cette
procédure a été établis conformément aux standards établis pour I'injection d’antagonistes de S1R dans
ce contexte (Kourrich et al., 2013; Delint-Ramirez et al., 2020). La dose de 5 mg/kg a été choisie en
cohérence avec des études antérieures sur des modéles murins (Martin-Fardon et al., 2007; Ma et al.,
2024). Une dose plus élevée pourrait accroitre le risque d’effets non spécifiques, car une saturation des

récepteurs S1R pourrait conduire BD1047 a se lier a d’autres cibles.
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3.1.2 Tests comportementaux
3.1.2.1 Test de reconnaissance de placement d’objet (OLT)

Dans le test de reconnaissance d’objet, I'antagoniste de S1R était injecté avant la session d’acquisition
chez les souris males et femelles, et ses effets étaient observés lors de la session de test. Les résultats n'ont
pas montré de différences significatives entre les groupes témoins et les groupes traités au BD1047 (Figure
2.7). Cette absence d'effet pourrait suggérer qu'une injection unique ne suffit pas a perturber les circuits
neuronaux impliqués dans cette tache cognitive. En effet, S1R joue un role modulatoire dans diverses
fonctions neuronales, telles que le stress cellulaire, la signalisation calcique et la plasticité synaptique.
Cependant, son action n'est pas nécessairement immédiate ou cruciale pour les taches cognitives de base.
Une seule administration de BD1047 peut ne pas perturber suffisamment ces processus, en particulier
chez des modeles sains, ol les systémes neuronaux peuvent compenser une perturbation temporaire. De
plus, I'inhibition aigué de S1R avec une injection unique ne provoque qu’une inhibition transitoire, ce qui
signifie que I'impact sur les réseaux neuronaux impliqués dans la mémoire et I'apprentissage pourrait ne
pas &tre assez prolongé pour perturber significativement ces fonctions. A travers I'OLT, cet effet
temporaire pourrait donc ne pas suffire a perturber les processus cognitifs de maniére significative. Des
administrations répétées seraient probablement nécessaires pour observer une altération des fonctions

cognitives comme I'apprentissage et la mémoire.

3.1.2.2 Test du labyrinthe de Barnes (BM)

Le test du labyrinthe de Barnes, plus long et impliquant plusieurs injections, a ensuite été utilisé pour
explorer les effets du BD1047 sur différentes phases de I'apprentissage et de la mémoire. Trois protocoles
distincts ont été mis en place : des injections avant chaque session d’acquisition pour perturber
I’'apprentissage, des injections apres chaque session pour perturber la consolidation, et enfin, une injection
avant la session de rappel pour altérer la mémoire. Malgré ces différents protocoles et optimisations, et
les différents parametres étudiés, aucune différence significative n’a été observée entre les groupes traités
au BD1047 et les groupes témoins en termes d’apprentissage ou de mémoire. L'administration aigué de
BD1047 chez des souris de type sauvage, bien qu’ici répétée, ne semble donc pas perturber ces processus
de maniére notable. Bien que plusieurs études aient démontré des effets significatifs de BD1047 a partir
de 3 mg/kg dans divers contextes (Romieu, 2002; Skuza & Rogdz, 2006; Ma et al., 2024), peu de recherches
se sont intéressées a son impact sur des souris de type sauvage dans des tests comportementaux comme

le BM. La majorité des études se concentrent sur des modéles génétiques (souris knockout) ou
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pathologiques, incluant des maladies neurodégénératives (MA, MP, SLA) ou troubles comportementaux

(addiction, dépression, anxiété, ou stress chronique par exemple).

La modulation pharmacologique de I'activité de S1R chez des souris saines demeure ainsi pertinente pour
mieux comprendre son implication dans le fonctionnement cognitif normal. L’utilisation de BD1047
permet une inhibition réversible et ponctuelle, offrant un contréle précis sur la durée de I'inhibition,
contrairement aux modeles génétiques ol I'absence de S1R est permanente. Tester S1R dans des modeéles
sains évite également la complexité des modéles pathologiques, ol les déficits cognitifs sont souvent
multifactoriels. De plus, les modeles génétiques tels que les knockouts complets, perturbe les S1R de fagon
systémique, c’est-a-dire que la délétion ne cible pas spécifiquement les régions cérébrales et les circuits
neuronaux impliqués dans les taches cognitives étudiées a travers les tests comportementaux. L'inhibition

pharmacologique offre ici une alternative permettant d'évaluer le role immédiat du S1R.

3.2 Approche génétique

L'approche pharmacologique n’a pas permis de démontrer une modulation des fonctions cognitives via
I'inhibition du S1R par BD1047. Cette étude n’est également pas spécifique des circuits neuronaux
impliqués dans les fonctions cognitives étudiées puisque BD1047 va cibler les S1R du corps entier, et non
pas ceux situés spécifiquement dans le cerveau, qui nous intéresse dans notre étude. Bien que des
modeles génétiques aient montré des résultats significatifs dans des tests comportementaux semblables
a ceux réalisés dans notre étude (Sabino et al., 2009; Chevallier et al., 2011; Snyder et al., 2016), ils peuvent
entrainer des problemes de santé (J. Hong et al., 2017; Abdullah et al., 2018; Couly et al., 2022) et entrainer
des adaptations compensatoires lors du développement qui masquent les effets directs de S1R,
compliquant l'interprétation des résultats. Pour surmonter ces limitations, nous avons généré des souris

olu S1R a été spécifiquement délété dans les neurones impliqués dans les processus cognitifs étudiés.

3.2.1 Modéle génétique

Pour explorer le réle de S1R dans I'apprentissage, la mémoire et la régulation des émotions, nous avons
perturbé génétiquement sa fonction dans les neurones exprimant les récepteurs dopaminergiques Drd1
et Drd2. Ces neurones, localisés majoritairement dans les neurones GABAergiques appelés neurones
épineux moyens (MSN) du striatum, sont impliqués dans les fonctions cognitives et émotionnelles et
constituent un bon marqueur a cibler dans notre modele. De plus, les modeles transgéniques exprimant

la Cre recombinase dans ces neurones exprimant Drd1 et Drd2 sont bien documentés. Cette approche vise
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ainsi a examiner l'influence de S1R sur les processus cognitifs et émotionnels, en ciblant des neurones de
réseaux neuronaux reconnus pour leur implication dans les fonctions cognitives et la regulation de

I"lhumeur.

Ces deux types de neurones du striatum ont été ciblés dans nos modeéles car ils font partie de deux
différents réseaux neuronaux de la signalisation dopaminergique. Cette signalisation dopaminergique est
importante pour la régulation de I'apprentissage, de la mémaoire, ainsi que pour la régulation émotionnelle.
Elle est en effet essentielle a plusieurs processus neurobiologiques fondamentaux pour la cognition (Berke
& Hyman, 2000; El-Ghundi et al., 2007; Wise, 2004), a la régulation des émotions (Salgado-Pineda et al.,
2005), au mouvement (A. Mishra et al., 2018) et au systeme de récompense (Berke & Hyman, 2000; Hyman

et al., 2006; Nestler, 2005; Perreault et al., 2014).

Cette signalisation est médiée par cing récepteurs dopaminergiques couplés aux protéines G : D1, D2, D3,
D4, et D5. Ces récepteurs sont classés en deux sous-familles en fonction de leurs structures et fonctions :
les récepteurs de type D1 (Drd1 et Drd5) et les récepteurs de type D2 (Drd2, Drd3 et Drd4) (Kebabian &
Calne, 1979; Jaber et al.,, 1996; Neve et al., 2004; Beaulieu & Gainetdinov, 2011). Les récepteurs
dopaminergiques sont fortement exprimés dans le striatum (Kreitzer & Malenka, 2008; Beaulieu &
Gainetdinov, 2011; Gerfen & Surmeier, 2011; Calabresi et al., 2014), une région clé pour la régulation des

mouvements, des processus motivationnels et cognitifs ainsi que dans la régulation de I'humeur.

Ces récepteurs Drd1 et Drd2 sont les deux principaux sous type de récepteurs a la dopamine (Neve et al.,
2004). Dans le striatum, les récepteurs Drd1 et Drd2 se retrouvent dans des populations distinctes de MSN
GABAergiques, qui constituent respectivement les voies "directe" et "indirecte" des circuits
dopaminergiques. Ces récepteurs jouent donc des roles distincts mais complémentaires dans la régulation
de I'apprentissage, de la mémoire, ainsi que dans les comportements liés a I'anxiété et a la dépression. En
effet, les récepteurs Drdl et Drd2 sont couplés a différentes protéines G, qui activent des voies
intracellulaires opposées (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Baik, 2013). Les récepteurs Drd1, impliqués dans
la voie directe, sont couplés aux protéines Gs (stimulatrices), stimulant I'adénylate cyclase et augmentant
les niveaux d'AMPc, ce qui entraine une activation de la protéine kinase A (PKA) (Neve et al., 2004; Undieh,
2010; Beaulieu & Gainetdinov, 2011). Cette voie de signalisation stimule la plasticité synaptique, favorisant
des processus tels que la LTP, mécanisme central pour le renforcement des connexions neuronales,

I'apprentissage et la consolidation des souvenirs. La signalisation via les récepteurs Drd1 est également
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associée a une augmentation de la motivation et au systéme de récompense, ce qui soutient
I'apprentissage basé sur la récompense (Berke & Hyman, 2000). De plus, leur activation est généralement
liée a des effets anxiolytiques et a une réduction des symptomes dépressifs, en partie grace a la facilitation
des circuits impliqués dans la récompense et la régulation de I'humeur (Salgado-Pineda et al., 2005). En
revanche, les récepteurs Drd2, associés a la voie indirecte, sont couplés aux protéines Gi (inhibitrices),
inhibant I'adénylate cyclase et réduisant les niveaux d'AMPc (Undieh, 2010). Ces récepteurs Drd2 sont
plutot associés a la dépression a long terme (LTD), un mécanisme de plasticité qui contribue a |'ajustement
des connexions synaptiques en réduisant les connexions inutiles ou non optimales, permettant une
meilleure signalisation et une plus grande spécificité de la réponse neuronale aux nouvelles informations.
IIs sont donc plutot responsables de l'inhibition des réponses non désirées En équilibre avec la LTP, la LTD
est donc également importante pour I'apprentissage de nouvelles informations et I'oubli des informations
non pertinentes, mais aussi pour la régulation des émotions en limitant I'hyperactivation des circuits
impliqués (Bear & Malenka, 1994; Collingridge et al., 2010). Cependant, une activation excessive des
récepteurs Drd2 est souvent associée a une augmentation de |'anxiété et a des comportements dépressifs,
en partie en raison de la diminution de la signalisation dopaminergique positive dans les circuits de la
récompense (Nestler, 2005). Ainsi, les récepteurs Drd2 peuvent participer a des processus pathologiques
lorsque leur activité est trop élevée, contribuant a des états émotionnels négatifs. Cette divergence
fonctionnelle entre les voies Drd1 et Drd2 génére des effets opposés sur I'excitabilité neuronale et la
plasticité synaptique, impactant de maniére complémentaire les processus d'apprentissage et de mémoire.
Cette organisation permet aux deux types de récepteurs d'exercer un contréle équilibré et régulé sur les
comportements moteurs et cognitifs complexes, en contribuant aussi aux réponses émotionnelles comme

['anxiété et la dépression.

S1R pourrait ainsi jouer un réle clé dans I'équilibre de ces voies de signalisation des neurones exprimant
les récepteurs Drd1 et Drd2. En effet, S1R interagit avec diverses protéines du RE et de la MAM ou il
influence la signalisation calcique et la survie cellulaire (Hayashi & Su, 2007). S1R participe a la facilitation
des processus de plasticité synaptique médiée par le calcium et protége les cellules du stress oxydatif,
assurant ainsi le bon fonctionnement des neurones exprimant ces récepteurs. En maintenant une activité
saine de ces neurones, qui font partie de la signalisation dopaminergique, S1R permet de maintenir un
bon équilibre entre ces deux voies. La perte de S1R dans les neurones exprimant les Drd1, de la voie directe,
ou dans les neurones exprimant Drd2, de la voie indirecte, peut au contraire perturber I’équilibre entre

ces deux voies et mener a des altérations cognitives. L'étude de I'implication de S1R dans ces réseaux
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neuronaux primordiaux dans les taches cognitives et la régulation de I'humeur pourrait offrir des
perspectives thérapeutiques pour le traitement de troubles cognitifs et émotionnels telles que la MP et Ia
dépression (Maurice & Su, 2009; Hayashi et al.,, 2011). En modulant I'équilibre entre I'excitation et
I'inhibition dopaminergiques, S1R pourrait soutenir des comportements sains en améliorant la plasticité

synaptique et en régulant I'anxiété et la dépression.

Afin de contréler que la délétion de S1R a bien fonctionné, nous avons effectué des immunobuvardage
avec des échantillons de striatum de souris juvéniles et jeune adulte de nos modéles génétiques (Figure
2.23). Les résultats montrent une délétion majeure de S1R dans le striatum de ces souris, confirmant le
fonctionnement de la Cre sous les promoteurs Drdl et Drd2 au niveau du striatum. Cette combinaison
génétique ingénieuse permet de cibler plus précisément les circuits neuronaux impliqués dans la
signalisation dopaminergique, cruciale pour les comportementaux étudiés (relatifs a I'apprentissage, la
mémoire, I’anxiété et la dépression), tout en évitant les effets compensatoires qui pourraient survenir lors
du développement embryonnaire dans les knockouts complets. L'activité de les Cre recombinase sous le
contrdle des promoteurs Drd1 ou Drd2 commence effectivement aprés la naissance (Lemberger et al.,
2007). Elle coincide avec le développement de |'expression des récepteurs dopaminergiques dans des
régions comme le striatum, ol ces récepteurs sont fortement exprimés (Jung & Bennett, 1996). Ces
modeles génétiques limitent ainsi les réajustements développementaux possibles qui pourraient
invisibiliser I'effet de la délétion de S1R dans les circuits étudiés chez les individus apres leurs naissances,

ou perturber le développement sain du systéme nerveux, souhaité pour cette étude.

3.2.2 Tests comportementaux

3.2.2.1 Souris Drd1-Cre
3.22.1.1 Mémoire et apprentissage

Les résultats montrent une augmentation de I'alternance spontanée dans le labyrinthe en Y chez les souris
femelles juvéniles, ou le récepteur S1R a été supprimé dans les neurones exprimant le récepteur Drd1 (D1-
S1R%0). Ces observations suggérent que la suppression de S1R dans les neurones Drdl impacte
positivement la mémoire de travail spatiale, en particulier chez les femelles. La dérégulation du récepteur
Drdl est plutot liée a des troubles des fonctions cognitives, de la neuroplasticité, mais aussi altere
I'apprentissage en perturbant le renforcement et la récompense. Cette dérégulation est associée a des

symptomes pathologiques retrouvés notamment dans la schizophrénie et I'addiction. Dans notre étude,
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I'activité de Drd1 n’est pas directement perturbée mais nous supposons que l'activité du neurone
I’exprimant le serait en I'absence de S1R, entrainant ainsi des perturbations dans le circuit dopaminergique
associé aux récepteurs Drd1, altérant les compétences mnésiques. Dans ce cas, |'effet est opposé a cette
hypothése. L’amélioration de la mémoire de travail spatiale pourrait étre liée a un déséquilibre dans
I'activité du neurone et entrainer des effets compensatoires dans ce circuit, par exemple, via |'estradiol.
En effet, cette hormone sexuelle peut inhiber les courants calciques dans les MSN GABAergiques via un
récepteur couplé aux protéines G (GPCR), ce qui pourrait favoriser la libération de dopamine dans le
striatum dorsal en diminuant l'inhibition GABAergique (Mermelstein et al., 1996; Yoest et al., 2018, 2019).
Cette hormone sexuelle pourrait aussi augmenter la sensibilité des récepteurs Drd1 a la dopamine via les
GPCR, facilitant ainsi la signalisation dopaminergique influencant des comportements tels que la
motivation et la récompense impliquées dans I'apprentissage et la mémoire (Kippers et al., 2000; Jacobs
& D’Esposito, 2011). Ces ajustements compensatoires sont permis grace a la plasticité cérébrale, accrue
chez les jeunes souris. A mesure que le cerveau vieillit, cette plasticité neuronale et le taux d’hormones
sexuelles diminuent, ce qui peut expliquer pourquoi l'effet bénéfique est observé chez les jeunes souris et

moins chez les souris plus dgées (Greenblatt et al., 1976; Albert & Newhouse, 2019).

3.2.2.1.2 Comportements de type anxieux

A travers le test OFT, nous avons observé une diminution des comportements anxieux chez les males dont
S1R a été partiellement délété (D1-S1RcHtz). Cette diminution s’observe chez les groupes jeunes adultes,
adultes et agés, mais n’atteint un seuil significatif que chez les souris agées. Ce résultat suggére que la
réduction de S1R dans les neurones exprimant le récepteur dopaminergique Drdl pourrait moduler
I'anxiété avec des effets plus marqués au cours du vieillissement. En particulier, les males D1-S1RcKO
(perte majeure de S1R) passent significativement plus de temps au centre de I'arene dans I’OFT que leurs

homologues D1-S1RcHtz, indiquant une réduction des comportements anxieux.

La modulation de I'activité neuronale par S1R chez les souris hétérozygotes n’est que partiellement
supprimée. Cette réduction peut créer un déséquilibre dans la régulation de I'anxiété, déséquilibre qui
peut notamment favoriser la signalisation dopaminergique inhibitrice par les neurones exprimant les
récepteurs Drd2, favorisant ainsi davantage les comportements de type anxieux. Les D1-S1RcHtz
pourraient ainsi exprimer d’avantage d'anxiété que les groupes controles. Cela concorde avec la littérature,
ou l'altération fonctionnelle des neurones exprimant les récepteurs Drdl est associée a des troubles

d’anxiété, de peur et de dépression (Centonze et al., 2003; Muly et al., 2010; Stahl, 2017). Ce phénomene
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pourrait expliquer pourquoi les souris D1-S1R* semblent manifester des niveaux d'anxiété plus élevés
qgue les controles, les poussant a éviter le centre de I'aréne dans I'OFT, considéré comme une zone

anxiogene.

AVinverse, la perte majeure de S1R chez les souris D1-S1R%C pourrait avoir un effet anxiolytique paradoxal.
Sans la régulation de S1R, le fonctionnement des neurones qui expriment les récepteurs Drd1 pourrait
étre altéré, et I'équilibre avec la signalisation inhibitrice des neurones exprimant les récepteurs Drd2
pourrait étre perturbée. La signalisation inhibitrice serait ainsi favorisée, ce qui pourrait diminuer la
sensibilité au stress, favorisant ainsi des comportements exploratoires plus marqués. C'est ce qui
expliquerait pourquoi les méles D1-S1RC passent plus de temps au centre de I'aréne, un signe potentiel
de réduction de I'anxiété.

Cet effet est également observé chez les femelles des mémes groupes d'age, mais sans atteindre une
significativité statistique. Une hypotheése serait que les cestrogenes, qui jouent un réle protecteur contre
I'anxiété, compensent davantage la perte de S1R chez les femelles ou les taux d’estradiol sont plus élevés
(Greenblatt et al., 1976), atténuant ainsi les effets anxiogénes de cette délétion partielle, tout en

maintenant un équilibre semblable aux controles.

Concernant I'EPM, une diminution significative du temps passé est observée chez les femelles jeunes
adultes et agées, aussi bien chez les D1-S1R** que chez les D1-S1R%C, Ce résultat est en accord avec la
littérature, car une délétion de S1R altere le fonctionnement neuronal et cause des comportements de
type anxieux et dépressif, et la perturbation de la voie dopaminergique est a I'origine de troubles anxieux
(Chevallier et al., 2011; Dong et al., 2020; Sabino et al., 2009). Aussi, 'EPM étant davantage anxiogene
puisque les bras ouverts sont exposés et surélevé, nous pouvons penser que contrairement a I'OFT, les
processus compensatoires, tel que la modulation par les cestrogenes, n‘ont pas suffi a alléger les
conséquences de la perte de S1R chez ces groupes de femelles.

Cet effet n’est pas observé chez les males. Cette différence entre les males et les femelles peut simplement
s’expliquer par le fait que I'EPM est plus anxiogéne que I'OFT et implique davantage I'exposition et la
hauteur que I'OFT, qui lui implique davantage des comportements exploratoires, motivés. Les femelles
étant plus sensibles a I'anxiété (McLean et al., 2011), la perte de S1R pourrait avoir plus de conséquences

que pour les males, moins sensibles a I'anxiété.
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Aucune différence significative n'a été observée dans les groupes juvéniles, tant chez les males que chez
les femelles, que ce soit pour I'OFT ou pour 'EPM. Cela pourrait s’expliquer par le fait que le systéme
dopaminergique, dont les neurones qui le composent, dont les neurones exprimant les Drd1 et Drd2, est
encore en cours de développement chez les juvéniles, et que cette plasticité pourrait permettre une
compensation plus efficace de la perte de S1R a cet age. Ce développement dynamique du systeme
neuronal pourrait masquer les effets d’'une délétion précoce du S1R (Islam & Blaess, 2024). Les groupes
adultes et agés doivent cependant étre complétés afin d’étudier si cet effet persiste a travers les différents

stades ontogéniques.

3.2.21.3 Comportements de type dépressif

Atravers le test de nage forcée, nous observons une diminution significative de I'immobilité chez les males
D1-S1R™© juvéniles, jeunes adultes et 4gés. Comme nous avons pu le voir, un déséquilibre dans la
modulation des neurones exprimant Drd1 peut aggraver les comportements de type dépressif. Cependant,
nous n’observons pas ces effets significatifs, voire une tendance opposée, chez les males 4gé D1-S1RC,
Une hypothese pouvant expliquer ces observations est qu’ici, les neurones exprimant le récepteur Drd1
sont largement impliqués dans la régulation de la motivation, des comportements de récompense et de
la locomotion. La diminution de S1R dans les neurones Drdl pourrait favoriser I’hyperactivité ou
I’hyperréactivité de cette voie dopaminergique. Cela pourrait entrainer une diminution de I'immobilité
dans le FST, car les souris sont plus actives, motivées, ou enclins a lutter, au lieu de « se résigner » a
I'immobilité. Il est ainsi possible que I'équilibre motivationnel change, altérant la maniére dont les males
D1-S1R%® percoivent et réagissent a des situations de stress inéluctables, les rendant moins susceptibles
de manifester des comportements de résignation (immobilité) mais plutét a adopter un comportement
plus résiliant et résistant face a une situation stressante comme la nage forcée. Chez les males agés,
I'absence de différences significatives peut s’expliquer par I'activité physique réduite inhérente a I’age. En
effet, le test de nage forcée est un défi physique et les souris agées, moins actives, expriment d’avantage
d’immobilité qui pourrait étre associée a un épuisement plus rapide que pour les autres groupes d’age
plus jeunes. Enfin, I’haplosuffisance des hétérozygotes semblent suffire a maintenir un équilibre similaire

a ceux retrouvés dans les groupes controles.

Des mécanismes compensatoires différents entre les males et les femelles peuvent expliquer que ces
différences ne s’observent pas chez les femelles, possiblement liées au fait que les cestrogenes peuvent

compenser la perte de S1R.
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Il 'y a pas de différences observées au niveau du TST, chez les males comme chez les femelles. Il est
possible que dans des conditions physiologiques normales, sans modele de stress chronique ou de
dépression induite, la suppression de S1R n'ait pas d'effet majeur sur les comportements liés a la
dépression. Le test de TST, moins challengeant, est moins sensible aux conséquences de la perte de S1R
dans les neurones exprimant Drd1, ce qui peut expliquer I'absence de différences significatives dans ce
test. S1R pourrait jouer un role plus important dans des situations de déséquilibre ou de pathologie,
comme les modeles de dépression induite, plutét que dans un état basal avec des répercussions
observables dans le TST, et peut-étre des différences davantage significatives dans le SFT, chez les males

comme chez les femelles.

Enfin, le TST et FST mesurent principalement la réponse a un stress aigu. Il se peut que la délétion de S1R
affecte plus particulierement les réponses au stress chronique (plutét que les réponses aigués). Un modele
de stress chronique ou une exposition prolongée a des situations anxiogenes pourrait révéler des

différences comportementales plus marquées.

3.2.2.2 Souris Drd2-Cre
3.2.2.2.1 Mémoire et apprentissage

Chez les souris ayant une délétion de S1R dans les neurones exprimant les récepteurs Drd2, aucune
différence significative n’a été observée, ni chez les males, ni chez les femelles par rapport aux groupes
contréles. Cependant, certaines variations sont présentes entre les souris D2-S1RH* et D2-S1R%C, || est
probable que chez les jeunes femelles adultes, la perte de S1R soit compensée par les cestrogenes, ce qui
pourrait contribuer a une meilleure performance cognitive. En effet, les niveaux d’cestrogenes sont élevés
a cette phase de la vie, et ils jouent un réle clé dans I'amélioration des fonctions mnésiques (Frick, 2009;
Esencan et al., 2022; Cheng et al., 2023). Avec I'age, cette compensation hormonale disparait en raison de
la chute significative des taux d’cestrogenes (Frick, 2009; Ferreira, 2023), entrainant un retour des

performances cognitives a un niveau comparable a celui des groupes contréles chez les souris agées.

Chez les souris hétérozygotes, ou S1R est partiellement présent, I'effet bénéfique de la réduction de la
modulation des neurones du circuit inhibiteur médié par Drd2 semble se maintenir malgré le vieillissement.
En revanche, chez les males, la suppression de S1R dans les neurones Drd2 n'est pas suffisante pour
produire des effets notables sur la mémoire de travail spatiale, probablement parce que la modulation

hormonale qui compenserait la perte de S1R est moins marquée que chez les femelles.
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Dans le méme ordre d’idée que pour les souris Drd1-Cre, la délétion de S1R chez les males ne suffit pas a
générer des déficits mnésiques significatifs, probablement en raison de la simplicité relative de la tache
cognitive du labyrinthe en Y. Le déséquilibre lié a la perte de S1R pourrait étre facilement compensé par
d’autres circuits neuronaux, ou bien étre trop faible pour étre décelé. Une épreuve plus exigeante sur le
plan cognitif, nécessitant un apprentissage et une mémorisation plus intensifs, pourrait révéler des
déficiences plus prononcées. Le labyrinthe de Barnes serait un test complémentaire permettant d’étudier
cela, carilimplique un apprentissage complexe basé sur l'acquisition et la mémorisation des repéres visuo-
spatiaux, essentiels pour choisir la direction et le chemin optimal et localiser la boite de fuite. De plus, le
caractére stressant de la plateforme exposée et surélevée ajoute une motivation supplémentaire pour
trouver rapidement la boite de fuite. L’entrée dans la boite de fuite, endroit sécuritaire et associé au retour
en cage, ajoute également une valeur de récompense du comportement de fuite. Ce test, plus difficile,
plus long, et associé a une valeur motivationnelle, permettrait ainsi un recrutement plus important des
circuits impliqués dans la motivation et la récompense, ce qui pourrait amplifier I'impact de la délétion de

S1R, notamment chez les femelles.

3.2.2.2.2 Comportements de type anxieux

L’haplosuffisance de S1R dans les neurones exprimant les récepteurs Drd2 favorise ici les comportements
de type anxieux chez les males et les femelles a travers le test de I’OFT. Les males passent significativement
moins de temps au centre chez les groupes adultes et 4gés par rapport aux groupes controle, et bien que
la méme tendance se dessine chez les jeunes adultes, la différence n’a pas atteint de significativité. Chez
les femelles en revanche, les différences du temps passé au centre entre les groupes controles et
hétérozygotes sont toutes significatives. Comme pour les souris Drd1-Cre, la diminution de la modulation
de Drd2 par S1R peut provoquer un déséquilibre entre les voies inhibitrices et excitatrices, qui pourrait
avoir des répercussions sur les comportements de type anxieux (Kawahata et al., 2024). Aussi, I'estrogene
a moins d’effet sur les Drd2 que sur les Drd1 ce qui pourrait expliquer que nous observons davantage de
différences significatives chez les femelles dont S1IR a été délété dans les neurones exprimant les
récepteurs Drd2. En effet, les cestrogénes affectent moins la disponibilité des récepteurs Drd2 dans le
striatum (Petersen et al., 2021), il n’y aurait alors pas autant d’effet compensatoire médié par les

cestrogenes que ce qui est observé avec les femelles Drd1-Cre.
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3.2.2.23 Dépression

Ici, la délétion de S1R dans les neurones exprimant Drd2 impacte d’avantage les sujets agés, males comme
femelles, a travers les tests de FST et TST. En effet, la dysfonction de ces neurones exacerbe davantage les
comportements de type dépressifs (Kawahata et al., 2024), ce qui peut expliquer que les effets s’observent
également dans le TST, moins sensible a ces comportements. L'augmentation de I'immobilité seulement
chez les souris agées peut ici aussi s’expliquer par les caractéristiques physiques liées a I'age. Les souris
agées sont moins actives et restent d’avantage immobiles que les souris plus jeunes. Comme pour les
souris Drd1-Cre, il se peut que la délétion de S1R ait davantage de répercussions lorsque I'exposition au

stress ou a un milieu anxiogene est plus longue, lorsque le systeme est davantage challengé.

3.3 Conclusion et perspectives

L'absence de S1R est a l'origine de perturbations comportementales certaines, avec en général une
augmentation des comportements de type anxieux et dépressifs. Cependant, cet effet ne s’observe pas
systématiquement. Selon les tests comportementaux, le sexe et I'age, la plasticité neuronale ou les effets
compensatoires peuvent en effet corriger les effets de la perte de S1R dans les neurones exprimant Drd1
ou ceux exprimant Drd2. Ces effets peuvent étre aussi bien liés aux hormones sexuelles connues pour
interagir aussi bien avec les récepteurs a la dopamine qu’avec S1R, mais peuvent également provenir de
I'action régulatrice de S1R trouvée dans d’autres types neuronaux. En effet, SIR module également la
neurotransmission glutamatergique et GABAergique, essentiels dans la régulation des circuits cortico-
striataux. La perte de S1R pourrait ainsi induire une plasticité synaptique adaptative, telle qu’une
augmentation de la libération de glutamate ou une réduction de la réactivité des récepteurs NMDA/AMPA
au glutamate pour compenser la perturbation du S1IR (Nguyen et al., 2017; Aishwarya et al., 2021). Des
mécanismes compensatoires pourraient également étre médié par le récepteur Sigma-2 (S1R). En effet,
bien qu’encore peu caractérisé, S2R est connu pour réguler |'activité neuronale, mais aussi les circuits
dopaminergiques. Il suscite également de I'intérét pour le traitement de maladies neurodégénératives et
le traitement de désordre cognitifs (Derbez et al., 2002; Terada et al., 2019; Lizama et al., 2023). Il pourrait
ainsi agir sur les récepteurs dopaminergiques et I'activité du neurone, permettant ainsi de maintenir un
certain fonctionnement neuronal sain, ainsi que I’équilibre entre les voies dopaminergiques et limiter les
conséquences comportementales. Aussi, la signalisation GABAergique dans les interneurones du striatum
pourrait s'ajuster, augmentant ou diminuant l'inhibition pour maintenir I'équilibre excitation/inhibition

dans les circuits du striatum, régulant indirectement les effets sur la signalisation dopaminergique. Les
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interneurones cholinergiques pourraient également ajuster la libération d’acétylcholine pour compenser
le déséquilibre engendré par I'absence de S1R.

Enfin, il se pourrait que S1R soit bénéfique et joue une fonction importante dans la régulation de I'activité
neuronale, la survie cellulaire, et la neuroplasticité lorsque le systéme est davantage challengé. Ainsi son
action pourrait limiter les répercussions comportementales d’un déséquilibre dans le cadre de maladie
neurodégénératives, ou comme ici, lorsqu’un équilibre important dans les processus cognitif et de
régulation d’humeur tel que la signalisation dopaminergique, est déséquilibré. Son absence, a 'inverse,

pourrait provoquer plus de conséquences négatives sur les processus cognitifs et la régulation de I’humeur.

Pour approfondir la compréhension de I'implication de S1R dans ces processus, des études
complémentaires sont indispensables. Une premiere étape serait de compléter les groupes expérimentaux,
en particulier les groupes de souris adultes et agées, afin d’obtenir des données plus robustes et
d’interpréter avec certitude les effets observés. Il serait pertinent d’envisager des tests comportementaux
plus complexes ou plus longs, qui challenge davantage les aptitudes cognitives étudiées. Des tests qui
sollicitent davantage le systeme dopaminergique, tels que le labyrinthe de Barnes, ou encore des
protocoles de stress chronique, connus pour induire des réponses anxieuses et dépressives, sont
également des études complémentaires intéressantes. Ces tests permettraient d’explorer plus en
profondeur I’hypothése selon laquelle les effets de la délétion de S1R dans les circuits dopaminergiques
pourraient étre amplifiés dans des conditions cognitives ou émotionnelles plus exigeantes. Une telle
approche offrirait une vision plus compléte de I'impact de S1R sur la régulation des comportements
complexes, en particulier dans des contextes ol le systtme dopaminergique est fortement sollicité.
L’étude électrophysiologique sur tranche de cerveaux de nos différentes lignées permettrait également
de comprendre, au niveau cellulaire, les conséquences de la délétion de S1R dans I’activité des neurones
exprimant les récepteurs Drd1 et Drd2. Cette approche permettra de comprendre 'origine des troubles
cognitifs observés a travers les tests comportementaux. Un marqueur fluorescent associé aux neurones
exprimant un certain type de protéine, comme Drd1ltd_Tomato ciblant les récepteurs Drdl, peut étre
utilisé afin d’affiner la spécifié des neurones étudiés en électrophysiologie. L’excitabilité synaptique, la
transmission synaptique et la potentialisation a long terme permettront d’analyser la fonction neuronale
en l'absence de S1R. Cette approche peut expliquer, au niveau cellulaire, les changements

comportementaux observés.
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Afin d’acquérir davantage de précisions temporelle et spatiale, ces études peuvent étre complétées avec
un modele murin permettant la génération de la délétion de S1R spécifiqguement aux stades ontogéniques
choisis. L'injection d’un « virus adéno-associé » exprimant la Cre-Recombinase (AAV-Cre) pourra étre
utilisé pour provoquer la suppression de S1R dans la zone ciblée (Stoica et al., 2013; Grames et al., 2018)
spécifiqguement chez les souris juvéniles, jeunes adultes, adultes ou agées. Pour cela, une chirurgie
stéréotaxique intracranienne va permettre I'injection du virus au niveau du striatum sur des souris dont le
géne de SIR est floxé (SIR™/M et S1IR™™WT). Ce modeéle limiterait ainsi la mise en place d’effets
compensatoires probables par une délétion de SIR a tres long terme, et permettra de cibler
spécifiquement le lieu d’injection, a savoir le striatum dans notre cas. Ces souris pourraient ensuite étre
soumises aux mémes tests comportementaux, et les tranches de cerveaux de ces souris pourront
également étre étudiées en électrophysiologie. Cette approche permettrait de comprendre si I'absence
nouvelle de S1IR dans une aire cérébrale ciblées aurait d’avantage d’impact sur les comportements, comme
sur I'activité cellulaire. S1IR modulant I'activité des canaux ioniques, et donc le flux d’ions entrant et sortant
de la cellule, la perte de S1R pourrait altérer I'activité neuronale, la neurotransmission et ainsi les circuits
neuronaux impliqués dans I'apprentissage, la mémoire et la régulation des émotions. Ces perturbations
cellulaires pourraient étre détectables au niveau comportemental.

De fagon complémentaire, I'injection d’'un AAV recombinant (rAAV) au niveau du striatum pourra étre
effectuée et entrainera l'expression de notre protéine S1R au niveau du striatum, ol S1R a été
préalablement délété. Si la délétion de SIR au niveau du striatum engendre des troubles
comportementaux qui sont atténués avec |'expression de novo de S1R, alors un lien direct de causalité

pourra étre établi soulignant I'implication de S1R dans les fonctions cognitives et de régulation de I’humeur.

Cette étude translationnelle combinant une approche pharmacologique et génétique offre davantage
d’éléments faisant avancer notre compréhension sur I'implication de S1R dans des fonctions cognitives
complexes telles que I'apprentissage, la mémoire, ainsi que la régulation des comportements émotionnels,
élargissant également notre compréhension des processus neurobiologiques fondamentaux. En intégrant
les différences liées a I'dge et au sexe, cette étude permet également d’affiner la compréhension de
I'implication de S1R dans les mécanismes sous-jacents en fonction des caractéristiques physiologiques
propres a chaque groupe. Cette étude offre ainsi une vision plus nuancée et individualisée des implications
de S1R. Cela revét une importance particuliere pour des pathologies complexes comme les maladies
neurodégénératives (MA, MP, SLA), et les troubles psychiatriques (dépression, anxiété, schizophrénie),

souvent caractérisés par des altérations cognitives et affectives.
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En identifiant les mécanismes par lesquels S1R influence ces processus, ces travaux pourraient ainsi faire
avancer les connaissances nécessaires au développement de stratégies thérapeutiques ciblées et adaptées
a des populations spécifiques, non seulement dans le but d’atténuer les symptomes de ces pathologies,

mais potentiellement en intervenant en amont pour limiter leur progression.
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CONCLUSION

L'implication de S1R dans les processus cognitifs et la régulation de I’humeur a été explorée a travers ces
études comportementales par une approche pharmacologique puis génétique. Cette étude nous a permis
de comprendre que la perturbation aigue de S1R par I'administration de son antagoniste ne suffit pas a
perturber conséquemment l'activité neuronale, n’impactant pas les comportements étudiés. La
perturbation chronique de S1R nous a permis, quant a elle, d’observer des conséquences significatives,
aussi bien sur I'apprentissage et la mémoire, que sur la régulation de I’humeur. Une différence entre males

et femelles, et selon I’age des souris, a également pu étre mise en évidence.

Ces résultats suggerent donc que S1R joue un réle modulatoire certain dans ces processus, bien que son
influence varie selon les conditions physiologiques et les comportements étudiés. Afin de mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents a ces variations, des études complémentaires sont nécessaires.
L'utilisation de virus adéno-associé AAV permettrait, par exemple, d’induire la délétion ciblée de S1R a des
stades ontogéniques spécifiques, offrant ainsi une meilleure compréhension de son implication avec I'age.
Par ailleurs, des études électrophysiologiques seraient essentielles pour explorer les conséquences de
cette délétion au niveau cellulaire, en particulier sur I'excitabilité neuronale, la transmission synaptique et
la potentialisation a long terme, qui sont des processus fondamentaux pour les fonctions cognitives et la

régulation de I’"humeur.

En approfondissant la compréhension du fonctionnement neuronal et des répercussions
comportementales des perturbations pharmacologiques ou génétiques, notamment par I'étude de S1R,
cette recherche fournit des connaissances essentielles pour le développement futur de stratégies
thérapeutiques visant les troubles cognitifs. Cette démarche est d'autant plus cruciale face a
l'augmentation des maladies neurodégénératives, souvent associées a des déficits cognitifs et
émotionnels. En intégrant les variations d'dge et de sexe, |'étude propose également une perspective plus
individualisée sur les mécanismes sous-jacents. En effet, en révélant l'influence spécifique de S1R sur les
fonctions cognitives, cette étude approfondit notre compréhension de la régulation de ces processus et
identifie des systemes potentiellement pertinents pour le développement de thérapies futures et adaptés
a chaque individu. En particulier, elle met en évidence les effets variables de la modulation de S1R en
fonction des caractéristiques physiologiques individuelles tel que I'age et le sexe, soulignant I'importance

de ces facteurs dans les processus cognitifs. Ces résultats, bien qu'éloignés d'une application clinique
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immédiate, ouvrent des perspectives pour des approches thérapeutiques ciblées. Ils pourraient étre
particulierement utiles dans la recherche sur des pathologies complexes telles que les maladies
neurodégénératives (comme Alzheimer, Parkinson et SLA) et certains troubles psychiatriques (tels que la

dépression, I'anxiété et la schizophrénie).
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ANNEXE A

Génotypage des modeles transgéniques

Parameétres des cycles Fragmemnt
produit
E

1x
HMDELL 5ens 305 - 94
ATCTEGECTASCARAC TCCTEETEE
Sigmarl floxe 305 -60 0= 27E pb [WT)
[PCR standard) MODELZ Antisens Amin. — 72 421 ph {TE)
BAACACCTAATACCAA TGECATCACCTGESE
Smin - 72 ix
—.d mf\a
Smin.- 34 ix
ordia sens 155 -54
Dra1te GCTATGEAGATECTCCTEATG AL
(PCR par 25580, 30s - 6512 35 40 340 pb [TE)
tuudb;iuwn_l;m en e s — 405 - 72
2 CEECAAADEEACAGAAGCATT Smin - 72 1%
—-4 nfa
Smin.- 34 ix
Drd2 (3210E) 5ens 155-34
GTEOGETCAGCATTTGEAGCAS 305 — 65 1o 55 40 x*
Drg2de
(PeR i 700 pb (Tg)
par easat CreGs Antisens 5=
CEECAAADEEACAGAAGCATT Smin - 72 1%
—-4 nfa

*Les 10 premiers cycles débutent 3 65°C 2t diminuent de 1,0°C jusqua 55°C; |85 30 cycles suivants 5ont & 55°C.
Tg : trensgénigque, pb - paire de bases, WT : wild Type

Amoreces utilisées pour le génotypage et parametres des cycles PCR
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ANNEXE B
Tableaux illustrant le processus d’homogénéisation des groupes pour I'approche

pharmacologique

Identification = Sexe Tamps Sazsion T1.2 Division des groupes par temps et moyenne
en secondes
779 Male 182 Groupe rapide (10) : en dessous de 60 35
781 Male 66 Groupe moyen (9) : entre 61 et 120 87 | |
794 Mile 300 Groupe lent (10) : au dessus de 120 233 Les moyennes des catégories de temps de
796 Mile 40 chague groupe (VHC et BD) doivent &tre
848 Male 47 Attribution des SQUﬁs,,E?r groupes proches des moyennes des catégories de
853 Male 273 Moyenne totale T1.2 ('120) temps de toutes les souris (35, 87 et 233).
856 Mile 278 Moyenne VHC T1.2 | 238 90 33
861 Male 31 Moyenne totale VHC T1.2| (122) 5| M=9
863 Male 109 Moyenne BD T1.2 [229 ] o5 [ 38
798 17 Moyenne totale BD T1.2 | (117) | F:5 [M=10
799 30 ‘\ Les moyennes de temps de chaque
800 75 groupe (VHC : 122 et BD : 117) doivent
864 109 Moyenne : Total | VHC: 77 &tre proches de la moyenne de temps
865 155 79 BD: 80 de toutes les souris (120).
780 Mmale 65 Moyenne males : Total | VHC : 147
793 Male 64 141 BD: 136
795 Male 152
248 Male 107 Les moyennes de temps de chague ?exe
~ pour chague groupe (VHC et BD) doivent
850 Mile 48 étre proches de |la moyenne de temps de
854 Male 300 toutes les souris par sexe (79 et 141).
855 Maile 35
857 Male 242
858 Male 300
862 Male 42
797 99 Légende
782 19 VHC = groupe véhicule
783 150 BD = groupe BD1047
866 88 = Femelle
867 44 M= Male

tableau explicatif du processus de sélection de d'homogénisation des groupes véhicule et BD1047

Chaque souris a été catégorisée en fonction de son temps de fuite lors de la session T1.2 du test de
labyrinthe de Barnes. Elles ont été distribuées en 3 groupes : le groupe rapide, moyen et lent. Le groupe
véhicule et le groupe BD1047 formé était composé d’autant de males et de femelles, les moyennes des

temps de chaque souris étaient également similaires.
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