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Une approche génétique de la plasticité synaptique
et des processus d’apprentissage et de méemoire

sont des processus cognitifs com-

plexes dont les mécanismes cel-
lulaires et moléculaires sont encore
mal appréciés. Ainsi, comment la
mémoire est formée, stockée, récupé-
rée apres différents espaces de temps
n’est pas totalement compris. I a été
suggéré que la plasticité synaptique
dans le cerveau, c’est-a-dire la modifi-
cation de D'efficacité de la communi-
cation entre les neurones ou effica-
cité synaptique, pourrait constituer
une base cellulaire de la mémoire.
Le renforcement ou I’affaiblissement
de Defficacité synaptique pourraient
représenter des modifications
durables impliquées dans la mémori-
sation et ’oubli des informations.
Plusieurs formes de plasticité synap-
tique ont été mises en évidence dans
le cerveau, notamment in vitro et in
vivo dans I’hippocampe, structure
activée lors de la formation de traces
mnésiques. La potentialisation a long
terme (LTP) et la dépression a long
terme (LTD) sont deux formes de
plasticité synaptique induites par sti-
mulation électrique et servant de
modeles expérimentaux pour I’étude
des mécanismes moléculaires de cer-
taines fonctions de I’hippocampe.
Afin d’étudier les mécanismes molé-
culaires de la plasticité synaptique et
des processus d’apprentissage et de
mémoire, nous avons examiné le
role joué dans ces processus par une
enzyme, la phosphatase calcineurine
ou phosphatase 2B (PP2B). Nous
nous sommes intéressés a la calci-
neurine car des études pharmacolo-
giques ont montré que son inhibi-
tion conduit a un blocage de la LTD
et, dans certains cas de la LTP, et
ont suggéré un role de la calcineu-
rine dans la mémoire a long terme.

I ‘apprentissage et la mémoire

sesssmssm  Sclon certaines de ces études, la cal-
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cineurine réglerait 1’activité de
kinases, notamment de la protéine-
kinase A (PKA), ainsi que de phos-
phatases, telles que les phosphatases
1 et 2A (PP1/PP2A) [1]. Selon le
modele avancé, la calcineurine serait
la premiere phosphatase d’une cas-
cade composée de la PKA et de PP1/
PP2A, déclenchée par le flux entrant
de Ca* au travers des récepteurs
NMDA (m/s n°8, vol. 6, p. 824). Dans
cette cascade, la calcineurine
conduirait a une diminution de la
réponse synaptique et a un affaiblis-
sement des connexions entre les
neurones [2, 3].

Pour tenter d’élucider le role de la
calcineurine in vivo dans la plasticité
synaptique, ’apprentissage et la
mémoire, nous avons employé une
approche génétique. Nous avons
créé des souris transgéniques (ou
mutantes), génétiquement modifiées
par injection d’un fragment d’ADN
étranger dans un ceuf fécondé, chez
lesquelles I'activité de la calcineurine
est augmentée dans des régions spé-
cifiques du cerveau. L’analyse des
conséquences de l'augmentation de
Iactivité de la calcineurine dans le
cerveau a montré qu'une nouvelle
forme de LTP, la LTP intermédiaire
(I-LTP), est réduite chez les souris
mutantes et que cette forme de LTP
dépend de la calcineurine et de la
PKA [4]. Les analyses ont aussi révélé
que, parallelement au défaut de I-
LTP, les souris mutantes présentent
des troubles de la mémoire spatiale
et non spatiale qui affectent plus pré-
cisément la phase de transition entre
la mémoire a court terme et la
mémoire a long terme [5]. Nous
avons observé que les défauts de I-
LTP et de mémoire sont corrigés
quand, chez des souris adultes,
I’expression du transgeéne calcineu-

rine est bloquée grace a un systeme
de régulation fondé sur la doxycy-
cline (un antibiotique). Ces résultats
suggerent donc que les défauts
observés sont directement liés au
transgene calcineurine.

Une nouvelle forme intermédiaire
de LTP (I-LTP) est défectueuse
chez les souris mutantes

Afin d’augmenter 'activité de la cal-
cineurine dans des régions spéci-
fiques du cerveau de souris, une
forme activée de la calcineurine [6] a
été exprimée sous le contrdle de
séquences régulatrices spécifiques
permettant de cibler localement le
transgene (m/s n°5, vol. 13, p. 698)
[7]. Plusieurs lignées de souris trans-
géniques ont été créées, chacune
obtenue a partir d’'un ceuf injecté
indépendamment. Dans une des
lignées, l'activité de la calcineurine
est augmentée d’environ 75% dans
I’hippocampe adulte. Pour examiner
les conséquences fonctionnelles de
cette augmentation de ’activité de la
calcineurine sur la plasticité neuro-
nale, nous avons étudié la LTP et la
LTD dans I’hippocampe.

Classiquement, deux formes de LTP
sont décrites chez la souris et le rat, la
LTP précoce (early LTP ou E-LTP) et
la LTP tardive (late LTP ou L-LTP)
[8, 9]. Ces deux formes de plasticité
sont induites par différents proto-
coles de stimulation et leur mise en
place implique une gradation des
modifications biochimiques. Ainsi, la
E-LTP, induite par un train d’une
seconde de stimulations a haute fré-
quence (100Hz), ne dépend pas de
lactivation de la PKA ni de la syn-
thése de nouvelles protéines. La L-
LTP est induite par quatre trains
d’une seconde de stimulations a
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haute fréquence (100 Hz) et nécessite
Pactivation de la PKA et la synthese
de nouvelles protéines. Deux formes
de LTD ont aussi été décrites, elles
sont induites par une stimulation a
basse fréquence (1Hz) de quinze
minutes et se distinguent par les dif-
férents récepteurs membranaires
dont elles dépendent. Des analyses
électrophysiologiques dans des
tranches d’hippocampe de souris
adulte ont révélé un défaut de LTP
mais une LTD normale. La L-LTP est
séverement réduite chez les souris
mutantes (figure 1B) alors que la E-
LTP est normale (figure 1A). Afin
d’examiner si les mécanismes de la L-
LTP sont totalement altérés chez les
souris mutantes, nous avons utilisé un
autre protocole permettant d’induire
la L-LTP sans stimulation électrique
mais par des agents pharmacolo-
giques (des agonistes des récepteurs
D1-D5 de la dopamine ou un ago-
niste de la PKA, le Sp-cAMPS). La L-
LTP obtenue pharmacologiquement
est normale chez les souris mutantes,
ce qui suggere que les mécanismes
d’expression de la LTP sont normaux
et que le défaut de L-LTP observé
réside probablement dans la phase
d’initiation de la LTP. Afin d’isoler
plus précisément cette phase d’initia-
tion, nous avons utilisé un protocole
de stimulation de deux trains d’une
seconde a 100Hz et induit une LTP
intermédiaire, entre la E-LTP et la L-
LTP. Nous avons montré que la I-.LTP
est robuste et durable et présente des
caractéristiques biochimiques inter-
médiaires entre celles de la E-LTP et
de la L-LTP. Elle dépend de la PKA
mais ne nécessite pas la synthese de
nouvelles protéines. La I-LTP est
réduite chez les souris mutantes, par
rapport aux souris témoins (figure
1C). Ces résultats indiquent qu’un
exces de calcineurine perturbe la
LTP dépendante de la PKA et sugge-
rent que la calcineurine module Ila
LTP en s’opposant aux effets de la
PKA. Enfin, la I-LTP et la L-LTP repo-
seraient en partie sur un équilibre
entre calcineurine et PKA.

Les souris mutantes ont des troubles
de mémoire spatiale

Quelles sont les conséquences des
défauts de I-LTP et L-LTP sur les pro-
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cessus d’apprentissage et de
mémoire? Afin de répondre a cette
question, nous avons fait subir aux
souris transgéniques une batterie de
taches comportementales. Le laby-
rinthe circulaire de Barnes, par
exemple, permet de tester la mémoire
spatiale qui dépend de I'hippocampe
[10]. Ce labyrinthe est une plate-
forme circulaire comprenant 40
ouvertures a la périphérie dont I'une
cache un tunnel permettant a la sou-
ris de s’échapper (figure2A). La souris
placée au centre de la plate-forme
doit trouver le tunnel pour échapper
a des signaux désagréables (lumicre
et signal sonore intenses). Pour locali-
ser le tunnel, une souris procede sui-
vant trois stratégies de recherche: au
hasard, sérielle et spatiale. La stratégie
de recherche au hasard consiste a
chercher le tunnel de facon aléatoire
et conduit a un grand nombre
d’erreurs. La stratégie de recherche
sérielle, pour laquelle le nombre
d’erreurs diminue, consiste a vérifier
les ouvertures de maniere consécutive
jusqu’a celle menant au tunnel, la
premicre ouverture étant sélection-
née de maniere aléatoire. La stratégie
de recherche spatiale consiste a se
positionner dans 'espace et a locali-
ser le tunnel en utilisant la relation
entre les repéres disposés dans la salle
d’expérimentation. Cette stratégie est
la plus efficace et dépend étroitement
de lactivité de I'hippocampe. Dans
cette tiche comportementale, la per-
formance des souris est mesurée par
le nombre d’erreurs faites durant
chaque session d’entrainement. Le
nombre d’erreurs correspond au
nombre de visites d’ouvertures sous
lesquelles il n’y a pas de tunnel. Le
critere d’apprentissage est atteint
quand trois, ou moins de trois erreurs
sont faites pendant cinq jours consé-
cutifs sur six, les souris subissant le
test une fois par jour.

Sur la plate-forme circulaire de
Barnes, les souris mutantes ont un
déficit de mémoire spatiale
(figure 2B). Malgré une diminution du
nombre d’erreurs au cours du temps,
elles n’atteignent pas le critere
d’apprentissage et ne sont pas
capables de trouver le tunnel échap-
patoire. L’analyse de I’emploi des
stratégies a révélé que les souris
mutantes n’utilisent pratiquement
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Figure 1. L’augmentation de I'activité
de la calcineurine dans I'hippocampe
conduit a des déficits de L-LTP et I-
LTP. A. Les souris mutantes ont une
E-LTP (early-long term potentiation)
induite par un train d’une seconde de
stimulations a haute fréquence (100
Hz) normale. B-C. La L-LTP (B) (late-
long term potentiation) induite par
quatre trains d’une seconde de stimu-
lations a haute fréquence (100 Hz) et
la I-LTP (C) (intermediary-long term
potentiation) induite par deux trains
d’une seconde de stimulations a
haute fréquence (100 Hz) sont défec-
tueuses chez les souris mutantes.

pas la stratégie de recherche spatiale
mais essentiellement les stratégies de
recherche au hasard et sérielle. Ainsi,
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plate-forme de Barnes durant les cing premiers jours (1-5), les cing jours suivants (6-10), les cing derniers jours
(5derniers) et les cing jours précédant les cinqg derniers (5 avant les 5 derniers).

les souris mutantes n’apprennent la
tache de Barnes que partiellement,
elles sont capables de stocker cer-
taines informations en mémoire mais
ont un déficit spécifique dans le stoc-
kage de la mémoire spatiale. Pour
évaluer la gravité du défaut de stoc-
kage des informations chez les souris
mutantes, un protocole intensif per-
mettant de renforcer I'apprentissage
a été utilisé sur la taiche de Barnes. Ce
protocole consiste a tester les souris
quatre fois par jour au lieu d’une
seule fois, chaque essai étant séparé
du suivant par 90 secondes. Dans ces
conditions, les souris mutantes se
comportent comme les souris
témoins et atteignent le critére
d’apprentissage en faisant un nombre
équivalent d’erreurs. Le déficit de
mémoire spatiale peut donc étre
compensé par un apprentissage sou-
tenu. Les souris mutantes sont en réa-
lité capables de stocker des informa-
tions spatiales mais présenteraient un
déficit dans I’acquisition ou la conso-
lidation des informations.

Les souris mutantes ont un déficit
dans une phase de transition
entre la mémoire a court terme

et la mémoire a long terme

La plate-forme circulaire de Barnes
permet de tester la mémoire spatiale
formée par l'acquisition progressive

‘informations accumulées jour apres
d

ssssmsm jour. Cette tiche ne permet pas de
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décomposer les différentes phases de
la mémoire et, dans le cas des souris
mutantes, de déterminer si le déficit
réside dans la mémoire a court terme
ou dans la mémoire a long terme.
Pour définir quelle phase de la
mémoire est altérée chez les souris
mutantes, nous avons employé une
tache d’identification de nouvel objet
dépendant de I’hippocampe et per-
mettant de tester la mémoire a diffé-
rents intervalles de temps [11]. La
tache d’identification d’un nouvel
objet consiste a exposer une souris a
deux objets pendant quinze minutes,
a la remettre dans sa cage puis, apres
différents intervalles de temps (court
terme: 30min, moyen terme: 2h et
long terme: 24h), a la replacer en
présence d’un seul des objets fami-
liers et d’un nouvel objet. Lors de la
premiére exposition, la souris va natu-
rellement explorer les deux objets de
maniere équivalente. Aprés un temps
de latence, la souris, replacée en pré-
sence d’un des objets familiers et d’un
nouvel objet, va préférentiellement
explorer le nouvel objet car elle
conserve une mémoire de l’objet
familier et ne manifeste plus d’intérét
a l'explorer (figure 3A). La perfor-
mance de la souris est évaluée par un
indice de préférence qui représente
le degré de préférence pour le nouvel
objet. Un indice de préférence de
100 % indique que I'animal ne mani-
feste aucune préférence pour I'un ou
lautre des objets, un indice de préfé-

rence supérieur a 100 % indique une
préférence pour le nouvel objet et un
indice inférieur a 100 %, une préfé-
rence pour l'objet familier. Dans ce
test, les souris mutantes et témoins
manifestent une préférence pour le
nouvel objet aprés un intervalle de
rétention de 30min. Cela indique
qu’apres une latence de 30 minutes, la
mémoire pour ’objet familier est nor-
male (figure 3B). Apres 24 h, alors que
les souris témoins continuent a avoir
une préférence pour le nouvel objet,
les souris mutantes explorent I’objet
familier et le nouvel objet de maniére
similaire. Elles ne se souviennent plus
de l'objet familier et I’explorent
comme un nouvel objet. Ce défaut de
mémoire, trés marqué a 24h, com-
mence a apparaitre apres un inter-
valle de 2h (figure 3B). Ainsi, les souris
mutantes ont une mémoire a court
terme normale mais une mémoire a
long terme déficiente et le déficit
commence a apparaitre a moyen
terme. Il semble donc que le défaut
de mémoire réside dans la phase de
transition entre la mémoire a court
terme et la mémoire a long terme.

Les défauts de I-LTP et de mémoire
sont corrigés par la suppression

de Pexpression du transgene

chez des souris adultes

Par la méthode classique de transge-
nese, il n’est pas possible de détermi-
ner si un déficit observé chez des
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e
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Phase de test 30 min, 2 h,
ou 24 h plus tard

Figure 3. Les souris mutantes ont une mémoire a court terme normale mais
une mémoire a long terme déficiente. A. La tiche d’identification d’objet.
Schéma de la boite contenant les deux objets (deux nouveaux objets a
gauche pour la phase d’entrainement, un familier et un nouveau a droite
pour la phase de test) explorés par la souris. B. Diagramme représentant
I'indice de préférence en fonction des intervalles de rétention pour les souris
mutantes et témoins. L’indice de préférence représente le temps passé par la
souris a explorer le nouvel objet, divisé par le temps passé a explorer les
deux objets. Il est exprimé en pourcentage (car divisé par 0,5 qui représente
I’'absence de préférence puis multiplé par 100).

souris transgéniques est directement
lié a I'expression du transgéne ou
bien s’il résulte d’'une anomalie déve-
loppementale induite par I’expres-
sion du transgéne au cours du déve-
loppement précoce. Pour distinguer
ces deux effets, nous avons déve-
loppé un systeme d’expression
réglable, le systéme tTA, qui permet
de réprimer par la tétracycline
I’expression du transgeéne chez
ladulte [7, 12]. Le systéme tTA est
constitué d’une protéine hybride
(tTA) capable d’activer la transcrip-
tion d’un gene cible placé en aval de
séquences régulatrices spécifiques de
tTA. La transcription du geéne cible
par tTA est bloquée par la tétracy-
cline et ses analogues tels que la
doxycycline [12]. L’étude de souris
mutantes adultes chez lesquelles
I’expression du transgeéne calcineu-
rine est sous le controle du systeme
tTA, montre que les défauts de I-LTP
et de mémoire spatiale sont corrigés
apres un traitement par la doxycy-
cline administrée dans ’eau de bois-
son pendant plusieurs semaines. Ces
résultats indiquent que les défauts
observés ne sont pas dus a une ano-
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malie du développement mais sont
probablement liés a un effet direct
de I’exceés de calcineurine sur les
fonctions neuronales.

Conclusion

Les résultats décrits montrent qu'un
exces de calcineurine dans le cerveau
conduit a un défaut de I-LTP mais
n’affecte pas la LTD et produit un
déficit de mémoire spatiale et non-
spatiale. Ces résultats, associés a
d’autres études effectuées sur diffé-
rents types de souris modifiées géné-
tiquement [13-15] suggerent une
similitude dans les mécanismes qui
sous tendent la LTP et l'apprentis-
sage. Ces recherches illustrent aussi
comment la génétique peut étre mise
a profit pour tenter de comprendre
les mécanismes moléculaires des pro-
cessus cognitifs tels que la mémoire.
Ainsi, combinée a des analyses élec-
trophysiologiques et comportemen-
tales, la génétique permet d’élucider
certains des mécanismes élémen-
taires de la plasticité synaptique et
d’identifier quelles molécules sont
susceptibles d’intervenir dans les pro-
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cessus de stockage de la mémoire.
Les implications médicales de ces
recherches sont de tenter d’amélio-
rer a moyen ou long terme les mala-
dies affectant directement ou indirec-
tement la mémoire. Les données
concernant la calcineurine et son
role dans les processus de stockage
de la mémoire pourraient peut-étre
expliquer certains effets secondaires
de la ciclosporine, un inhibiteur de
la calcineurine a propriété immuno-
suppressive utilisé dans le traitement
contre le rejet de greffe et dont la
prise chronique est souvent accompa-
gnée de troubles neurologiques ®
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