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INTRODUCTION

Le rble prépondérant de I'hippocampe dans certaiogees d’apprentissage et de
mémoire n'est plus a démontrer. Cette structurepeda face médiale du lobe temporal et a
tres bien été conservée au cours de I'évolutiom. &wdation bilatérale chez 'homme, mais
également chez I'animal entraine une perte descitapamnésiques. De nombreuses études
|ésionnelles ont démontré le rbéle prépondérant thgpplocampe dans deux types

d’apprentissages : spatial et contextuel.

Des travaux antérieurs ont utilisé la forte coneditn en zinc des fibres moussues de
la région CA3 de I'hippocampe pour bloquer de mamniééversible la synapse Fibres
Moussues-cellules pyramidales de CA3, a l'aide dé&raimjections de chélateurs
intracellulaire ou extracellulaire du zinc. Il apgé que la chélation du zinc extracelluaire
perturbe I'acquisition, mais pas la consolidatianlen rappel d’'une mémoire spatiale de
référence, lors d’'un protocole distribué de nawigatspatiale en piscine de Morris. Par
contre, dans le cadre d'une étude d'un autre typanémoire, la mémoire contextuelle,
pouvant étre mise en évidence par le paradigmeriexgétal de la peur conditionnée au
contexte, la chélation du zinc extracellulaire généne importante perturbation de la

consolidation mnésique.

Notre étude s’inscrit dans la suite de ces résuttahtradictoires, et se propose d’essayer de
préciser I'effet de I'interaction du zinc avec i&septeurs NMDA au glutamate, dans deux
situations d’'apprentissage : un apprentissage adpatassé en piscine de Morris, et un
apprentissage contextuel mis en évidence par ladjggne de la peur conditionnée au

contexte.

Pour cela notre travail se présente en trois garbans la premiére, nous ferons un rappel
anatomique de 'organisation de la formation hi@gopique, et nous verrons I'importance du
zinc au sein du systéme nerveux central. Le prédoeapérimental utilisé et les deux
paradigmes comportementaux seront exposés en détssl la deuxieme partie. Enfin, les
résultats statistiques et leur interprétation sesoomis a une discussion dans une troisieme et

derniére partie.
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' DANS LE CERVEAU HUMAIMN, Thippo-
npe est une sructure bilatérale fen

Hippocampe

Figure 1.1.A Figure 1.1.B

Figure 1.1: Localisation de la formation hippocampique en vuedtérale chez ’'homme

(A) et en vue dorsale chez la souris (B).
D’apreés le site Harvard Center for Neurodegenemadind Repair: www.hcnr.med.harvard.edu.

L’hippocampe est une structure bilatérale et syipdgr qui occupe la face médiale du lobe
temporal et qui a été trés bien conservée au aderrBévolution. De nombreuses études
lésionnelles ont permis de montrer son implicataens les processus de mémoire et

d’apprentissage.



1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.0rganisation hippocampique

L’hippocampe (voir Figure 1.1) est une circonvauti bilatérale et symétrique,
appartenant au télencéphale, qui s’est repliéeebesméme au cours de I'embryogenese.
L’hippocampe est appelé ainsi pour sa ressemblanee I'animal marin. On l'appelle
également la Corne d’Ammon (CA) en raison de sanéorecourbée suggérant les cornes de
bélier du dieu Ammon de la mythologie égyptienheeprésente la partie la plus importante
de l'archicortex.

Chez I'hnomme, I'hippocampe est une structure ovelinporale basale de forme
oblongue et ventrale uniquement, alors que chezrdegeurs elle est beaucoup plus
volumineuse et arbore une forme assez caractémstip C allongé partant des noyaux
septaux rostro-dorsaux du cerveau antérieur poautabau niveau caudo-ventral du lobe
temporal. Ce long axe de I'hippocampe est appedésaptotemporal (voir Figure 1.3). Ainsi,
chez 'homme l'hippocampe ne sera visible que \@atnent sur une coupe transversale
d’encéphale (voir Figure 1.2.), alors que chezdegeurs on distingue un hippocampe dorsal

et ventral.

Corps
Commissure

Pilier caudal

Figure 1.2: Coupe transversale d’encéphale humain au niveawles corps calleux

(d’aprés Feneis).



Le ruban cortical de I'hippocampe est subdivisél grarties suivant son épaisseur, la taille de
ses cellules et la densité cellulaire. On distingiresi 4 couches allant de CA1l (corne
d’ammon) a CA4. Le champ CAL contient de petitdliles pyramidales. Le champ CA2 est
caractérisé par une bande étroite mais dense delageacellules pyramidales alors que le
champ CA3 se présente comme une large bande ddeseflyramidales volumineuses et
dispersées. Enfin le champ CA4 est circonscritigp@ande cellulaire du gyrus denté (Cabrol,
1981). Ainsi la taille des cellules pyramidales rmegte de CA1 a CA4. Chez les rongeurs,
les parties CA1l et CA3 sont les plus développégsmetconséquent les plus étudiées, c’'est
pourquoi Nous Nous concentrerons précisément swrarees dans la suite de cet expose.

On parle généralement de « formation hippocampigpar rapport a sa structure
cytoarchitectonique, et elle comprend le gyrus éddentate gyrus : DG), I’hippocampe ou
corne dAmmon avec ses aires CAl et CA 3, le corglsubiculaire ainsi que le cortex
entorhinal. Cependant, le termehigipocampeest en général utilisé pour se référer a
I'ensemble formé par : le DG, la corne d’Ammonetsubiculum. Acceptation plus large qui

sera par la suite utilisée.

La morphologie de la formation hippocampique edté&mement variable suivant la
situation du plan de coupe. En effet, comme on pewbir sur la figure 1.3.B, les coupes
horizontales successives de I'hippocampe ne peentgiis de voir la totalité des structures le
composant. Au niveau le plus rostral, seuls le &ypenté et les aires CA1 et CA3 peuvent
étre distinguées. Les coupes frontales de la sieitlippocampique vont quant a elles révéler
au niveau le plus rostral I'hippocampe dorsal stsmris régions.

L’hippocampe fait partie du systeme limbique gnglobe un groupe trés étendu de
noyaux cérébraux qui s’innervent mutuellement ploumer un réseau fortement impliqué
dans les mécanismes responsables de I'émotionaperéntissage et de la mémoire. Le
systéme limbique englobe I'hippocampe, le thalanmisprtex cingulaire, le fornix, le bulbe

olfactif, 'amygdale et les corps mamillaires.



Figure 1.3 Représentation schématique de I'hippocampe de rat

A : Vue par transparence de la forme en C caiatitgre de la structure hippocampique dans les
hémispéres cérébraux avec le fornix (f). B : Sestioorizontales de I'hippocampe (petit A, B etC) a
différents niveaux dorso-ventraux. C : Section®nates de I'hippocampe (petite D, E et F) a
différents niveaux rostro-caudaux. Les pbles segite@mporal sont indiqués sur les figures par les
lettres s et t. EC : cortex entorhinal ; CPu : nogaudé et putamen ; fi : fimbria ; S : subiculuBbG :
gyrus denté ; CAl et CA3 de la corne d’Ammon. DéspAmaral et Witter, 1995.
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Scissure e —— Coriex
rhimnle = i Rk
perrhunal  ggnpacampigue

Figure 1.4: Localisation de I'Hippocampe au sein de lobe teporal chez ’lhomme

Sur la face médiane du lobe temporal, se trouvensemble de structures interconnectées qui
paraissent importantes pour la consolidation deméanoire déclarative. Celles qui semblent
jouer un role clé sont I'hippocampe, les airesicalés proches, et les voies neuronales qui
relient ces structures a d’autres parties du cervea

D’aprés le site : Le cerveau a tous les niveaup:Mwvww.lecerveau.mcgill.ca.



Trois régions corticales importantes situées véartrant par rapport a I’hippocampe
entourent la scissure rhinale : le cortex entothigpai occupe la partie interne de la scissure
rhinale, le cortex périrhinal, qui occupe la patéigérale, et le cortex parahippocampique qui
siege latéralement par rapport a la scissure dhivalir Figure 1.4).

L’hippocampe est relié aux autres aires cérébrplas deux principales routes
bidirectionnelles. La premiére le connecte a degm@res subcorticales, c’est le fornix. Cette
voie exerce des influences modulatrices multiplesle fonctionnement de I'hippocampe,
telles que le contréle attentionnel ou rythmiquel’detivité hippocampique. La seconde se
fait via le systeme parahippocampique. Cette razdatrairement a celle du fornix, permet
'acheminement d’informations spécifiques entre unariété d'aires corticales et

I’hippocampe, et réciproquement.

1.2. L’hippocampe au sein du Systéme nerveux centra

1.2.1. Les afférences hippocampiques

Les principales afférences de I'hippocampe proweanrdu cortex entorhinal, qui est
en relation directe avec les cortex préfrontal,galaire, temporal, piriforme et visuel
(O’Keefe et Nadel, 1978), régions de forte intégratle modalités sensorielles de tout ordre.
Ces afférences vont innerver, par I'intermédiardadvoie perforante, les cellules granulaires
du gyrus denté et les cellules pyramidales degmnéCA3. Une autre partie innerve la région
CALl et le subiculum.

La région CA3 est donc intéressante car elle ocaupe position stratégique dans
I'hippocampe. Elle recoit en effet des informatiossnsorielles multimodales depuis
I'environnement interne et externe via deux voigaqgipales provenant du cortex entorhinal
(voir Figure 1.5): la voie perforante et la voidrisynaptique. Les premiers contacts
synaptiques de ce réseau se font au niveau desgesefiyramidales du Gyrus Denté (DG).
Leurs axones, les fibores moussues, se projettentaspartie proximale des dendrites des
cellules pyramidales de la région CA3. Enfin, cedlutes pyramidales vont émettre de
nombreuses collatérales se terminant sur d'autetgles pyramidales de CA3, ce sont les
collatérales récurrentes ou fibres associativesnsDan troisieme temps, les cellules
pyramidales donnent lieu a des collatérales diesSchaffer En raison de cette boucle
récurrente, la région CA3 est considérée commees@au auto-associatif pour le stockage et

le rappel de l'information, en particulier dans pEecessus de mémoire de travail.
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L'information multimodale pourrait y étre stockéé @nifiée en une information
unique, suggérant ainsi un rdle prépondérant de o&gion pour I'acquisition d’'une mémoire

de type contextuel.

o fomix

” couches 2 3 5
Cortex Entorhinal

Figure 1.5 Coupe schématique de I'hippocampe avec ses principa afférences sensorielles et
glutamatergiques.

Le réseau CA3 recoit diverses afférences provedantortex entorhinal : une directe (2) ou voie
perforante qui va directement faire synapse aver tE¥minaisons dendritiques des cellules
pyramidales de CA3 et une indirecte ou trisynagtique premier relais de cette voie se fait au nivea
du gyrus denté (1) ou les cellules granulaires iemgdeurs axones, les fibres moussues (4), faire
synapse avec les cellules pyramidales de la rég&® Au niveau de ces mémes neurones, on peut
noter la présence de collatérales récurrentesLés).axones des cellules pyramidales de la région
CA3, ou collatérales de Schaffer, vont aller faiyaapse avec les neurones pyramidaux de I'aire CAL.
L'ensemble des synapses 2, 4 et 5 forme le résaataasociatif de la région CA3.



1.2.2. Les efférences hippocampiques (voir Figusg 1

La voie de sortie principale de I'hippocampe est debiculum, par lequel
I'hippocampe envoie les informations vers les dtres extra-hippocampiques (Amaral et al.,
1991). Les neurones pyramidaux projettent leursnexovers le noyau accumbens, la
formation réticulée, I'aire préoptique et le trorérébral, constituant le circuit de Papez. Le
cortex entorhinal recoit des projections provendatsubiculum d'une fagon strictement
organisée. (Swanson et Cowan, 1977). Par le foleixsubiculum innerve également le

thalamus, via les corps mamillaires et le complx&amygdale. (Zimond et al., 1999).

Cortex Entorhinal - > Subiculum
Voie directe
PP { \
— DG Fibres CA3 —Collatérales CA1 | Circuit Trisynaptique
Moussues U de Schaffer
Collatérales
Récurrentes

Vers le Fornix

Figure 1.6 Schéma des efférences entorhinale et des connexions inthgppocampiques
lllustration de la voie directe et du circuit tnmptique. PP : voie perforante. (D’aprés S.Daumas,
2004).



1.3. Hippocampe et apprentissage

Le rOle prépondérant de la formation hippocampiqiens certaines formes
d’apprentissage et de mémoire n'est plus a démonie effet, une ablation bilatérale
partielle ou totale de I'hippocampe entraine ungepage la mémorisation chez ’lhomme mais
également chez I'animal. Alors que les souvenirdems restent conservés, les événements
nouveaux ne peuvent étre retenus que pour quekpmmdes. L’hippocampe est reconnu
comme étant le support de différents types d’afmsage.

Selon O’Keefe et ses collegues (1970), I'hippocarapentre autre pour fonction de
recréer une représentation spatiale de I'envirommenCela serait permis par des neurones
spécialisés, les cellules de lieu. En effet, casrorees hippocampiques entrent en activité
lorsque l'individu se trouve dans une région préas son environnement. Ainsi si chaque
cellule se voit assignée une certaine portion @sphce, leur ensemble permet donc
I'élaboration d’une cartographie mnésique tres ipgce I'environnement. L’individu est
donc capable de se repérer et de se déplacer antouent dans I'espace a partir de cette
représentation mentale. Ce type d’apprentissage ezl mis en évidence chez le rat et la
souris grace au labyrinthe aquatique de Morris, wa bonne performance dans ce test
nécessite un hippocampe intégre. A un endroit prédeila piscine se trouve une plate-forme
submergée d'eau rendue opaque. Une souris ou umoratal apprend rapidement la
localisation de la plate-forme et cherche a ceta@ntbrs des tests suivants. (Le protocole
sera détaillé dans la partie 2).

Dans un apprentissage de type configural, I'indivithit élaborer une représentation
unifiée du contexte a partir des différents élémentil a a sa disposition, en se remémorant
les relations qui existent entre les indices emvimmentaux. Ce type d’apprentissage peut
étre mis en évidence par le paradigme* de peuoategte (Phillips et Le Doux, 1992), dans
lequel lindividu associe le contexte (une cagelraou plusieurs chocs électriques (le
protocole sera détaillé dans la partie 2). On gaé ce paradigme est en partie amygdalo-
dépendant, car la composante émotionnelle de lfexpee y est formée et stockée.
Cependant I'hippocampe dorsal est également naoesséa formation de la représentation

unifiée du contexte (Anagnostaras et al., 2001).

*paradigme expérimentak protocole expérimental standardisé et reconewvast de référence pour
tester un type d’apprentissage.

En Neurosciences comportementales, le test deen&fémpour étudier un apprentissage de navigation
spatiale est ldabyrinthe aquatique de Morris, et pour étudier un apprentissage contextuel (ou
configural) on utilise léest de peur conditionnée au contexte.
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De nombreuses études lésionnelles ont permis ddirmnen l'implication de
I'hippocampe dans des apprentissages de type Ispati@ontextuel. Cependant ces lésions
irréversibles ne permettent pas d’établir clairenf@émplication respective des régions CA3
et CAl dans les différents processus mnésiquest;a@ire I'acquisition, la consolidation et
le rappel. Ainsi plus récemment des lésions de fyparmacologique et par conséquent
réversibles ont utilisé une des particularités Bk leur forte concentration en zinc, pour
réaliser un blocage réversible de l'aire CA3, afi@ spécifier son implication dans les
processus mnésiques. En effet, la forte concentrate cet élément dans I'hippocampe, et
plus spécifiguement dans chaque élément du citasignaptique de CA3, suggere qu'il
pourrait avoir une implication particuliere danss lgrocessus de mémorisation et

d’apprentissage.

Les résultats de travaux antérieurs (Bataille 2800 ; Daumas et al., 2004 ; Florian
et al., 2004) ont mis en évidence une implicatdfierentielle du zinc selon le type
d’apprentissage (spatial versus contextuel). Lalatib@ du zinc libre perturbe en effet
fortement un apprentissage de type contextuels gjo'elle ne génere aucun changement dans
un apprentissage spatial. Ces résultats suggemsntcqs deux apprentissages pourtant
hippocampo-dépendants pourraient éventuellemelitisanl de maniere différente le réseau
CA3-fibres moussues, et que le zinc pourrait ades effets différents en fonction du type
d’apprentissage. Il semble en effet indispensablér pin apprentissage de type contextuel,
alors que cela ne semble pas le cas pour un agzage spatial.

Le zinc pourrait ainsi étre considéré comme unam@odulateur. Il occupe par ailleurs

un réle important dans le systéme nerveux central.

1.4. Le zinc: un oligo-élément essentiel du Systemlerveux Central

Le zinc est un oligo-élément essentiel présent danganisme a |'état de traces.
Cependant, il a un rble déterminant dans de nombmocessus biologiques. Il est
indispensable au fonctionnement de plus de 300neegyest nécessaire a la réplication de
I’ADN, intervient dans la synthese protéique, efu@nce la division et la différenciation
cellulaire. Par alilleurs, les protéines a doigt ziec sont impliquées dans I'expression
génétique de nombreux facteurs de croissance eicgpteurs stéroides (Prasad, 1995). Une
carence en zinc subvenant pendant la croissanégegeén retard de croissance et une absence

de développement des gonades males.
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Le zinc est, avec le fer, I'oligoélément le plusmicentré dans le cerveau. Il contribue a
la structure et au fonctionnement cérébral (reveisSdnstead, 2003). Il est présent dans les
métalloprotéines des neurones et des celluleseglid@nviron 90 % du zinc présent dans le
cerveau est lié aux métalloprotéines. Son mécaniBantion n’est pas encore completement
élucidé, mais il semblerait qu’il module la transgion des signaux nerveux. Le zinc est
présent dans les vésicules pré-synaptiqgues desmesuiqui utilisent le glutamate comme
neurotransmetteur. Dans ces neurones, le rélemtuesit encore controversé, mais il pourrait
étre impliqué dans le stockage, le relargage, pgatian du glutamate et la modulation des
récepteurs glutamatergiques (Li et al., 2001). Bumpait donc agir en tant que
neuromodulateur, en plus de son pouvoir neurot@iggliotoxique et de son role
pathologique dans les désordres neurologiquese(iid, ischémie, maladie d’Alzheimer, de
Pick...) (Schmid et al., 1999). Il joue en tous cag@e central dans la croissance cellulaire
et le développement neurologique, dans la trangmnisaxonale et synaptique, et il est

nécessaire au métabolisme des acides nucléiguesaetroissance de la tubuline cérébrale.

1.4.1 Deéveloppement et transport.

La concentration en zinc dans le cerveau augmentoars de I'enfance, mais reste
constante dans le cerveau adulte, et ne varieopgasll processus de vieillissement.

Le zinc est présent a 90 % sous forme liée aux|logtatéines, et seulement 5% est stocké
dans les vésicules synaptiques des neurones zimgesg et il semble étre indispensable pour
le maintien des capacités d’apprentissage. La majgartie du zinc est liée a I'albumine ou a

la L-histidine qui est responsable de son transporhiveau central via la barriére hémato-

méningée. Le zinc rentre alors soit dans les n&srquia deux sites de capture : le corps
cellulaire ou la terminaison synaptique), soit diesscellules gliales. Dans les deux cas il sera
incorporé a des protéines (Takeda, 2000).

Dans les neurones glutamatergiques contenant @y aéndernier est transporté dans
les vésicules pré-synaptiques via un transporteursinembranaire spécifique : ZnT3. Ce
transporteur est particulierement exprimé dansrégsons cérébrales riches en zinc, telles
I'hippocampe, I'amygdale et le cortex entorhinag ansporteur semble assurer le pompage
du zinc dans les vésicules synaptiques (Palmitak.,€1996).

Une autre protéine semble impliquée dans le mairdie 'homéostasie du zinc : la
métallothionine-lll, appartenant a une famille detgines liant des métaux. Cette derniere est
également fortement exprimée dans les neuroneangéiergiques zincergiques. Il s’agirait
d'un régulateur du zinc dans le cerveau, et sonerales serait impliquée dans le
développement de la maladie d’Alzheimer (Sévehas¢ Université Toulouse Ill, 2006).
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1.4.2. Hippocampe et FM.

Le zinc est trés concentré dans le systeme limbiQuele trouve entre autres au
niveau des terminaisons synaptiques des fibres suness hippocampiques (FM), des
collatérales de Schaffer, du CAl-subiculum, de d& \perforante latérale...Outre sa forte
concentration dans I'amygdale, sa concentratiohagsius importante dans I'hippocampe ou
elle peut atteindre 300-3%0/ dans les vésicules des boutons géants des FM.

Par ailleurs, tous les neurones zincergiques ogt répertoriés comme étant
glutamatergiques, alors que la réciproque n’estyag (Frederickson et al., 1983). Une
corrélation a été établie entre le niveau de zartsdes FM et un déficit de mémoire spatiale

chez des rats adultes (Guidolin et al, 1992).

1.5. Le zinc : un neuromodulateur atypique ?

De nombreuses études ont permis de montrer qutumalation électrique intense des
cellules granulaires, la présence d'une forte enfration en potassium ou une
administration de kainate (Takeda, 2000) générefame activité neuronale, corrélée a une
augmentation de la concentration en zinc extraegl&i(Assaf et Chung, 1984 ; Howell et al.
1984). L'utilisation d’'un marqueur fluorescent sbihs au zinc (FluoZin-3) a permis de
démontrer que le zinc vésiculaire est co-libérecdgaylutamate, avec lequel il est co-localisé
dans les vésicules synaptiques des fibres moudsppecampiques (voir Figure 1.7), au
cours de I'exocytose générée par un potentiel idag¢Qian et Noebels, 2005). Cependant, la
mise en évidence de la libération de zinc lors €’aativité synaptique physiologique n’'a pas
été encore clairement réalisée, et la questionaseirssi le zinc est bien libéré lors d’'une

transmission synaptique normale est encore notdéei.c
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Fibres Moussues

Signal Zinc
Modulation NMDAJAMPA

naucton LIF

Cellules Pyramidales CA3

Figure 1. 7: Représentation schématique de la synapse entres lftbres moussues et les cellules
pyramidales de la région CA3.

Le zinc est co-localisé avec le glutamate dansvdeiules au niveau des terminaisons synaptiques
des fibres moussues. Apres exocytose, le glutap®teinteragir au niveau post-synaptique avec les
récepteurs AMPA et NMDA et induire une potentidiisa a long terme (PLT). Il peut également se
fixer sur les récepteurs métabotropiques pré-syoyes.

Le zinc est co-libéré avec le glutamate. Il a ucteoa modulatrice sur les récepteurs AMPA et NMDA
et sur I'induction de la PLT.

Apres libération, le zinc agit principalement auaadu des récepteurs glutamatergiques
selon trois modalités éventuelles : au niveau wési®, au niveau de la fente synaptique et
enfin au niveau du neurone post-synaptique. Unteepdin zinc libéré est re-capté au niveau
pré-synaptique, et une autre partie est captée I'pEment post-synaptigue par des
mécanismes impliqguant des canaux Ca2+ voltage-dépés les récepteurs NMDA, et les
récepteurs AMPA/kainate (Takeda, 2000). Cette risathibn du zinc en réponse a une forte
stimulation électrique, et I'implication de hombxrecanaux ioniques ainsi que des récepteurs
a certains neurotransmetteurs suggéerent pour ¢e mmrdle de neurotransmetteur atypique au

niveau de la synapse fibre moussue-cellules pyr@pssdu sein de CA3 (Li et al., 2001).
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1.5.1. Interaction zinc vésiculaire/récepteurs glutamatgres.

Les récepteurs métabotropiques pré-synaptiques UR®EIdes fibres moussues)
exercent une influence inhibitrice sur la libératiglutamatergique par un mécanisme de
feedback corrélé a la fréquence de décharge. Aaanoipost-synaptique, la transmission
glutamatergique due aux récepteurs NMDA et AMPApegéntialisée suite a 'augmentation
de la fréquence du potentiel d’action pré-synagtigin et al., 1998).

Une fois libéré, le zinc atténue I'activation déseapteurs NMDA a des concentrations
comprises entre 10 et 1Q®1. L'inhibition de ces récepteurs se fait selomxdenécanismes :
une inhibition de haute affinité voltage-indépertdaet une inhibition de basse affinité
voltage-dépendante.

Le zinc interagit avec les récepteurs métabotrasquré-synaptiques dont il diminue
la réponse induite par le glutamate. Cependanvietionnement des récepteurs AMPA est
quant a lui potentialisé en présence de zinc. Het,efapplication de zinc exogéene peut
augmenter le courant synaptique di aux récepteiBPAAau niveau des synapses FM-
cellules pyramidales de CA3 (Lin et al., 2001). @xepteurs sont par ailleurs indispensables
a la phase précoce de I'acquisition d’'une tachggérant ainsi une implication particuliere du
zinc dans les processus d’acquisition.

Il apparait donc que le zinc est un modulateurfatefcomplexes de l'activité des

récepteurs glutamatergiques.

1.5.2. Zinc et potentialisation a long terme.

Comme on l'a vu précédemment, le zinc peut étresidéné comme un
neurotransmetteur atypique de par sa capacitéeeadgit avec l'activité des récepteurs post-
synaptiques. Il peut également pénétrer dans Iéhmost-synaptique et interagir avec de
nombreuses enzymes appartenant a des voies dductine de signaux, conduisant a la
modulation de I'expression de certains genes.

Il a été démontré que la stimulation des réceptBM®A et la dépolarisation post-
synaptique qui s’en suit est a l'origine de l'intlaon de la potentialisation a long terme
(PLT). La potentialisation a Long terme est unerferde plasticité synaptique qui permet
d’augmenter I'efficacité de la transmission syngyél. Mise en évidence par Bliss et Lomo en
1973 dans I'hippocampe de lapin, elle se définihoee une augmentation stable et durable de
I'amplitude des réponses de certains neuroness are des cellules afférentes de la région
aient été stimulées par des trains de stimulatiectr&que de frequence modérément élevée
(>100Hz). La caractéristique la plus intéressandecd mécanisme est qu'il permet le
renforcement durable des synapses entre deux resugom sont activés simultanément, et par
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conséquent la PLT se définit comme un processusgitant la transformation d’un souvenir
labile en une forme mnésique durable et stable.

La PLT a été observée dans des zones riches eonesuglutamatergiques contenant
du zinc, comme dans la région CA3 et dans le ggargé (Takeda, 2001). Une stimulation
tétanique de la voie des fibres moussues entraitibdration de zinc qui interagit avec les
récepteurs des acides aminés excitateurs, ce gergg@ne modulation de la potentialisation a
long terme (PLT) des cellules pyramidales. Des eductcentes rapportent en effet que la
translocation de zinc dans I'élément post-synaptitpuis d’'une stimulation électrique haute
fréequence sur tranche d’hippocampe peut provoquattuction de la PLT, tandisque la
chélation du zinc libre par du CaEDTA bloque c&td. Ce blocage est réversible par I'ajout
de zinc exogene, mimant ainsi sa libération pafitees moussues lors de I'exocytose (Li et
al., 2001).

La privation de zinc alimentaire ou sa chélatiom lgaDEDTC entraine une forte
diminution de la PLT. Le zinc endogene semble détme spécifiquement nécessaire pour
I'induction de la PLT des fibres moussues de laom@gA3 hippocampique (Lu et al., 2000),
et donc indispensable a la consolidation mnésigunén, le zinc est impliqué dans une forme
particuliere de PLT au niveau des FM, la PLT inaé&laamte des récepteurs NMDA et qui est
exprimée au niveau présynaptique (Nicoll et Malerdle®5).

1.6. Perturbation de 'homéostasie du zinc : réle @hs les processus cognitifs

et pathologiques

1.6.1. Etudes comportementales.

Des études animales ont permis de mettre en éedéngpact du statut en zinc sur le
fonctionnement cérébral. Ainsi, il a été montré dmuearence en zinc pendant la phase de
croissance cérébrale rapide affecte la mémoiresetdpacités d’apprentissage, et augmente la
réactivité émotionnelle (Takeda et al., 2000).

Les déficits en zinc lors de la gestation chez émenont un effet négatif sur les fonctions
cérébrales du nouveau né. Ainsi, au cours de latims, les déficits en zinc chez la souris, le
rat ou le singe entrainent a la naissance deslénule I'attention et de la mémoire. Chez le
rat adulte et carencé en zinc, la baisse des ctratiens en zinc dans I'hippocampe, et les
altérations de la fonction cognitive (mémoire, appissage) qui lui sont corrélées, sont
corrigées par la simple restauration des apportdren(Takeda et al., 2000). Chez 'homme,
le zinc influence a la fois le développement efiolectionnement du cerveau (Bentley et al.,
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1997) et le déficit en zinc est impliqgué dans &adition des fonctions cognitives a la fois de
I'enfant et de I'adulte (Kretsch, 1999).

Une diete en zinc chez I'adulte généere une dimimuties performances mnésiques, qui
est cependant réversible et ne touche pas la mérfaimée antérieurement a cette diéte.
Cette carence en zinc, touche surtout au niveagetiveau, la concentration au sein des
fibres moussues hippocampiques (Takeda et al.,)2@4pendant ces observations sont a
moduler, car la déficience mnésique observée pouire due a une augmentation de la
concentration en cuivre, en réponse a la diminuiotaux de zinc.

Le turnover du zinc dans le cerveau est beaucoup lgnt que dans le foie, mais,
paradoxalement, des régions du cerveau comme 6bgmppe, au niveau duquel les neurones
glutamatergiques contenant du zinc sont tres cdrégnsont tres sensibles aux déficits en
zinc, qui entrainent des altérations cognitives, tdeubles de I'apprentissage, de la pensée, de

la mémoire et de I'attention.

1.6.2. Zinc et pathologies.

Si le r6le du zinc dans des conditions physiologgjteste encore mal identifié, toute
perturbation de son homéostasie génere d'impoggmteurbations au sein de I'organisme.
L’homéostasie du pool de zinc libre dans le cervestuen effet au coeur du maintien des
performances intellectuelles, et des altérationsatee homéostasie sont observées dans la
maladie de Parkinson et dans celle d’Alzheimer, rmendans I'ischémie cérébrale. Plusieurs
études ont montré I'élévation des concentrationzide dans le cerveau dans la maladie
d’Alzheimer, et des modifications des transportedts zinc (ZnT) ont été récemment
impliquées dans la formation des plagues amyloahes I'animal (Lovell et al., 2005 ;
Mocchegiani et al., 2005). Il est important de &mér que les bénéfices des
supplémentations associant plusieurs micronutrimmedbnt le zinc dans la maladie
d’Alzheimer ne sont pas clairement établis (Plag@84). Le plus souvent, la part due au zinc
est difficile a établir, car les essais incluentilec dans des supplémentations combinées qui
rendent impossible I'estimation de |'effet bénédige chaque nutriment séparément.

Parallelement, un exces extracellulaire de zinct @xe neurotoxique. In vitro, il
faciliterait I'agrégation du peptidB-amyloide et donc la formation de plagues séniles e
cause dans la maladie d’Alzheimer.

L’altération de la concentration cérébrale en zieat étre associée a I'étiologie et la
manifestation de Iésions épileptiques. Il a été tndoque chez les souris épileptiques, la

concentration en zinc au sein du gyrus denté edessous de la normale. Par ailleurs, le zinc
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libéré par les fibres moussues semble permettredépelarisation des cellules pyramidales
du champ CA3. Une trop forte stimulation des fibmesussues entraine une forte diminution
de la concentration en zinc dans les vésiculescrebe aprés une ischémie ou une crise
d’épilepsie.

Enfin il a été montré que des patients atteintstrdebles dépressifs primaires
présentaient un taux de zinc significativemensgas que celui des patients controle. Une
relation entre la sévérité de la dépression etilx tsériqgues en zinc semble pouvoir étre
établie. Le zinc pourrait donc avoir un effetidépresseur, et Nowak et Szewczyk
suggerent qu’'une supplémentation en zinc cheztlepalépressif permettrait de diminuer la
dose nécessaire d’antidépresseur, réduisant amesifflets secondaires néfastes de la thérapie.
(Nowak et al., 2002).
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1.7. But de I'étude

Ainsi le zinc est un oligo-élément essentiel powrganisme et qui remplit de
nombreuses fonctions au sein du systeme nerveutkateRour mieux comprendre son
implication dans les processus mnésiques, diveétatdurs de cet oligo-élément ont été
utilisés. Le DEDTC est capable de chélater le mtravésiculaire et perturbe I'exocytose. Le
CaEDTA, quant a lui, ne peut traverser les memlzrah@smiques et par conséquent chélate
le zinc libre apres exocytose. Ces deux types ddatbns ont été utilisés dans des
apprentissages spatial et contextuel.

L'injection de DEDTC génére une perturbation dacdjuisition d’'une mémoire
spatiale dans un paradigme de navigation spatralpiscine de Morris avec apprentissage
distribué*, alors que ni la consolidation, ni lgpal ne semblent modifiés (Lassalle et al.,
2000). Cependant ['utilisation d’'un protocole m&tsen piscine de Morris a permis a Florian
et Roullet (2003) de mettre en évidence I'implicatdu zinc dans la phase de consolidation
d’'une mémoire spatiale de référence. Dans ces éuabes, la capture du zinc vésiculaire par
le DEDTC entraine une forte altération de la mémepatiale, alors que la chélation du zinc
libre par le CaEDTA n’a aucun effet et sert par sgmuent de contréle. Ces résultats
soulignent d'une part I'importance du protocole éxmental choisi et d’autre part, soulignent
le fait que le DEDTC chélatant le zinc intravésaité au niveau du neurone présynaptique
empécherait I'exocytose et donc la colibérationcgjlutamate, ces deux éléments étant
colocalisés au niveau vésiculaire.

Plus réecemment (Daumas et al., 2004), des résuitesadictoires ont été obtenus
lors de l'utilisation du paradigme de peur au crtgele DEDTC perturbe I'apprentissage
contextuel comme précédemment, cependant la abvéldti zinc libre par le CaEDTA génere
une forte altération de I'apprentissage contexteisi, il a été montré pour la premiere fois
in vivo que lezinc libre extracellulaire est impliqué dans I'acqu@itet la consolidation d’'un
apprentissage de type contextuel. Le blocage fliledaation du zinc aprés le conditionnement
perturbe fortement la consolidation dans ce ty@mppFentissage, traduisant une perte de la
représentation contextuelle (Daumas et al., 20Dd)zinc semblerait donc jouer un réle

neuromodulateur dans ce type d’apprentissage.

*|le protocole de la piscine de Morris se dérouleBgrhases (voir partie 2)a familiarisation, au
cours de laquelle la souris ou le rat découvreidpasitif expérimentall’apprentissage au cours
duquel I'animal apprend la localisation de la plfatene par plusieurs passages successifs dans le
dispositif, etle test de biais spatiglau cours duquel on vérifie que I'animal a biepragp On peut
utiliser 2 types de protocole expérimental, sog@une apprentissageassé: tous les passages dans
la piscine se font de maniere successives le ménme $oit avec un apprentissadistribué : les
passages se font sur plusieurs jours consécetifggnéral 3).

19



Dans le but de mieux comprendre le rble du zinéréldans la fente synaptique, cette
étude se propose de préciser 'effet de l'intépactie cet oligo-élément avec les récepteurs
NMDA au glutamate dans deux situations d’appreatjes I'apprentissage spatial en piscine
de Morris et I'apprentissage de la peur conditienae contexte, dans lesquels le zinc semble
avoir des implications différentielles.

Pour vérifier cela, des micro-injections de chélaidu zinc extracellulaire (CaEDTA : Ca2+-
ethylenediamine tetracétate) et d’antagoniste éespteurs NMDA, I'AP5 (D-2-amino-5-
phosphonopentanoate) ont été réalisées dans anr€@i3 apres apprentissage de maniere a
perturber spécifiguement les étapes précocesamkolidation mnésique.

Les résultats des travaux antérieurs obtenus a/€aEDTA seul et le DEDTC seul sont

admis et n'ont pas été refaits ici.

Nous émettons comme hypothese que le glutamatsuéfstant pour permettre la
consolidation d’'un apprentissage spatial, tandi'dl ge I'est pas pour une consolidation
correcte d'un apprentissage contextuel. En effmisdce type d’apprentissage la présence du
zinc semble indispensable. Nous nous attendons doce que la chélation du glutamate
perturbe la consolidation des apprentissages $gat@ntextuel, et que la chélation du zinc
associée au blocage des récepteurs NMDA au glueanmrturbe de maniére
significativement plus importante la mémorisationndapprentissage contextuel. Les lésions
réversibles ainsi produites devraient permettreléerminer si le zinc est nécessaire ou/et

suffisant pour permettre un apprentissage contegaiisfaisant.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Sujets et opérations

2.2.1. Les animaux

Lesanimaux utilisés sont des souris males de la lig@EBL/6 J, obtenues a partir de
I'élevage d’lffa Credo a I'dge minimum de 5 semainBour éviter toute influence du cycle
hormonal sur le comportement et les performancessignes des animaux, seuls les males
ont été utilisés au cours des différentes expéemntes souris utilisées ont entre 9 et 12
semaines au moment des expériences et ont unmoigksn de26g.

Les animaux sont en groupes de 3 a 5 par cagaaiptians une piece thermostatée
(21+/- 1°C) suivant un nycthémere de 12 heures amexycle lumineux commencant a 8h00.
La nourriture et I'eau sont disponibles a volore@gant toute la durée des expériences.

Les expériences se déroulent entre 9 et 17 h.

2.2.2. Chirurgie.

Les difféerents produits utilisés seront injectéesiagdd’hippocampe dorsal via des
canules implantées de facon définitive par stér@mtdes souris sont anesthésiées avec un
mélange de kétamine 1000 (100mg/kg, i.p) et deziya (15 mg/ kg, i.p), avant d'étre
placées sur I'appareil de stéréotaxie (La Précistinématographique, LPC). Une fois
I'animal correctement positionné, le scalp estdégcle crane nettoyé et deux trous sont percés
afin de pouvoir descendre les canules (24G, 7 mmjieeau du cortex, juste au dessus de
I'hippocampe dorsal. La position des canules adétérminée par rapport aux coordonnées
prises sur l'atlas de Franklin et Paxinos (199ifj de les positionner au niveau de CA3, qui

sera le lieu de toutes les injections :

Rostro-caudal Latéralité Dorso-ventral
(par  rapport & (& partir du crane)
bregma

Région CA3 -1,7 mm +/- 2,5 mm -1,5mm

Bregma: ce point est considéré comme un repére anat@magicorrespond a la réunion entre la
suture sagittale et la suture coronale. Ce poirttdserigine pour les coordonnées stéréotaxiques. A
partir de Bregma, on peut définir des coordonnélmde plan (X, y, z), voir Figure 2.2.
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ulle d’injection

Figure 2.1: Coupe transversale de I'hippocampe dorsal d’une sois apres coloration a

la thionine.

On peut voir les deux bulles d’injection au nivekaula région CA3 des hippocampes droit et gauche.
Les fleches blanches indiquent la localisation @sspge des canules.



Lambda

Suture coronale Suture sagittale

Figure 2.2: Vue dorsale de crane de souris et localisationregrba.
(D’apres le site : www.hcnr.med.harvard.edu.)

Du ciment dentaire est utilisé afin de fixer leswdas au crane (polycarboxylate,

Sigma, France). Des mandrins sont introduits eend#nt le moment de linjection afin
d’éviter toute obstruction des canules. Une fapdration effectuée, les souris disposent de 7
jours afin de récupérer de la chirurgie.
A la fin des tests comportementaux, les souris sotitanasiées avec une overdose d’Hydrate
de Chloral (800 mg/kg, i.p). Les cerveaux sont gasprélevés et placés dans un bain de
glutaraldehyde 2,5% et de sucrose 30% pendanta®ih lale fixer les tissus, les cerveaux sont
ensuite placés dans un bain de sucrose 30% a 4t@ad&re a générer une déshydratation
des tissus.

Ce traitement permet de réaliser par la suite depeas de 40m d’épaisseur des
cerveaux. Les tranches sont ensuite déposéesslardes gelatinées a 1%. Une observation
des coupes a la loupe binoculaire a permis déieéla bonne implantation des canules et le
site d’injection (voir figure 2.1). Les individusahimplantés et/ou mal injectés ont été exclus

de l'analyse.
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2.2. Produits et injections

2.2.3. Molécules utilisées tous les produits proviennent de chez Sigma
Chemical Co. (Lyon, France).
2.2.3.1. Chélateurs du Zn extra-cellulairdacide tetraacetic éthylenediamine saturé
en calcium CaEDTA) est utilisé pour sa capacité a chélater le zarcctest un chélateur de
cations divalents avec une trés grande affinitér pmazinc. Le CaEDTA ne peut pas pénétrer
dans les cellules, son action sera donc restreginte chélation du zinc vésiculaire apres
libération dans la fente synaptique. Le ZnEDTAw#isé comme contrdle, en raison de sa tres
haute affinité pour le zinc. Il est en effet satarézinc et ne pourra chélater aucun autre ion.
L’affinité de ces 2 chélateurs pour le zinc ess$ tnaute, tandis que leur affinité pour le calcium
ou le magnésium est tres basse. Par conséquebdHBTA chélatera le zinc sans chélater le
calcium ou le magnésium, le ZNnEDTA ne chélaterauaude ces trois ions, et pourra en

conséqguence servir de controle.

2.2.3.2. Blocage des récepteurs NMDIAPS5 (D-2-amino-5-phosphonopentanoate)
est un antagoniste des récepteurs NMDA. Il se di@emaniere spécifique sur les récepteurs

NMDA, empéchant ainsi toute fixation du glutamapeés sa libération synaptique.

Les chélateurs sont dissous dans une solutioneselaionique de NaCl (pH 7) afin
d’obtenir une concentration finale de 200 mM. Laaantration en AP5 (0,15 par c6té) ayant
un effet comportemental moyen a été déterminéeta pa travaux antérieurs (Roullet al,
2002). La durée d’action des produits a été est@neémviron une heure.

Les différentes solutions sont injectées immédiatgmaprés l'apprentissage de maniére a
perturber de maniere spécifique les étapes prédetsconsolidation mnésique. L’APS5 risque

par ailleurs de diminuer I'activité motrice des 8suil est donc préférable de I'injecter apres

'apprentissage afin d’éviter tout biais d’interfaon, ainsi que tout effet sur I'acquisition en

cas d’administration pré-apprentissage.

Quatre groupes sont prévus: chaque souris regoitvalume de 0,25ul par

hippocampe.

- Groupe 1: les animaux recoivent comme injectiamiqguement de I'AP5 a une
concentration de 0,1hg par hippocampe.

- Groupe 2 :les souris recoivent un mélange de CaEDTA et d'AP5

- Groupe 3: les souris regoivent un meélange de ZnEDTA &&Rb5.
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Figure 2.3: Dispositif expérimental pour le test de navigégon spatiale en piscine

de Morris.
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- Groupe 4: il s’agit du groupe contréle injecté uniqguement ZNEDTA. Cela permet de
vérifier I'effet non spécifique de I'EDTA : ici EDTA étant saturé en zinc, il ne pourra
chélater aucun autre ion.

- Groupe 5: il s’agit du groupe injecté uniqguement au DEDT&ndaniere a ne chélater que le
zinc intraveésiculaire

- Groupe 6: ce groupe est uniquement injecté au CaEDTA, Isezihc libre sera chélaté.

Pour des raisons de temps, il n’a pas été pos$gbiéaliser le groupe injecté au CaEDTA seul.
Les résultats des groupes CaEDTA et DEDTC étantsidéres comme reconnus et
reproductibles seront repris des travaux antériéDesimas, thése Universitaire Toulouse I,
2004). Cela permettra d’effectuer une comparaisaredes effets comportementaux obtenus

pour une injection de DEDTC et de CaEDTA seuls aeex obtenus lors du présent travalil.

2.2.4. Injections.

Le jour de linjection, les mandrins placés dans tmanules sont retirés afin de
permettre l'administration des molécules via desingaes d'injection. La longueur de
linjecteur est de 8,2 mm afin d'atteindre la régi@A3. Les canules d’injection sont
connectées a une micro-seringue Hamilton dé far un tube flexible en polyéthyléne. La
seringue est montée sur une pompe Bioblock qur@dlié produit a une vitesse de OylAnin.
L’injection se fait en deux temps, chaque hippocamggoit un volume total de 0,28, I'un
apres l'autre. Aprés chaque injection, les injete@astent en place une minute de plus dans les

canules, afin d’éviter la remontée du liquide itggoar capillarité.

2.3. Appareils et tests comportementaux

2.3.1. Epreuve de navigation spatiale en piscine de Morris

2.3.1.1. Dispositif (voir Figure 2.3): il est constitué d'une piseian PVC ivoire et
de forme circulaire (diamétre 110 cm, hauteur 50@mjplie d’eau rendue opaque par I'ajout
d’Opacifier 301 (Brenntag) et est maintenue a engperature de 23-24°C. La plate-forme est
circulaire (9 cm de diametre) et amovible. La piscée situe dans une piece thermostatée
(21-22°C) et comprenant 4 indices visuels accrocgdes rideaux entourant la piscine et
situés a une distance de 0,5 m de la piscine.tllaesoter qu’aucun indice n’est situé

directement derriére la plate-forme de maniereaaait aucun indice directionnel direct.
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2.3.1.2. Protocole expérimentalil consiste en une familiarisation au dispositif
effectuée le premier jour : les souris doivent coandre la composante procédurale de la
tache: « quoi faire » (s’échapper de I'eau) et mment le faire » (par le biais de la plate-
forme). Pour cela, chaque souris réalise 3 essasecutifs. Un essai se déroule de la maniére
suivante : I'animal est d’abord placé pendant 1 suinla plate-forme (PF) émergée de 5 mm
au-dessus de la surface de I'eau, puis la sourimiss a I'eau par le manipulateur et dispose
de 60 secondes maximum de recherche de la PFisshd’ de ces 60 secondes, la souris est
guidée vers la PF si elle n'a pas réussi a la gnuknfin, 'animal dispose de 1 minute de
repos sur la PF. Au début de chaque essai, lassestriremise a I'eau en un point de départ
différent (sud, est, ouest) choisi selon un modrugs-alétoire, la plate-forme étant toujours
placée au nord.

L’apprentissage massé se fait 24 heures apres.u€hsmyris réalise 4 sessions de 3
essais.

Chaque essai se déroule comme précédemment : mogensur la PF, puis mise a I'eau (au
Sud, a I'Est ou a I'Ouest selon un mode pseudddléy 60 secondes de recherche
maximum de la PF immergée a 5 mm sous la surfadeale et 1 min de repos sur celle-ci.
La souris est guidée vers la PF si elle ne la #quas a l'issue des 60 secondes. Pour pouvoir
rejoindre la PF en ligne directe, la souris va ddeeoir apprendre, au cours des essais
d’acquisition, la localisation spatiale de la PBuPcela, elle va pouvoir s’orienter a I'aide des
indices visuels attachés aux murs entourant langsc

Apres chaque session, la souris est replacée darags.

A la fin des 4 sessions, chaque souris recoit une injeciams CA3 d'une des 4
solutions (AP5 seul, AP5+ CaEDTA, AP5 +ZnEDTA ouEDITA) selon le groupe auquel
appartient I'animal.

24 h apres l'apprentissagehaque souris réalise uest de biais spatialde 60
secondes, au cours duquel on évalue la précisien mquelle elle arrive a déterminer la
position de la PF, celle-ci ayant été retirée deisaine.

L’environnement restant le méme d’'une tache arégues performances des animaux sont
donc dépendantes de I'association « événementeem@ament » acquise au cours des essais
précédents.

L'ordinateur et I'expérimentateur se situent daasriéme piece mais restent cachés
derriére un rideau situé a I'ouest de la piscine.

Tous les essais ont été analysés grace au systentedaking Ethovision 2.3 de
Noldus. Ce logiciel permet de digitaliser les trajele diviser le dispositif en quartiers (Nord,
Sud, Est et Ouest), ainsi qu’en annuli (N, S, E, @) annulus représente le nombre de fois
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Figure 2.4: Dispositif et protocole expérimentaux pour le testle peur conditionnée au
contexte.

Ce paradigme expérimental utilise la capacité a@maux qui, dans la nature, apprennent a
anticiper le danger en associant les stimuli emviesnentaux aux événements aversifs qui se
produisent conjointement. Dans le conditionnemetiqvien de peur, un stimulus neutre
(SN), comme le contexte (la cage expérimentalayifennement de la piéce...) et/ou un son
(stimulus conditionnel, SC), entraine une réporsaportementale conditionnée aprés avoir
été associée a un stimulus inconditionnel tel gehwc électrique (SI).



que la souris croise un cercle factice correspandar quatre localisations possibles de la
plate-forme au sein de chaque quadrant (N, S, E, O)
On obtient ainsi lors du probe-test le temps passts chague quadrant ainsi que le

nombre de croisements d’annuli.

2.3.2. Test de conditionnement de peur au contexte.

2.3.2.1. Dispositif(voir Figure 2.4): le conditionnement est réalisésl une chambre
de PVC rectangulaire (135cm, L 20cm, H 25cm) aveis ©otés opaques de couleur ivoire et
un pan transparent a travers lequel les sujetsfdonis. Le sol de la cage est constitué de
barreaux en acier inoxydable de 4mm de diamétstamis de 1 cm les uns des autres. Il est
relié a un générateur deélivrant des chocs éledsiqgde 2 sec de durée, et de 0.7 mA
d’intensité par l'intermédiaire d’un scrambler. Papier est placé sous la grille de maniere a
absorber les défécations et I'urine. Le haut-paylsitué sur le couvercle de la boite, délivre
un son aigu de 85 dB. Une seule source de lumlarete (60 W) éclaire le dispositif. Deux
indices visuels noir et blanc de 32 cm x 41 cm dos en avant de la cage, contre les
rideaux blancs séparant le dispositif du resteadeidce. Entre chaque individu, le dispositif
est nettoyé a I'éthanol a 70°.

Les expériences sont enregistrées a l'aide d'uneéra vidéo placée en face de la
cage et reliée a un téléviseur magnétoscope, ding la piece adjacente.
La mémorisation de I'apprentissage contextuel dstiée dans les mémes conditions
expérimentales que lors du conditionnement, aloies cplle de I'apprentissage au son est
relevée dans un contexte modifié. La modificationcdntexte consiste en 'ajout d’'un cache
en PVC blanc (murs et sol) qui coupe en diagoraatthbmbre de conditionnement, modifiant
ainsi sa forme, en une modification de I'éclairgtjampoule de 60 W utilisée lors du
conditionnement est remplacée par une ampoule &) 4&t des odeurs (la cage de
conditionnement est cette fois nettoyée a l'acidétique entre chaque passage), enfin les

indices visuels distaux sont retirés.

2.3.2.2. Protocole expérimentaline demi-heure avant le début des expériences, le
animaux sont sortis de I'animalerie et placés &né.

- conditionnement de peur au contexte il est réalisé 4 jours apres le probe-test en
piscine de Morris, et consiste en une seule sédiaprentissage faite de deux essais. La
souris est introduite dans la chambre de condidorent par le couvercle du dispositif. Aprés

deux minutes d’exploration libre, un son est énaadant 30 secondes et se co-termine avec
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un choc électrique de 2 secondes. Cette séquehcépésce une seconde fois, a la suite de
laquelle 30 secondes sont laissées a I'animal alafd remettre dans sa cage. L'animal reste
donc 5 min et 30 secondes dans le dispositif larsahditionnement au contexte. A la fin du
conditionnement, chaque souris recoit une injectierD,25ul dans chaque hippocampe, la
solution injectée est fonction du groupe auquebajmt la souris.

- test au contexte vingt-quatre heures apres, la souris est replaas le méme
contexte pendant 4 minutes afin de relever soranivke conditionnement au contexte. Aucun
autre stimulus ne lui est présentée.

- test au contexte modifié et au sondeux heures apres le test au contexte, le test a
son est effectué dans le contexte modifié. La spaant été replacée entre temps dans sa
cage d’élevage, est introduite dans la chambre fidedét au bout de 2 minutes, un son est

émis en continu pendant les deux derniéres mirlutésst.

2.3.2.3. Mesures lindice comportemental retenu dans ce paradigognme
permettant de quantifier le taux de conditionnena@ntontexte est le freezing. Cet indice est
défini comme une immobilisation tonique, avec abseiotale de mouvement, exceptés ceux
dus a la respiration (Blanchard et Blanchard, 196®) comportement a été sélectionné par
I’évolution chez les rongeurs en raison de sa feateur adaptative face aux prédateurs.
L’occurrence du freezing est relevée toutes leedorsdes pendant 2 secondes au cours du
conditionnement ainsi que lors des tests au camieixau contexte modifié, selon la méthode
d’échantillonnage instantané a intervalles de tefixes(Martin et Bateson, 1986).
On a choisi de commencer les tests comportemepauképreuve de navigation spatiale et
de procéder par la suite au test de la peur aextmtde maniére a ce que les manipulations
standardisées en piscine de Morris tiennent lieunadnipulation préalables et nécessaires

pour le paradigme de peur au contexte.

2.4. Analyses des données

2.4.1. Résultats obtenus en piscine de Morris.

La collecte des données est réalisée en direcegra logiciel éthovision. Au cours
des sessions d’apprentissage, la latence pour msuntda plate-forme a été enregistrée pour
chaque essai. Ces données ont permis d’établircangbe d’apprentissage moyenne des
individus pour chaque session d’apprentissage. festsde biais spatial, deux mesures ont été
principalement enregistrées: le temps passé datehquadrant de la piscine, ainsi que le

nombre de croisements d’annuli.
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Les analyses statistiques ont éte réalisées grélogi@iel Systat 10.2 pour Windows.

La phase d’apprentissage a été analysée avec u@/AN un facteur (groupe). Pour le test

de biais spatial lors du rappel, une ANOVA a mesugpétées a permis de comparer la
recherche de la plate-forme pour chacun des graupiéss. De maniére a rendre I'analyse de
variable possible, un changement de variable aéstisé sur la frequence de croisements
d’annuli, en utilisant la racine carrée de cettéewa Puis pour chaque traitement, une
ANOVA a mesures répétées a également été réalesdpathiere a analyser la variation de
fréquentation des différents annuli. Lorsqu’uneiatéon significative de fréquentation des

annuli a été détectée, un test post-hoc a perndgeminer quel annulus était le plus croisé.

2.4.2. Résultats obtenus lors du test de peur conditioané@mntexte.

Les données de freezing (p) exprimées en pourcemadgemps d’'immobilité ont été
transformées grace a la formule Q=arsin (Racin£l @), de maniere a homogénéiser la
variance. Les analyses statistiques ont ensuiteétisées sur la variable Q. Les valeurs ainsi
obtenues ont été traitées par des analyses daeearfANOVA) a un facteur (traitement) en
utilisant le logiciel Systat (version 10.2 pour \Waws). Les comparaisons post-hoc ont éte

faites en utilisant le test de Fisher’'s LSD lorsmeé interaction était détectée.

Les niveaux alpha sont déterminés a p<0,05 powr lEritests dans les analyses des résultats

obtenus avec les deux paradigmes expérimentausestil
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Figure 3.1: Résultatsobtenus lors de I'apprentissage spatial en piscirde Morris.
A. Acquisition : latence moyenne des différents groupes powuegr la plate-forme (située au
Nord) au cours de I'apprentissage massé en pigeindorris, avant injection.
B. Test de biais spatial effets des 4 traitementdBnEDTA, AP5, CaEDTA+AP5ZnEDTA+APY),
administrés aprés le conditionnement, sur le nomtrgen de passages au travers des annuli
de chaque quadrant, lors du test de rappel a 24 h.



3. RESULTATS EXPERIMENTAUX ET DISCUSSION

3.1. Résultats expérimentaux

Apres examen histologique des coupes de cerveduinddvidus ont été retirés des
analyses en raison d’'un mauvais emplacement dagdesaat/ou des injections. Le nombre
d’animaux retenus pour chaque groupe afin de s¥dks analyses statistiques est le suivant :
ZNEDTA :n =13, AP5:n =15, CaEDTA+APS5 : n =4a2ZnEDTA+AP5 : n = 8.

3.1.1. Résultats obtenus en piscine de Morris.

* Apprentissage :

La figure 3.1.A représente I'évolution du temps mynécessaire aux individus pour
atteindre la plate-forme lors de l'apprentissagesséaconstitué de 4 sessions de 3 essais
chacune.

Sur I'ensemble des souris, la latence d’évasionamog diminue de fagon significative au
cours des essais (B.13s) = 12.077, p<0.001). L'analyse de variance ne révéleume
différence significative entre les groupesdks)= 0.345, p = 0.793), ce qui est normal car a

ce stade les animaux n’ont encore recu aucunriraitedifférentiel.

Les souris des différents groupes ont donc toufgwisa a retrouver la plate-forme
immergée en s’aidant notamment des reperes distaws les individus présentent donc le

méme profil d’apprentissage.

* Test de rappel a 24h

La figure 3.1.B illustre le nombre moyen de passaéravers chacun des quatre annuli
pour les quatre groupes d’individus. On peut najae les quatre groupes d’animaux
présentent un profil de croisement d'annuli différeEn effet, pour le groupe controle
(ZnEDTA), le croisement préférentiel est le Nord,qui correspond a la localisation de la

plate-forme. Pour le groupe AP5, la fréquentaticgfgrentielle est le Sud qui correspond au
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point de départ lors de ce test, tandis que lesipg® CaEDTA+AP5 et ZNnEDTA+AP5
croisent tous les annuli de maniére équivalente.

Les analyses statistiques confirment un profil eéeherche différent sur I'ensemble des
groupes (Ks3,138)=12.307, p<0.001), et une interaction traitemewgtoisement d’annulus est
observée (ko, 138)= 4.661, p<0.001).

Des ANOVA en mesures répétées réalisées au seichalgue groupe permettent de
montrer une hétérogénéité dans le croisement ffésedits annuli pour les groupes ZnEDTA
(F .42 = 25.846, p<0.001) et AP5 (B30 = 3.805, p = 0.020), tandis que les individus des
groupes CaEDTA+APS5 et ZnEDTA+APS5 ne présententupestelle hétérogénéité (£ 39) =
1.491, p=0.232 et B, 27)= 0.656, p = 0.586).

Le test post-hoc de Fischer a permis de faire degparaisons de fréquentations entre
annuli pour les groupes ZnEDTA et AP5. Pour le geoucontrble (ZnEDTA), la
mémorisation est normale car I'annulus préférdatieent fréquenté est le Nord (p<0.001).
On confirme donc que le ZNEDTA ne perturbe paspfaeptissage et peut donc servir de
contrdle.

Le blocage de la fixation du glutamate sur les ptsagrs NMDA, causée par I'AP5, en
association ou pas avec des chélateurs du zinc ZAEou CaEDTA) perturbe la
mémorisation de I'apprentissage. Le chélateur ae eExtracellulaire (CaEDTA) seul ne
semble pas avoir d'effet propre, comme le montlentésultats de Florian et Roullet (2003).
En effet, on n'observe pas de différence entre pesfils de recherche des groupes
CaEDTA+APS5 et ZNnEDTA+APS. La présence du chélawwrzinc avec I'’AP5 n’apporte
aucun effet particulier par rapport a la soluti@utne de ZnEDTA. Curieusement, le groupe
traité a I’AP5 seul présente un profil particuliees souris qui ne se souviennent pas mieux
de la localisation de la plate-forme que les autyesupes traités (AP5+chélateurs) ont
tendance a revenir systématiquement au point darddp I'essai (ici le Sud). On a en effet
un croisement préférentiel de l'annulus Sud pampaoapa I'annulus Est (p = 0.036) et
I'annulus Ouest (p = 0.029).
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Figure 3.2.: Résultats obtenus lors du paradigme de peur cond@nnée au contexte.

A. Cinétique du freezing au cours du conditionnemour les différents groupes, avant injection.
L’émission du choc électrique, simultanée avewlg st représentée par les fleches jaunes s I'ax
des abscisses.

B, C. Effets des 4 traitements (ZnEDTA, AP5, CaED'A®5, ZnEDTA+AP5) administrés dans la
région CA3 immédiatement apres le conditionnementlevés lors du test au contexte (B) et du test
au son (C).



3.1.2. Reésultats obtenus dans le test de peur cairmhnée au contexte.

» Conditionnement:

La figure 3.2.A montre I'évolution du freezing aours du temps. L'observation de cette
courbe montre que les animaux ne manifestent adi@ering au cours des premiéeres
minutes, et que ce n'est qu'apres le premier clicagudout apres le second qu’une réponse
notable apparait chez I'ensemble des individus. AN®©VA sur ces données, avec pour
facteurs le groupe et le temps, montre un effehiogtif du temps, mais aucun effet
significatif du facteur groupe (B.449= 0.681, p = 0.568), ainsi qu’'une absence d’int&wac
entre ces deux facteurs. Ce qui est normal puisgsiegroupes n’ont encore subi aucun

traitement différentiel.

e Tests de mémoire :

Test au contexte

La figure 3.2.B montre la réponse conditionnée antexte évaluée au cours des 4
minutes du test. L'observation de cette figure mmmjue la réponse au contexte varie en
fonction du traitement regu par les individus. Efete alors que le taux de freezing est de
I'ordre de 60% pour les individus traités au ZnED{edntroles), il est de I'ordre 30% pour
ceux du groupe AP5 et ZNnEDTA+AP5 et denviron 18%umples individus du groupe
CaEDTA+APS5. L’'analyse statistique confirme cettesaiption des données puisqu’une
ANOVA révele une variation significative du taux ffeezing entre les groupes (#=s) =
9.309, p<0.001, R2=0.384). Le test post-hoc deheisconfirme une différence significative
du taux de freezing, entre le groupe contréle ZnEDEEL les groupes : AP5 (p = 0.003),
CaEDTA+APS5 (p < 0.001) et ZnEDTA+APS5 (p = 0.002).

Le test de Fischer révélent une diminution sigatfilement plus importante du taux
de freezing pour le groupe injecté au CaEDTA+APBrppport a celui injecté a 'AP5 (p =
0.032).

Par ailleurs aucune différence significative n’'&xisentre les groupes AP5 et
ZNEDTA+APS5 (p = 0.580), confirmant I'absence d'¢ffeopre du ZnEDTA seul.

Test au son
On peut observer sur la figure 3.2.C un taux tn@goirtant de freezing lors du test au
son pour les différents groupes, suggérant aineilgs différentes injections n'ont en rien

perturbé I'acquisition amygdalienne de la tachesstea-dire  I'association son-choc.
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L’ANOVA réalisée confirme I'absence de variatiomgificative des taux de freezing entre
les différents groupes (&44)=0.488, p = 0.692).

Test au contexte modifié

La figure 3.3 montre le comportement de freezimg @nimaux lors du test au
contexte modifié. On observe un faible niveau gmnée des individus, suggérant ainsi que
les animaux discriminent correctement le contexdecanditionnement du contexte modifié.
L’ANOVA confirme cette description, avec une absend’effet significatif du facteur
traitement (K3,44)= 0.363, p = 0.780).

FREEZING AU CONTEXTE MODIFIE (Rappel)
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Figure 3.3: Effets des 4 traitements (ZnEDTA, AP5, CaEDTA+ARBEDTA+AP5) administrés
immédiatement aprés le conditionnement sur le thufreezing et relevés lors du test au contexte
modifié.
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3.2. Discussion

Les travaux antérieurs avaient pour but de démohimgplication de la région CA3
de [I'hippocampe dorsal dans 2 types d’apprentissageppocampo-dépendants:
I'apprentissage spatial mis en évidence par ledestavigation spatiale en piscine de Morris
et I'apprentissage contextuel mis en évidence papdradigme de peur conditionnée au
contexte, et ce, en bloquant I'activité des ffmeoussues a l'aide de différents chélateurs de
zinc, soit pendant lacquisition soit pendant lansalidation. Nous rappelons que les
processus mnésiques se déroulent en 3 princigtpss : I'acquisition, la consolidation et le

rappel.

Pour bloguer le zinc de la région CA3, différentsets de chélateurs ont été utilisés :
le DEDTC, a action intra synaptique sur le zinciamdsire, et le CaEDTA, a effet extra
synaptique sur le zinc libre. Nous supposons quEHBTC agit sur les éléments vésiculaires
présents au niveau des terminaisons synaptiquebtdes moussues, a savoir : le zinc et le
glutamate. La chélation du zinc par le DEDTC vadapaerturber la co-libération de ces deux
éléments. L'injection de ces chélateurs peut see favant la séance d'apprentissage, de
maniére a perturber I'acquisition et la consoliolaticompte tenu de la durée d’action des
produits. De méme, nous nous attendons a pertgbécifiguement la consolidation en
injectant immeédiatement apres I'apprentissage.rElafiphase de rappel peut étre étudiée en
administrant les drogues juste avant le test dpelapl est important de souligner que ces

différents chélateurs ont une tres forte affinib@ple zinc et ne chélateront pas le calcium.

Les résultats precédemment obtenus au sein de tadicgatoire et utilisant un
paradigme de navigation spatiale en apprentissagygdé (une session d’apprentissage par
jour pendant 4 jours) ont montré I'implication ding via l'utilisation de DEDTC, dans
I'acquisition d’'une mémoire spatiale, mais non dsagonsolidation et son rappel (Bataille et
al., 2000). Par contre, le chélateur de zinc egthalaire (CaEDTA) ne généere aucune
perturbation. Cependant, l'utilisation d'un proteeaelativement massé (les 4 sessions
d’apprentissage sont faites de maniére consécstivaune seule journée et en 2-3 heures
environ pour 4 souris) en piscine de Morris a mMisézidence un effet du DEDTC sur
I'acquisition mais également sur la consolidatiomnd mémoire spatiale de référence
(Florian et Roullet, 2003). L’injection de CaEDTisfe aprés le conditionnement ne perturbe

en rien le profil de recherche de la plate-formerngettant ainsi aux auteurs d'utiliser le
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groupe injecté au CaEDTA comme contrdle. Nous posvsouligner ici I'importance du
protocole expérimental utilisé qui semble étre i@mé&nt important a considérer.

Dans le paradigme de peur conditionnée au contlextdocage réversible du zinc par
le DEDTC (Daumas et al., 2003) a permis de démouje la voie des FM est également
nécessaire a l'acquisition et la consolidation ’unémoire contextuelle, mais non a son
rappel. Il est important de rappeler que ce tyappfentissage présente une forte composante
émotionnelle et que I'apprentissage se fait de aranmassée, I'individu recevant en effet
deux associations chocs électriques-son en uneesé@mn5 minutes. De maniere inattendue,
la chélation du zinc extracellulaire par le CaEDd Aésulté en une altération de I'acquisition
et de la consolidation de la mémoire contextueltmtrairement aux résultats obtenus en
apprentissage spatial. Cet effet du CaEDTA estapkrurs spécifique, car dans les mémes
conditions, l'utilisation d'un chélateur saturé emc, le ZnEDTA, n’entraine aucune
perturbation. Il semble donc que le zinc libérésdnfente synaptique ait un effet propre sur

I'acquisition et la consolidation de cette tache.

La question soulevée ici est de savoir pour quealesons on observe une telle
différence d’effet du CaEDTA entre ces deux taghmstant hippocampo-dépendantes. Elles
sollicitent en effet les mémes réseaux hippocangsget nécessitent toutes deux la
constitution d’'une représentation mnésique spaf@der le Morris) ou configurale (pour les
test de peur au contexte). Nous pouvons supposecefiie dépendance hippocampique est
plus forte pour le test de navigation spatiale lesusouris injectées au DEDTC avant ou apres
I'apprentissage ne sont pas capables de retrdavecalisation correcte de la plate-forme
(Florian et Roullet, 2003 ; Bataille et al., 2000n peut considérer que cette dépendance est
plus modérée pour un apprentissage contextueledaux de freezing n’est jamais ramené a
zéro, quel que soit le traitement (DEDTC, CaEDT®n observe en effet toujours un

apprentissage résiduel (Daumas et al., 2003).

S’il est fort délicat d’envisager une implicatioifférentielle du zinc dans ces deux
types d’apprentissages, on peut cependant remagugeces trois taches (spatial distribué,
spatial « relativement »massé et massé en une s&ahee pour le contextuel) présentent un
protocole d’apprentissage différent, ce qui send@tte une composante essentielle a prendre
en compte. On a en effet un gradient entre unedaistribuée de I'apprentissage faite sur
quatre jours (Bataille et al., 2000), un appreaties « relativement » massé sur une demi-
journée (environ 2 heures) et un apprentissag@euti étre réalisé en une seule fois (2 essais
en 5 minutes). Or Kogan et al. (1997) ont souliflinéportance du protocole expérimental
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utilisé, car ils ont montré que des souris KO iphgour la protéine CREB exprimaient une
mémoire a long terme (contextuelle et spatialesgue normale quand le protocole utilisé
était distribué, alors que celle-ci se trouvaittdarent perturbée aprés un conditionnement
massé (Kogan et al., 1997). Ainsi par analogiesrmuvons supposer que les différences de
résultats en ce qui concerne la phase de congohdainésique pourraient s’expliquer par la
différence de procédure utilisée. La consolidatisemble rendue possible par un
apprentissage distribué en Morris, en raison duitiomnement se déroulant sur plusieurs
jours. Par ce biais, la consolidation pourraitasee malgré l'utilisation de DEDTC, ce qui est
impossible lors d’'un protocole massé en Morrissiagu’en contextuel ou méme le CaEDTA

altéere fortement la consolidation.

Pour expliquer ces résultats expérimentaux, nousy@t €galement nous intéresser
aux effets propres a chacun des chélateurs. Conoue havons vu précédemment, le
DEDTC agit au niveau de I'élément présynaptiqueaeempécher la libération du zinc et du
glutamate. Les travaux de Li et al. (2001, voir ralipont montré qu'’in vitro le zinc est
nécessaire a l'induction de la PLT des FM, car cim&ation du zinc génére un blocage de
celle-ci. De méme, nous savons que le glutamateéestssaire a 'induction de la PLT post-
synaptique au niveau FM-CA3.

Le CaEDTA, quand a lui, agit seulement au nivealadente synaptique en chélatant le zinc
apres sa libération lors de la transmission sygapti Cette chélation va donc empécher la
PLT induite par le zinc au niveau des fibres moeassuais ne perturbera en rien la PLT

postsynaptique induite par le glutamate seul.

Ainsi ces résultats suggerent une implication de 2t du glutamate dans I'acquisition
et la consolidation. Le zinc est nécessaire alitidn de la PLT des FM (Li et al., 2003) qui
est impliquée dans les processus d’acquisitioreatamhsolidation, il peut également jouer le
réble de neurotransmetteur atypique en pénétrans d@hément postsynaptique et en
interagissant avec de nombreuses cascades enzyasafitpkeda, 2000), et enfin il intervient
dans une forme particuliere de PLT, la PLT préstigap des FM, et qui est indépendante
des récepteurs NMDA (Nicoll et Malenka, 1995). Bheut donc se faire en I'absence de
glutamate. Le zinc semble également favoriser tesalidation.

Notre étude reprend les protocoles de Morris appcamtissage massé (Florian et al.,
2003) et d’apprentissage contextuel (Daumas et2803). On s'intéresse cette fois a
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dissocier les rdles respectifs du zinc et du glatenaprés leur libération, ce que l'utilisation
de DEDTC ne peut pas faire, puisqu’il empéchelérhtion de ces deux éléments a la fois.

Nos résultats en Morris montrent que le blocagdadixation du glutamate sur les
récepteurs NMA par 'AP5 empéche la consolidati@msd une procédure d’apprentissage
partiellement massé (I'apprentissage complet deegbigens consécutives se deéroule sur
environ 3-4 heures pour un groupe de 5 souris)oliderve en effet pour les individus traités
au : CaEDTA+AP5, ZnEDTA+APS et a I'AP5 une forterfpebation du profil de recherche
de la plate-forme, lors du test de biais spatial.nlEme, on confirme que le CaEDTA n’a pas
d’effet propre car les individus ayant recu du CaBBAPS5 ou du ZnEDTA+AP5 sont
pareillement perturbés.

La figure ci-dessous (Figure 3.4) regroupe l'endemites résultats obtenus en

contextuel par Daumas et al (2003) et ceux obtdaos le cadre de cette étude.
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Figure 3.4: Comparaison des taux de freezing moyens obtemsiglll test au contexte et induits par
les différents traitements réalisés dans le préseavail : ZnEDTA, AP5, CaEDTA+APS5,
ZNEDTA+APS et ceux réalisés précédemment (Daumak,&t003) : CaEDTA, DEDTC et NacCl.

On voit ici que la consolidation est maximale ptas groupes NaCl et ZnEDTA, c'est-a-dire
lorsque le glutamatet le zincsont présents. La consolidation est diminuée (trukeezing
de l'ordre de 40%) pour le groupe injecté au CaEBEAI, c'est-a-dire lorsque le glutamate

seul est présent. On observe une consolidationrermas faible induite par un injection
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d’AP5 ou de ZNnEDTA+APS5 (28% de freezing), enfinanne consolidation tres dégradée en
I'absence de zinet de glutamate (lot CaEDTA+APS). Il est intéressaamtremarquer que la
réaction au contexte induite par le DEDTC ou le D8E+AP5 est équivalente et trés basse.
On confirme bien que le DEDTC, en plus de chélderinc intravésiculaire, empéche
également la libération de glutamate, puisque $i@h @quivaut a une chélation du zinc libre

associée a un blocage des récepteurs NMDA au ghtiikam

Ainsi les procédures en piscine de Morris, queaieavec un apprentissage distribué
ou dans des conditions d’apprentissage relativem&ssé, permettent tout de méme la
consolidation, méme en I'absence de zinc (CaED@A)moment que le glutamate est libéré.
Par contre lors d’'un apprentissage a forte compgesamotionnelle effectué en une seule

séance (apprentissage contextuel), 'absence dgenurbe fortement la consolidation.

En comparant les résultats obtenus en fonctiom geedcédure d’apprentissage, nous pouvons

résumer ainsi I'action des différents traitemesuisla consolidation mnésique :

* Pour un apprentissage spatial en piscine de Moots obtenons :

A. Apprentissage distribué B. Apprentissage massé
Avec Sans
Avec Sans
glutamate glutamate
glutamate glutamate
—— avec zinc | Consolidation | Consolidation
avec zinc Consolidation | Non réalisé N o
mnésique mnésique
mnésique 3
normale défectueuse
normale
sans zinc Non réalisé Consolidation
mnésique sans zinc | Consolidation | Consolidation
normale mnésique mnésique
normale défectueuse

Figure 3.5 : Tableaux comparatifs schématiques des résutaenus dans le présent travail pour
un apprentissage massé (A) versus distribué (Bpistine de Morris. Comparaison du degré de
consolidation mnésique en fonction de la présend&absence de zinc et/ou de glutamate.
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* Pour un apprentissage de type contextuel dangagligane de la peur conditionnée au

contexte, nous avons :

Apprentissage massé

Avec glutamate

Sans

glutamate

avec zinc

Consolidation

mnésique normale

Consolidation
mnésique
défectueuse

sans zinc

Consolidation
mnésique

défectueuse

Consolidation
mnésique

défectueuse

Figure 3.6: Tableau représentant les résultats obtenus lora dpprentissage massé dans le

paradigme de la peur conditionnée au contexte.

On note la présence ou la diminution de la conatbd mnésique en fonction de la présence ou

I'absence de zinc et/ou de glutamate.

Aucun apprentissage de type distribué n'a été pdomstant décrit dans le cadre de

I'utilisation du paradigme de peur au contexte.
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CONCLUSION

Le but de ce travail était d’essayer de compreqdedle était I'implication particuliére
du zinc contenu dans les fibres moussues de ilanr€A3 hippocampique, lors
d’apprentissage spatial et contextuel aux vueséaesgtats expérimentaux précédemment
obtenus dans notre laboratoire.

A lissue de ce travail, nous pouvons conclure d& zinc et le glutamate sont
indispensables a la consolidation pour un apprades en une seule séance, comme c’est le
cas dans un apprentissage de type contextuelguerka procédure d’apprentissage est
partiellement massée, la consolidation peut seisgf¥alen l'absence de zinc (groupe
CaEDTA). Lorsque la procédure est tres distribudierfvalles de 24 h entre les séances), la
consolidation peut se faire en I'absence de zirdegjlutamate (groupe DEDTC). Il y a donc
compensation d’'une perturbation du systeme fibresssues - cellules pyramidales par le
protocole utilisé.

De maniere a vérifier ces hypotheses, il seraér@dsant de comparer des cas extrémes de
protocole en utilisant le test de peur conditionaé&ontexte avec :

- un apprentissage en un seul essai suivi de l'iojeat’'un des chélateurs. On peut
également augmenter l'intensité du choc électrigfie d’assurer un taux de
freezing équivalent a celui de la procédure a 2ies©n devrait alors avoir un
effet maximal du DEDTC et du CaEDTA+APS5 et qui agei/réduire le taux de

freezing a une valeur proche de zéro.

- un apprentissage en 5 essais ou bien un protocoititié de 2 essais par jour a 2
heures d’intervalle. Cela devrait permettre d’olsseuune tendance vers une effet
moyen induit par les injections d’AP5, de CaEDTAAE de DEDTC.

Ainsi, contrairement a notre hypothése de dépamsdaquelle nous avions suggéré
une éventuelle implication différentielle de I'hipgampe en fonction du type d’apprentissage
a effectuer (spatial versus contextuel), il senaileque les modalités de consolidation
puissent varier en fonction de la procédure d'apssage utilisée. En effet, les
apprentissages spatial et contextuel sont bierobgppo-dépendants et nécessitent tous deux
la présence du zinc et du glutamate pour une calagioin optimale. Cependant il apparait ici
que le choix de la procédure massée ou distribsarne composante essentielle lorsque le
fonctionnement de I'hippocampe est dégradé, ednilde qu’un protocole distribué permette
de pallier un blocage du réseau FM-CA3.
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TITRE : Interaction Zinc-Glutamate dans ’hippocampe dorsal de la souris.

RESUME: Cette étude a pour but de mieux comprendre lesseffu zinc et du glutamate dans I'’hippocampe
dorsal de la souris, ainsi que leurs rdles resfsedéins la consolidation mnésique. Pour cela, desssont été
soumises a un apprentissage de type contextued gtdparadigme de la peur conditionnée au conetxdeun
apprentissage spatial en piscine de Morris, avecpuocédure massée. Apres I'apprentissage, elleson des
injections dans la région hippocampique CA3 deéddfifits chélateurs du zinc et d’un antagoniste éepteurs
NMDA, ou bien d’'un mélange des 2.

La comparaison des résultats obtenus suite a whe s plusieurs sessions d’acquisition dansbtire d’'une
procédure massée ou distribuée, suggerent quenieefile Glutamate sont nécessaires pour la calagimn
mnésique dans des conditions d’apprentissage S\aos qu’'un apprentissage de type distribué etrait
une consolidation mnésique quand seul le glutamate zinc sont présents.

MOTS-CLES : Hippocampe, zinc, glutamate, apprentissage, chélation du zinc.

ENGLISH TITLE: Zinc-Glutamate interaction in dorsal hippocampus of mice.

ABSTRACT: In order to further understand the effects of zinc and glutamate in the dorsal
hippocampus of mice, and their specific effects on memory consolidation, mice were submitted to
contextual fear conditioning and spatial learning with massed practice, and then received
infusions in the CA3 area of different zinc chelators and an antagonist of NMDA receptors, or a
mixture of them.

Comparison of results obtained under a single session acquisition and multiple sessions learning
procedures under massed or distributed practice, suggest that both Zinc and Glutamate are
necessary for memory consolidation in the more stringent learning conditions, whereas

distributed practice could allow memory consolidation when only Zinc or Glutamate are present.

KEYWORDS: Hippocampus, zinc, glutamate, learning, zinc chelators.



