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RESUME

Etude de l'effet de la privation de sommeil

sur la mémoire consolidée chez Drosophila melanogaster

S’il est de plus en plus évident que le sommeil joue un réle crucial dans la
consolidation de la mémoire, nous ne connaissons toujours pas le rdle exact joué par le
sommeil lors de ce processus. L'objectif de ma theése a été de mieux comprendre les
interactions sommeil/mémoire. Pour cela, nous avons choisi d’étudier chez la drosophile
I’effet de courtes privations de sommeil sur la consolidation de la mémoire aversive olfactive.

Nous avons utilisé un protocole de conditionnement pavlovien qui permet aux
drosophiles d'associer une odeur a des chocs électriques. En fonction du conditionnement qui
est réalisé, deux types de mémoires consolidées peuvent étre formées: la Mémoire Résistante
a I'Anesthésie (MRA) et la Mémoire a Long Terme (MLT). Contrairement a la MRA, la MLT
dont la formation est dépendante d’une néo synthese protéique est couteuse en énergie.

Les résultats obtenus démontrent que MRA et MLT sont toutes deux affectées par de
courtes privation de sommeil, mais qu’elles deviennent insensibles a de telles privations si le
test mnésique est réalisé en fin de journée. Ces résultats mettent a jour : i) une interaction
fonctionnelle entre les étapes de consolidation et de rappel mnésiques, et ii) I’influence de
facteurs circadiens sur la sensibilité de la mémoire aux privations de sommeil. De plus, mes
résultats montrent qu’une privation de sommeil ayant lieu juste apres le conditionnement
exerce un effet bénéfique sur la consolidation de la mémoire.

Ce travail met donc en évidence la corrélation complexe qui existe entre le rythme
circadien, le sommeil, et les étapes de consolidation et de rappel des mémoires consolidées.

Mots clés: privation de sommeil, rappel mnésique, mémoire olfactive consolidée, rythme

circadien, pic d'activité, Drosophile, mutant de rythme circadien, DSCAM.






ABSTRACT

Effects of sleep deprivation on memory consolidation in Drosophila

If it is now widely accepted that sleep is important for memory consolidation, we do
not know the exact role of sleep in this process. The purpose of my thesis project was to
dissect the relationship between sleep and memory. To do so, we have analyzed the impact of
short sleep deprivations on olfactory memory consolidation in Drosophila.

In flies, a conditioning session, consisting of an odor associated with electric shocks,
induces associative olfactory memory. A massed conditioning generates a consolidated
memory form called Anesthesia Resistant Memory (ARM), whereas a spaced conditioning,
with rest intervals, induces Long-Term Memory (LTM). ARM and LTM can both last for
days but, importantly, unlike ARM, LTM is an energetically costly memory that depends on
de novo protein synthesis.

My results show that sleep deprivations affect LTM and, more unexpectedly, also
ARM. This effect can be compensated at the step of memory retrieval if flies are tested just
before lights-off, a period associated to an increase in fly locomotor activity. These results
highlight: i) a functional interaction between the consolidation and the memory retrieval
steps, and ii) that circadian factors influence the memory sensibility to sleep loss. Lastly, we
have also shown that a sleep deprivation taking place right after conditioning, not only does
not impair memory, but exerts a positive effect on memory consolidation.

This work points to complex correlations between circadian rhythms, sleep, and the
retrieval step of consolidated memories in Drosophila.

Key words: Drosophila, Sleep deprivation, memory retrieval, consolidation of olfactory

memory, circadian rhythm, activity peak, circadian mutant, DSCAM.
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INTRODUCTION

Notre laboratoire s’intéresse depuis de nombreuses années aux mécanismes
moléculaires et aux réseaux de neurones qui sous-tendent la mémoire chez la drosophile. Si
des liens entre la mémoire et le sommeil ont été établis, le role du sommeil lors des processus
de mémorisation est encore largement inconnu. Le sommeil reste 1’un des derniers mysteres
des neurosciences. Pourquoi toutes les especes étudiées a ce jour ont-elles besoin de dormir?
L’une des principales hypotheses pour expliquer le role du sommeil est qu’il permettrait de
réorganiser les connections synaptiques créées pendant la période d’éveil (Bushey et al.,
2011). Ainsi, seules les synapses pertinentes, par exemple celles formées pendant un
apprentissage, seraient conservées et renforcées. De telles étapes de sélection semblent
effectivement nécessaires car le cerveau ne peut former une infinit€é de connections

synaptiques.

La mémoire peut étre décomposée en trois phases principales: apprentissage,
consolidation et rappel mnésique. Le sommeil favoriserait 1’étape de consolidation, tandis que
I’encodage et le rappel mnésique auraient lieu plus efficacement pendant les périodes d’éveil.
La consolidation est un processus qui transforme les nouveaux souvenirs encore labiles en
une représentation stable capable de s'intégrer dans le réseau préexistant des souvenirs a long
terme. Or, la consolidation implique le retraitement actif des nouveaux souvenirs au sein des
réseaux neuronaux qui ont été utilisés pour les coder. Cette étape semble donc étre

incompatible avec le traitement des stimuli au niveau du cerveau pendant 1’éveil, ce qui
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Introduction

pourrait expliquer la caractéristique principale du sommeil qui est la perte de conscience
réversible. Ainsi I'encodage et la consolidation ne se perturbent pas, de telle sorte que le
cerveau n’ait pas I’'impression « d’halluciner » pendant la phase de consolidation (McClelland
et al., 1995). Des recherches récentes dans ce domaine ont fourni des renseignements
importants (qui seront développés dans l'introduction) sur les mécanismes au travers desquels

le sommeil permet la consolidation de la mémoire.

Mon projet de these principal a consisté en 1’étude du r6le du sommeil pendant I’étape
de consolidation de la mémoire olfactive chez la drosophile. Le sommeil est-il nécessaire pour
1'établissement des différentes formes de mémoire consolidée qui ont été décrites chez la
drosophile? Quelle est la fenétre de sensibilité des mémoires a une privation de sommeil apres
le conditionnement ? Ce sommeil est-il nécessaire, comme chez les mammiferes, pour le
transfert des mémoires entre différentes régions du cerveau ? Ce travail est la poursuite du

projet initié par Laurent Seugnet, ancien post-doctorant du laboratoire.

Comme nous le verrons a travers I’Introduction de ce manuscrit, la drosophile, utilisée
depuis plus de 30 ans pour I’étude de la mémoire, et depuis une 10°™ d’année pour 1’étude du
sommeil, est un bon modele pour 1’analyse des relations entre sommeil et mémoire. Mon
travail de these sera ensuite présenté en deux parties. La premiere partie présentera I’article
accepté pour publication dans le journal SLEEP. Dans cette étude, nous avons démontré que
les deux types de mémoire consolidée qui existent chez la drosophile sont sensibles a une
privation de sommeil, et que cette vulnérabilité dépend du moment de la journée pendant
lequel le test de mémoire est effectué. Puis, dans la seconde partie, je présenterai des résultats
non publiés sur I’effet d’une privation de sommeil juste apres le conditionnement, privation
qui provoque des conséquences assez inattendues. Enfin, I'annexe concerne 1'étude du rdle de
la protéine "Down Syndrome Cell Adhesion Molecule" (DSCAM) dans les processus

mnésique. Ce projet n'est pas traité dans l'introduction.
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1. Les avantages de la drosophile

L’étude de modeles insectes a permis de faire de grandes découvertes dans de nombreux
domaines des Sciences du Vivant. Par exemple, I’étude de la drosophile fut initiée en 1910
par ’américain Thomas Morgan qui recut le Prix Nobel en 1933. Partant de I’isolement de
drosophiles mutantes pour la couleur des yeux, Morgan et ses collaborateurs ont développé
des outils génétiques qui leur ont permis d’établir les premieres cartes génétiques et de

proposer la théorie chromosomique de 1’hérédité.

On s’était rendu compte a I’époque que I’irradiation aux rayons X ou 1’administration
par la nourriture d’agents mutagenes chimiques, induisaient des anomalies du développement.
Ces recherches ont été révolutionnées dans les années 1970-80 par I’avenement des méthodes
de la biologie moléculaire qui ont permis pour la premiere fois d’identifier les genes mutés et
de réaliser par la suite des études fonctionnelles. Ceci a conduit a développer chez la
drosophile la méthode des cribles génétiques dont les résultats sont inestimables pour la
biologie. Rappelons que les drosophiles sont de petite taille, a courte durée de génération, et

faciles a €lever en masse a faible cofit.

La premiere grande percée biologique basée sur ces approches chez la drosophile fut
le déchiffrage des mécanismes moléculaires du développement qui menent de I’ceuf fécondé a
un organisme multicellulaire complexe. Cependant, les méthodes biochimiques ne
permettaient pas d’identifier les facteurs qui contrdlent ces processus. C’est vers 1980 en
Allemagne que Christiane Niisslein-Volhart et Erich Wieschaus mirent en route des cribles de
mutagénese chez la drosophile dans le but d’identifier génétiquement les facteurs
responsables du développement. Ces cribles ont été extrémement fructueux et apres quelques
années, les biologistes ont commencé a comprendre les mécanismes moléculaires déterminant
la mise en place des axes antéro-postérieur et dorso-ventral, la segmentation du corps, et la

différenciation des structures spécialisées au sein de ces segments. De ces travaux a émergé
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pour la premiere fois une image cohérente des processus génétiques, moléculaires et
cellulaires qui concourent au développement d’un organisme multicellulaire. En trés peu de
temps, de nombreuses équipes a travers le monde ont montré que pratiquement tous les genes
impliqués au cours du développement de la drosophile posseédent des homologues chez les
mammiferes et chez I’Homme, et que ces geénes jouent des roles semblables dans le
développement de ces différents organismes. Ceci a mis en évidence la grande conservation
au cours de 1'évolution des molécules et des mécanismes qui controlent I'embryogenese et la

différenciation chez les organismes multicellulaires.

La liste des apports significatifs du modele drosophile ne s’arréte pas a la génétique du
développement. Ainsi les premiers génes qui sous-tendent les rythmes jour/nuit chez les
animaux ont été découverts chez la drosophile par Seymour Benzer (Konopka & Benzer,
1971). De tels genes ont ensuite été rapidement identifiés chez la souris et chez I’Homme, et
ce domaine de recherche est actuellement en pleine expansion. L’étude de la mémoire, du
sommeil, de la nutrition, de I’immunité, et beaucoup d’autres, ont bénéficié et continuent de
bénéficier du modele drosophile. Le séquencage du génome de la drosophile, accompli en
2.000, a révélé I’existence de 13.000 genes, et on a depuis découvert que 75% des genes
humains récemment impliqués dans des pathologies humaines présentent des homologues
chez I’insecte. La drosophile constitue en effet un modele d’étude avantageux pour certaines
pathologies, comme la maladie d’ Alzheimer (Goguel et al., 2011) ou celle de Parkinson (pour
revue (Whitworth, 2011)). De facon intéressante, la plupart des voies de signalisation qui
guident les processus basiques sont conservées des invertébrés aux vertébrés apres plus de
700 millions d’années d’évolution (Rubin et al., 2000). Enfin, d'un point de vue génétique,
I'un des avantages de la drosophile par rapport aux modeles mammiferes, est qu'il y a peu de

redondance au niveau des genes.

2. Anatomie du cerveau

Le cerveau de Ila drosophile, constitu¢ d’environ 100.000 neurones, est
fonctionnellement tres structuré (Ito et al., 2003). Le systeme nerveux périphérique de la
drosophile posseéde différentes voies spécifiques a 1’olfaction, la vision, la gustation et
I’audition, qui projettent sur des structures spécifiques du systéme nerveux central. Le
systtme nerveux central est divis€ en deux grandes parties: la chaine nerveuse ventrale
comprenant les ganglions thoracique et abdominal, et le cerveau. Comme chez les autres

insectes, les neurones sont unipolaires, avec les corps cellulaires massés a la périphérie du
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cerveau tandis que les projections dendritiques et axonales sont regroupées dans la masse
importante du neuropile. Le cerveau, composé de différents ganglions, est traversé par le tube

digestif de maniere antérograde. On distingue ainsi les ganglions supra- et sub-oesophagiens.

Le ganglion sub-oesophagien est le principal centre de traitement de la gustation. Ce
systeme nerveux permet a la drosophile de détecter essentiellement la nature sucrée ou amere

d’un aliment et sa concentration (Hiroi et al., 2002; Thorne et al., 2004; Wang et al., 2004b).

Le ganglion supra-oesophagien est composé de trois neuromeres: le protocerebrum, le

deutocerebrum et le tritocerebrum.

N

~
-

R

Figure 1 : Schéma du cerveau de la drosophile.

Les différentes structures du cerveau sont représentées en couleurs. En vert, les lobes optiques; en
jaune, les ganglions sous-oesophagiens; en rouge, les lobes antenaires; en bleu, les corps pédonculés;
en orange, le complexe central; en turquoise, le reste du neuropile entourant les corps pédonculés et le
complexe central. (Heisenberg, 2003)

Le protocerebrum, le plus important par sa taille et sa complexité, regroupe quatre
grandes structures : les deux lobes optiques, le complexe central, la pars intercerebralis et les
Corps Pédonculés (CPs) (Figure 1).

- les lobes optiques, situés de part et d’autre du cerveau, traitent les informations visuelles
provenant des yeux.

- le complexe central est localisé dans la partie centrale du cerveau. Il est composé du pont
protocérébral, du corps en éventail ("fan shaped body"), de deux nodules et du corps en
ellipse. Il recoit essentiellement des informations sur I’activité locomotrice, provenant de la

totalit€ du cerveau.
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- la pars intercerebralis, située dans la partie antérieure du cerveau, est composée de neurones
sécréteurs qui envoient des projections vers le ganglion tritocérébral (Strausfeld ef al., 1998)
et vers la partie ventrale et le thorax, notamment au niveau des corpora cardiaca et allata,
organe neuro-endocrine du thorax impliqué dans diverses fonctions comme la mue.

- les CPs (Figure 2) sont des structures situées de part et d’autre de 1’axe de symétrie du
cerveau et séparées du reste du neuropile par une fine couche de cellules gliales. C'est une
structure importante du cerveau mais non vitale (Heisenberg et al., 1985). Les CPs sont
connus pour &tre impliqués dans le traitement supérieur des signaux olfactifs, dans les
mécanismes d’apprentissage et de mémorisation (conditionnements olfactifs: pour revue, voir
(Waddell & Quinn, 2001; Wolf et al., 1998), comportement de cour: (McBride et al., 1999)),
dans la phase initiale des comportements adaptatifs complexes de choix (Tang & Guo, 2001;
Zhang et al., 2007), et dans la régulation du sommeil (Joiner et al., 2006; Pitman et al., 2006).

C'est pourquoi nous allons décrire cette structure en détail.

Corne
latérale

Tractus
antenno-glomérulaire —

Chaque CP est composé d’environ 2.000 neurones dits intrinseques, appelés cellules
de Kenyon, et de neurones dits extrinseques, afférents ou efférents (Ito et al., 1998). Les corps
cellulaires des cellules de Kenyon, situés dans la partie dorsale postérieure de chaque
hémisphere, projettent leurs dendrites dans les calices, structures volumineuses et arrondies
situées en dessous des corps cellulaires (Figure 2). Ces dendrites recoivent des afférences

olfactives provenant des lobes antennaires (par le tractus antenno-glomérulaire), et peut-€tre
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des afférences d’autres modalités sensorielles (Stocker et al., 1990). Les axones des cellules
de Kenyon projettent de maniere fasciculée pour former le pédoncule qui se termine au niveau
dorsal des lobes antennaires. A cet endroit, les axones se divisent pour former différents
lobes: trois lobes horizontaux (3, 3’ et v), et deux lobes verticaux (o et a’) (Crittenden et al.,
1998). 11 existe 3 types de cellules de Kenyon, celles dont 1’axone bifurque pour projeter au
niveau des lobes a et 3, celles dont I’axone bifurque pour projeter au niveau des lobes o’ et
[’, et enfin, celles dont I’axone ne bifurque pas et projette au niveau du lobe y. Les lobes
recoivent de nombreux neurones afférents provenant du neuropile, pouvant répondre a
plusieurs modalités sensorielles (pour revue, voir (Ito et al., 1998)). Les neurones efférents
des CPs ne renverraient pas les informations directement vers les zones motrices, mais
pourraient soit les connecter via plusieurs interneurones soit via les autres centres de

traitement du protocerebrum antérieur (Ito et al., 1998) .

Le deutocerebrum est composé principalement des lobes antennaires, centre de
traitement de 1’olfaction. L’olfaction est assurée par deux organes principaux: les antennes et
les palpes maxillaires. Les neurones olfactifs projettent via les nerfs antennaires ou le nerf
labial sur les glomérules des lobes antennaires. Les neurones efférents des lobes antennaires
projettent vers le protocerebrum, au niveau des CPs et de la corne latérale (Ito et al., 1998)
(Figure 2). Les CPs assureraient 1’intégration des stimuli olfactifs avec d’autres modalités
sensorielles (mémoire olfactive) et la corne latérale assurerait le comportement d’évitement
des odeurs aversives (Ito et al., 1998; Wang et al., 2003). La corne latérale recoit les
informations olfactives via les neurones de projection et est impliquée dans 1'évitement inné
des odeurs répulsives (Wang et al., 2003). Ainsi, chez la drosophile, deux voies olfactives
convergent sur la corne latérale: une voie innée d'évitement aux odeurs qui va directement des
lobes antennaires vers la corne latérale, et une voie qui provient des CPs et dont le signal est
modulé par I’apprentissage.

Le deutocerebrum comporte également les principales voies effectrices motrices du
comportement (« posterior slope ») (pour revue, (Ito et al., 1998)).

Enfin le tritocérébrum se compose de deux lobes relativement petits et bilatéraux a la
base du cerveau. La composition du tritocerebrum est encore mal définie, mais il serait
nécessaire afin d’établir des relations sensorimotrices entre le proboscis et la région digestive

(nerfs stomatogastriques).
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3.  Un modele pour I'étude du comportement

Malgré la relative simplicité de son cerveau (10° neurones contre 10° chez I'Homme), la
drosophile est capable de produire une variété de comportements complexes que 1’on peut
étudier en laboratoire. Par exemple, le comportement de cour (ou parade sexuelle), le vol, les
réflexes moteurs, [’apprentissage, 1’addiction aux drogues, les rythmes circadiens,
I’agressivité ou le sommeil. Il est important de noter que nombre de ces comportements sont
régulés par I’horloge circadienne interne. Ainsi, il est connu que I’horloge circadienne influe
sur la ponte (T et al., 2008), 1’éclosion (I’émergence des drosophiles de leur pupes se fait
préférentiellement le matin) (Konopka & Benzer, 1971), la modulation de la sensibilité aux
odeurs (Krishnan et al., 1999), la gustation (Chatterjee et al., 2010) la parade sexuelle et

I’apprentissage (Lyons & Roman, 2009).

La présence d’une horloge circadienne dans tous les organismes, des bactéries aux
mammiferes, souligne son réle fondamental dans la survie des especes. Cette horloge permet
a I’organisme d’adapter au mieux sa physiologie et ses comportements aux variations de sa
niche écologique (lumiere, température, présence de nourriture et de partenaire sexuel)

(Takahashi et al., 2008).

Les rythmes circadiens sont définis par trois propriétés principales: (i) ils sont
entrainés par des synchroniseurs ("zeitgebers", indices sur I’heure de la journée), tels que les
changements de lumiere et de température (Levine et al., 2002). Ceci permet de calibrer les
neurones de I’horloge par rapport a ’environnement. (ii) Ils persistent dans des conditions
constantes (obscurité constante), ce qui indique la présence d'une horloge autonome. (iii)
L'horloge est rythmée sur un cycle d’environ 24 h (circa = proche, dia = jour). Sur la base de
ces propriétés, les systemes circadiens sont organisés en trois parties principales: 1'horloge
interne de base qui maintient la période (le temps); les voies d'entrée, qui synchronisent
I'horloge avec l'environnement, et les voies de sortie, qui transmettent 1’information pour

organiser le comportement et la physiologie en fonction du temps.
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Les animaux peuvent étre classés suivant leur période d’activité, nocturne, diurne ou
crépusculaire. La drosophile fait partie de cette derniere catégorie car, lorsqu'elle est élevée a
25°C, elle présente 2 pics d’activité locomotrice au cours de la journée, un le matin et un le
soir (Figure 3). Des températures plus faibles inhibent le pic d’activité du matin, qui est ainsi
moins important, voire absent, a 18°C (Figure 3) (Zhang et al., 2010). On compte chez la
drosophile environ 80 neurones par hémisphere impliqués dans 1’horloge et qui sont divisés
en plusieurs groupes en fonction de leur localisation dorsale ou ventrale (Figure 4) (Chang,
2006; Shafer et al., 2006). Les neurones latéraux qui expriment le "pigment dispersing factor"
(PDF) sont impliqués dans l'induction du pic d'activité du matin (les "ventral lateral neuron"
LNv) alors que ceux qui n'expriment pas PDF sont impliqués dans le pic d'activité du soir (les

"dorsal lateral neuron" LNd) (Grima et al., 2004; Stoleru et al., 2004).
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4. Les outils de base

En plus d’un systeéme nerveux et d’un génome relativement simples, de nombreux

outils génétiques ont été développés avec succes chez la drosophile.

Les premiers mutants de mémoire olfactive identifiés ont été générés par des
mutagéneses au méthane sulfonate d'éthyl (EMS) (Dudai et al., 1976; Quinn et al., 1979), un
agent qui produit des mutations aléatoires ponctuelles. L.’avantage de cette technique de
mutagénese est qu’elle permet d’affecter un géne de maniere spécifique, contrairement aux
délétions qui recouvrent de larges zones du génome, et ainsi de corréler de maniere précise
une mutation a un phénotype donné. Néanmoins, les mutations ainsi générées sont
difficilement tracgables, et il est souvent compliqué d’identifier le gene affecté par cette

mutation.

Les transposons

Les transposons (présents naturellement chez différentes especes) sont des séquences
d’ADN mobiles capables de se déplacer dans le génome hote. Ces éléments transposent
directement sous forme d'ADN grace a la transposase. Ils possedent, a chacune de leurs
extrémités, un enchainement identique d'une trentaine de nucléotides, mais en ordre inversé,
formant deux séquences en miroir reconnues par la transposase. L’un de ces transposons,
I’élément-P, a été génétiquement modifié de telle sorte qu’il n'est plus capable de se déplacer
de facon autonome. La séquence codant la transposase a été remplacée par des séquences
codant un marqueur phénotypique qui permet de contrdler l'efficacité d’intégration de cet
élément, ainsi qu’un transgene d'intérét (la séquence sauvage ou mutée d'un gene, une

séquence ARNi...). En général, l'insertion de cet élément-P modifié se fait de facon aléatoire
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dans le génome, et peut ainsi €tre utilisé pour réaliser des mutagéneses. En effet, le plus
souvent son insertion provoque un défaut d’expression du gene dans lequel il s’est intégré. Il
existe aussi un systeme d'intégration de ces éléments-P modifiés qui est site-spécifique et qui

n'affecte pas I'expression des génes situés a proximité.
Cet outil a été adapté pour plusieurs problématiques :

- les techniques d’identification de séquences régulatrices: « enhanceur trap ».

Si I’élément-P contient le géne LacZ ou celui de la GFP par exemple, il peut servir pour les
mutagéneses tout en permettant la détection du patron d'expression du géne muté. En effet,
I’expression de la GFP devient dépendante des régions régulatrices du gene dans lequel
I’élément-P s’est inséré. Plusieurs mutants de mémoire ont ainsi ét€ identifiés, en criblant des
mutants présentant une expression préférentielle dans les CPs, le centre de la mémoire

olfactive (Dura et al., 1993; Skoulakis & Davis, 1996).

- controle spatial de I’expression d’un transgene.

A T’aide du systéme binaire Gal4/UAS®*™*, systéme d'activation de la transcription issu de la
levure, il est possible de controler spatialement I’expression d’un geéne situé dans un élément-
P. Un premier élément-P permet I’expression de la protéine Gal4 sous le contrdle de
séquences régulatrices spécifiques de régions ou types cellulaires d'intéréts (pilote
d’expression), tandis qu’un second élément-P contient un géne d’intérét situé en aval des
séquences régulatrices reconnues spécifiquement par la protéine Gald (UAS™). Le
transgene d’intérét sera donc exprimé dans les neurones ou Gal4 est exprimée.

Séquence régulatrice @

des CPs Elément-P 3IR

GFP exprimée
dans les CPs

AAAAA
ARNm de la GFP
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- controle spatio-temporel de I’expression d’un transgene.

Dans le but de restreindre 1'expression du transgene au moment choisi par 1'expérimentateur,
plusieurs systemes inductibles ont été développés.

(1) le systéme Gal80"“: la protéine Gal80®, inhibiteur spécifique de Gal4, est thermosensible
(elle change de conformation en fonction de la température) (Figure 6). Ainsi, a température
restrictive (< 30°C), la protéine Gal80“ se fixe sur la protéine Gal4, I’empéchant ainsi de
reconnaitre les séquences UAS®*. Le geéne placé en aval de 'UAS®* n’est donc pas
exprimé. A I'inverse, a température permissive (> 30°C), la protéine est dénaturée et ne peut
plus interagir avec Gal4 qui pourra alors activer ’expression du gene placé en aval de
PUAS*™ (McGuire et al., 2003).

(2) le systeme Gene-Switch : il code pour une protéine de fusion inactive: Gal4-Récepteur a
la progestérone. La conformation de cette protéine et donc sa capacité a se fixer sur les
séquences UAS* dépend de la présence de son ligand, le RU486 (Figure 6). Le géne en
aval des séquences UAS®** est exprimé uniquement lorsque les drosophiles ingerent le
RUA486 présent dans leur nourriture (Mao et al., 2004).

Le contrdle spatio-temporel de 1'expression des transgenes est un outil puissant pour réaliser

des études fonctionnelles.
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Figure 6 : Schéma des différents systemes permettant le controle temporel de 1'expression d'un
transgene.

Une séquence codant un ARNi (ARN interférent) est placée sous contrdle d’une séquence UAS®
(A) Avec le systtme binaire GAL4/UAS®*“, l'expression du transgéne n'est controlée que
spatiallement. L'expression de I'ARNi pendant le développement peut causer des défauts de mémoires
qui sont dus & un développement anormal de certains neurones. (B) A basse température (20°C), la
protéine GAL8SO0" se fixe sur le GAL4, inhibant son activité transcriptionelle. Lorsque les mouches
adultes sont transférées a haute température (30°C), la protéine GAL80® change de conformation et ne
peut plus se fixer au GAL4. L'activateur GAL4 peut activer la transciption des génes en aval des
séquences UAS*. (C) Avec le systeme Gene-Switch, en absence de RU486, la protéine de fusion
GAL4-Switch est inactive. Losque la drogue est ajoutée au milieu de culture, elle se fixe sur la
protéine de fusion GAL4-Switch et la protéine devient transcriptionnellement active. (Adapté de
Isabel & Preat 2008)

AL4

Controle localisé de I’activité neuronale

Plusieurs transgenes permettant un controle de 1’activité des neurones ont été développés chez
la drosophile. Par exemple, la toxine tétanique TNT permet de bloquer la transmission
synaptique en clivant la protéine Synaptobrévine qui est impliquée dans la libération des
vésicules synaptiques. Ainsi, I’expression de cette toxine, médiée par 1’un des systemes
Gal4/UAS®*, permet un blocage spécifique de la neurotransmission des neurones d'intérét
(Sweeney et al., 1995).

D'autres transgenes ont été développés afin de moduler plus précisément 1'activité neuronale:
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- Le géne shibire (shi) code une dynamine impliquée dans ’endocytose. Elle est essentielle
pour le recyclage des vésicules synaptiques. Un alléle thermosensible de ce gene, shi” a été
développé (Kitamoto, 2001). Cet allele est dominant et bloque le recyclage des vésicules
synaptiques a température restrictive (>29°C), entrainant un blocage rapide mais réversible de
la transmission synaptique (Figure 7). L utilisation d’un transgéne UAS®***-Shi® couplé a un
pilote d’expression Gal4 spécifique de certains neurones permet donc d’inhiber leur activité

pour une durée précise.
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- Le géne de la Channelrhodopsine 2 (ChR2) code un canal transmembranaire sensible a la
lumiere. Ainsi, I’application d’un stimulus lumineux entraine la dépolarisation et donc

I’activation des neurones exprimant ChR2 (Boyden et al., 2005; Nagel et al., 2005).

- Le geéne «transient receptor potential Al» (dTrpAl), code un canal ionique
thermosensible qui induit la dépolarisation des neurones lorsque la température est supérieure
a 30°C. A température restrictive (<30°C), les neurones fonctionnent normalement, et a
température permissive (>30°C), les neurones sont activés (Hamada et al., 2008 ; Parisky et

al.,2008).

38



Le modele Drosophila melanogaster

Imagerie in vivo

L’un des inconvénients majeurs dans 1’étude du fonctionnement du cerveau de la drosophile
est que les corps cellulaires des neurones sont de petite taille (moins de 5 pm). Il est ainsi
difficile de réaliser des études d’électrophysiologie afin de déterminer la séquence et les
niveaux d’activation des neurones au cours du temps. Néanmoins, des mesures indirectes de
I’activité neuronale sont possibles a 1’aide de sondes ratiométriques. Plusieurs sondes de ce
type ont été mises au point, permettant (i) de visualiser les changements de la concentration
intracellulaire en calcium : UAS®*™-GCaMP (Nakai et al., 2001), UAS “*"*-TN-XL (Mank et
al., 2006), UAS “*“_cameleon 2.1 (Miyawaki et al., 1999; Nakai et al., 2001), (ii) de mesurer
des variations de pH indiquant une libération de neurotransmetteurs: UAS“*“-SpH
(Miesenbock et al., 1998), et (iii), de mesurer directement I’activité kinase d’une protéine

comme la PKA avec la sonde AKAR (Zhang et al., 2001).

39






B. La mémoire

1. Introduction générale

La compréhension de la biologie de la mémoire reste 1'une des grandes quétes des
neurosciences. Comme nous I'avons mentionné plus haut, le processus de mémorisation peut

se décomposer en trois grandes étapes: I’apprentissage, la consolidation et le rappel.

Il existe suivant les especes, différents types de mémoire qui peuvent étre définis en
fonction de la durabilité des souvenirs. Chez 1'homme, on distingue ainsi la mémoire a court
terme (MCT, ou mémoire de travail) qui permet de se souvenir d'informations pendant
quelques minutes, et la mémoire a long terme (MLT) qui conserve durablement les
informations pendant plusieurs jours voire toute la vie. Cette derniere est subdivisée en 4
formes qui sont la mémoire épisodique, la mémoire sémantique, la mémoire perceptive et la
mémoire procédurale. Selon la théorie dominante, la consolidation de la MLT se déroule
pendant le sommeil (Diekelmann & Born, 2010). Les souvenirs sont alors transférés de
I'hippocampe vers le cortex. Ce transfert dépendrait d'ondes dites a front raide ("sharp
waves") générées dans lI'hippocampe, principalement pendant le sommeil lent (Buzsaki et al.,

1990).

Les formes élémentaires d’apprentissage et de mémoire ont été assez bien
caractérisées depuis les travaux d’Ivan Pavlov et d’Edward Thorndike durant la premiere
partie du 20°™ siécle. Ces travaux ont permis d’établir les concepts de base pour une étude
plus approfondie au niveau cellulaire. Ainsi, les recherches menées avec une approche
réductionniste radicale par Eric Kandel (Prix Nobel 2000) sur 1’aplysie (Aplysia californica)
ont permis des avancées majeures dans la compréhension des mécanismes biochimiques
impliqués lors de la formation de la mémoire. Ces travaux ont permis de déterminer que
I’apprentissage repose sur la plasticité synaptique, c'est a dire, des changements fonctionnels

d’efficacité de connections synaptiques.
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La formation de la MCT semble s’accompagner de changements post-transcriptionels,
et plus particuliecrement d’événements de phosphorylation qui modifient la fonction de
protéines synaptiques. Ceci aura pour conséquence le renforcement temporaire de connections

synaptiques déja présentes dans les réseaux de neurones qui contrdlent le comportement.

L’identification de protéines impliquées dans la formation de la MLT laisse a penser
qu’elle nécessite la modification de connections synaptiques de facon "permanente"
(renforcée). Ainsi, le processus d'encodage requiert des récepteurs a des neurotransmetteurs
(NMDA, DopR), des seconds messagers et leurs effecteurs (Ca**, Ca**/Calmodulin-dependent
protein kinase CaMKII, MAPK, PKA), et des facteurs de développement et de transcription
(BDNF, CREB). Plusieurs de ces protéines sont impliquées dans la néo syntheése protéique
qui semble donc étre la marque des processus de consolidation de la MLT. De plus, cette
synthese protéique doit se faire dans les heures qui suivent la fin du conditionnement. En
effet, une inhibition plus tardive de la synthese protéique n'a aucun effet sur la consolidation
(Sanes & Lichtman, 1999). Ces observations suggerent que la maintenance des traces de
mémoire ne se fait pas par une expression continue de ces molécules mais plutdt par le
maintient des modifications morphologiques qui ont eu lieu pendant la consolidation (Kandel,

2001).

En conclusion, alors que la MCT semble nécessiter une modification de 1’efficacité

synaptique, la MLT semble dépendre de changements dans le nombre de ces synapses.

2. Les différents paradigmes de mémoire chez la drosophile

Chez la drosophile, les larves ainsi que les adultes présentent une remarquable
complexité comportementale et il existe de nombreux paradigmes qui permettent 1’étude de la
mémoire. Il est ainsi possible d’étudier plusieurs types d’apprentissage: visuel, du
comportement de cour, de I’orientation spatiale, de I’extension du proboscis, de la
suppression de la phototaxie, de la mémoire olfactive appétitive et de la mémoire olfactive

aversive (chocs électriques ou chocs mécaniques).

Lors d'un conditionnement de comportement de cour, un male sexuellement mature est
placé avec une femelle déja fécondée qui rejette donc ses tentatives de parade sexuelle. Au
bout d’un certain nombre de rejets, les males apprennent a ne plus courtiser de femelles en

général (Ackerman & Siegel, 1986; Ejima et al., 2005). Un conditionnement court (1 h)
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permet de générer de la MCT alors qu'un conditionnement long (5 h ou bien 3 fois 1 h séparé

par des périodes d'isolation de 1 h) permet de générer de la MLT.

Les conditionnements olfactif appétitif et aversif sont des protocoles Pavlovien.
Comme le chien de Pavlov qui apprend a associer le son de la cloche a la présentation de
nourriture, les drosophiles a jeun apprennent lors d'un conditionnement appétitif a associer
une odeur a la présence de sucre. Lors du test de mémoire, les drosophiles iront
préférentiellement vers l'odeur qui était au préalable associée au sucre. A l'inverse, lors d’un
conditionnement olfactif aversif (Quinn et al., 1974), les drosophiles apprennent a associer
une odeur a des chocs électriques. Ainsi, lors du test de mémoire, les drosophiles éviteront

cette odeur.

a) Le conditionnement olfactif

Le conditionnement olfactif aversif fait partie des plus utilisés. Il a été mis en place
dans le début des années 1970 par Seymour Benzer. En effet, Chip Quinn et Bill Harris
réussirent a convertir Seymour Benzer pour qu’il transforme son emblématique appareil
permettant de séparer les drosophiles en fonction de leur phototaxie en une machine pour
étudier l'apprentissage. Cet appareil « rudimentaire » et manuel a permis l'isolement des
premiers mutants d’apprentissage ce qui a mis en évidence l'importance de la voie de ' AMPc
pour ce processus: dunce (dnc - qui code phosphodiestérase), rutabaga (rut - qui code
adénylyl cyclase) et amnesiac (amn) (Dudai et al., 1976 ; Livingstone et al., 1984 ; Quinn et
al., 1979). Par la suite, le champ d’étude de la mémoire olfactive chez la drosophile a franchi
une étape importante avec le développement d'un test de mémoire utilisant un T-maze (Tully
& Quinn, 1985), puis celui du barillet de conditionnement (Pascual & Preat, 2001) (Figure 8-
A). Ces avancées technologiques permettent de traiter en méme temps plusieurs groupes

d’individus et d’améliorer la reproductivité des expériences.
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Flux d’air:| Air Odeur 1 (CS+) | Air | Odeur 2 (CS-) | Air |

Chocs électriques: unnnnnnnnnnn

Le conditionnement et le test de mémoire sont effectués dans une piece ol
I’environnement est contrdlé (température, humidité, sources lumineuses et qualité de 1’air).
Dans ce paradigme, une 30"™ de drosophiles sont piégées dans chacun des six trous du
barillet. Chaque trou est recouvert d’une grille électrifiable, et les odeurs sont diffusées dans

le barillet par un systeéme de pompe (Figure 8-A).

Un cycle de conditionnement se décompose de la maniere suivante : une premiere
odeur aversive (le stimulus conditionné apparié¢ ou CS+) est diffusée en association avec une
série de chocs électriques (le stimulus non conditionné ou US), puis, apres une courte période
sans aucune stimulation, une seconde odeur aversive (le stimulus non-conditionné, CS-) est

présentée sans chocs électriques (Figure 8-B).

Lors du test de mémoire on met les drosophiles conditionnées en position de choisir,
en 1’absence de chocs électriques, entre les deux odeurs ("T-maze"; Figure 9-A). Le test est
réalisé dans le noir car les drosophiles sont naturellement attirées par la lumiere (phototaxie).
On calcule ensuite un score en fonction de la distribution des drosophiles observée apres une
minute en soustrayant le nombre de drosophiles du coté CS+ au nombre de drosophiles du
coté CS-, divisé par le nombre total (Figure 9-B). Pour éviter tout biais vers I’une des odeurs,
une population différente (du méme génotype) est ensuite conditionnée en inversant le CS+ et
le CS-. L’indice de performance (IP) correspond alors a la moyenne des scores des deux

expériences réciproques. Une distribution de 50:50 conduit donc a un IP = 0 (pas de

mémoire).
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A B
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3. Les différents types de mémoires

Il existe chez la drosophile différentes formes de mémoire qui présentent des
caractéristiques similaires a celles décrites chez les autres especes (pour revue: (Davis,
2005)). Ainsi, la formation de ces différentes mémoires dépend du conditionnement olfactif

aversif effectué (Tully et al., 1994):

- 1 cycle de conditionnement engendre la formation d'une mémoire qui est mesurable pendant
quelques heures. Cette mémoire est composée d'une partie labile qui est sensible a une
anesthésie par le froid et d'une partie résistante a une telle anesthésie (mémoire résistante a
l'anesthésie: MRA). La mémoire sensible a I'anesthésie correspond a la MCT entre O et 1 h et

a la mémoire a moyen terme MMT entre 1 et 5 h apres le conditionnement.
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- 5 cycles de conditionnement consécutifs (conditionnement massé) engendrent la formation
de mémoire consolidée mesurable pendant plusieurs jours (Figure 11). Cette mémoire est
essentiellement composée de MRA. 1l a été démontré dans notre équipe qu'il existe un effet
social lors du test de cette mémoire. En effet, le rappel est facilité lorsque les drosophiles sont

testées en groupe (Chabaud et al., 2009).

- 5 cycles de conditionnement espacés par des intervalles de repos de 15 minutes provoquent
la formation de MLT qui est mesurable pendant plusieurs jours (Figure 11). Cette mémoire
consolidée est elle aussi résistante a I’anesthésie par le froid, mais contrairement a la MRA, sa
formation est sensible a la présence d’un inhibiteur de la traduction, indiquant qu’elle est

dépendante d’une synthese protéique de novo (Tully et al., 1994).

100 B 10x spaced
® 10x massed
80 °1x

PERFORMANCE INDEX

RETENTION TIME (day)

Le modele classique de formation des différentes mémoires est linéaire. Selon ce
modele, la MCT serait initialement formée, puis elle se transformerait en MMT qui elle-
méme génererait via des processus de consolidation de la MLT et/ou de la MRA (Figure 12-
A). Cependant, notre laboratoire a proposé un modele ou la formation des deux mémoires
consolidées se fait en parallele mais de maniere indépendante (Figure 12-B). En effet,
plusieurs résultats on permis de proposer cette hypothese: (i) la MCT n'est pas totalement
effacée chez les mutants rut et dnc. Ceci suggere qu'il existe, en plus de la voie dépendante de
I'AMPc (MCT)), une voie indépendante (MCT,). De plus, (ii) la MRA est normale chez les

mutants rut et amn alors que la mémoire labile est fortement affectée. Donc la formation de la
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MRA semble étre indépendante de la voie qui conduit a la formation de la MCT, et de la

MMT. Il y a donc deux voies paralleles d'apprentissage.

A CREB
tequila
dunce crammer
rutabaga amnesiac MLT
APP ——» MCT ——» MMT <:
MRA
radish
B CREB
dunce tequila
rutabaga amnesiac crammer
APP1 ——» MCT 1 —» MMT ——» MLT
T
21
L |
|
radish '
APP 2 —» MCT 2 » MRA

Pour ce qui est de la relation entre la MRA et la MLT, I'étude de drosophiles "alpha-
lobes absent" (ala) dépourvues des lobes verticaux des CPs a été d'une grande aide. Les
expériences réalisées avec ces mutants spécifiques de MLT suggerent que les deux types de
mémoire consolidée sont exclusifs (Isabel et al., 2004). En effet, 5 h apres 1 cycle de
conditionnement, la MRA mesurée est normale, alors que 5 h aprés un conditionnement
espacé, il n'y a quasiment plus de mémoire chez ces mutants. Ces résultats suggerent donc que
la formation de la MLT (suite a un conditionnement espacé) provoque l'effacement la MRA.

Cette hypothese a récemment été confirmée par une autre série d'expériences (Placais et al.,
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2012). Dans cette étude, il a été démontré que les deux types de mémoire consolidée ne
peuvent coexister, et que de plus, I’inhibition de la MRA conditionne la transformation des
traces de mémoire précoce en MLT. La MRA permettrait ainsi de controler la formation de la

MLT, une mémoire dont la formation est plus couteuse en énergie (Mery & Kawecki, 2005).

4. Le centre de la mémoire olfactive: les Corps Pédonculés

Pendant longtemps la drosophile a principalement été considérée comme un excellent
véhicule pour identifier les «genes de la mémoire», puis l'avenement récent d’outils
génétiques sophistiqués qui permettent de manipuler I’activité neuronale a ouvert la porte a
I’étude des circuits neuronaux. Chez la drosophile, le centre de la mémoire olfactive est
composé des cellules de Kenyon et également des neurones extrinseques aux CPs qui jouent

un réle important durant la consolidation comme nous allons le décrire.

a) Etude de mutants avec des défauts anatomiques

L’implication des CPs dans la mémoire olfactive a été révélée par 1'étude d'une
collection de lignées mutantes avec divers défauts anatomiques au niveau du cerveau. Les
drosophiles avec des CPs anormaux sont capables de sentir les odeurs et les chocs électriques,
mais incapables d’associer ces stimuli (Heisenberg et al., 1985). D’autres expériences comme
l'ablation pharmacologique des CPs (avec de I'hydroxyurée) ont permis de confirmer cette

hypothese (de Belle & Heisenberg, 1994).

b) Cheminement de I'information olfactive

Les odeurs sont percues par les neurones olfactifs situés au niveau des antennes et des
palpes maxillaires. Ce sont les récepteurs olfactifs présents a la membrane de ces neurones
qui sont sensibles aux molécules odorantes. Chaque neurone olfactif exprime I'un des 61
récepteurs olfactif présents chez la drosophile (dans de rares exceptions ils peuvent exprimer

plusieurs récepteurs).

Les axones des neurones olfactifs projettent au niveau des lobes antennaires ol
l'information est transmise aux neurones de projection qui sont connectés aux CPs, et a la
corne latérale (Figure 2). Cette derniere est impliquée dans la réponse « innée » aux odeurs
aversives alors que les CPs jouent un rdle dans la voie de I’olfaction dépendante de

I’expérience ainsi que dans la réponse aux odeurs attractives.
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c) Transmission de I'information des chocs électriques

Plusieurs études ont démontré le role fondamental des neurones dopaminergiques,
neurones extrinseques aux CPs, pour la transmission de 1’information des chocs électriques.
Des expériences d’imagerie calcique ont permis de montrer que ce sont les neurones
dopaminergiques projetant sur les CPs qui répondent fortement aux chocs électriques
(Riemensperger et al., 2005). Les expériences de blocage synaptique ont confirmé que
I'activité de ces neurones est nécessaire lors du conditionnement aversif (Aso et al., 2010;
Schwaerzel et al., 2003). Enfin, les récepteurs a la dopamine (dopR(=Dumb ou dDAT) et
dopR2(=DAMB)) sont fortement exprimés dans les CPs (Han et al., 1996; Kim et al., 2003).
Les drosophiles mutantes pour DopR présentent des défauts d’apprentissage de mémoire
olfactive aversive bien que la réponse aux odeurs et la sensibilité aux chocs électriques soient
normales (Kim et al., 2007). Une étude récente a démontré que 1’expression du récepteur au
niveau des lobes y est suffisante pour permettre la formation de la MCT et de la MLT (Qin et
al.,2012). A ce jour, aucun rdle n’a été démontré pour le récepteur DopR2 (DAMB) dans la

formation de la mémoire.

d) Leréle des différents lobes

Comme nous 1’avons vu lors de la description des CPs, ceux-ci sont composés de
plusieurs lobes posant la question de leurs rdles respectifs lors des processus de mémorisation.
Cette question a été abordée par 1'étude de drosophiles mutantes ala sans lobes verticaux (o et
a’). De telles drosophiles sont spécifiquement affectées pour la MLT, établissant un lien

fonctionnel entre le lobe a et la MLT (Pascual & Preat, 2001).

L’un des moyens les plus utiles pour comprendre le role des différents types de
cellules de Kenyon dans la mémoire est de bloquer leur transmission synaptique a différentes
périodes, en exprimant par exemple la protéine Shi“. Il a été ainsi mis en évidence le role des
neurones o’/B’ pendant 1’apprentissage et la consolidation pour la mémoire a 3 h apres 1
cycle de conditionnement (Krashes et al., 2007). Pour la restitution de la MCT, la
neurotransmission des neurones projetant leurs axones au niveau des lobes a, 3 et y est
requise (Dubnau et al., 2001; Isabel et al., 2004; Schwaerzel et al., 2002). Enfin, le rappel des
mémoires consolidées (MRA et MLT) nécessite la neurotransmission des neurones o/f3

(Isabel et al., 2004).
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Des analyses d’imagerie calcique ont permis de préciser I’idée que 1’on a du role de
chaque lobe dans les différentes mémoires (Figure 13). La présence d’une trace mnésique
(réponse calcique plus élevée dans les neurones en réponse au CS+) est progressivement
détectée dans les différents lobes apres conditionnement. Ainsi, un conditionnement aversif
olfactif génere une trace mnésique immédiate (3-6 min) au niveau du lobe antennaire, une
région nécessaire pour la MCT (Yu et al., 2004). Ensuite, des traces mnésiques intermédiaires
(30 min a 1 h apreés le conditionnement) se produisent dans les neurones "Dorsal Paired
Medial" DPM (neurones qui innervent les CPs, au niveau des lobes a et a') (Yu et al., 2005)
ainsi qu'au niveau des neurones o'/p' (Wang et al., 2008). Apres un conditionnement espacé,
l'influx de calcium se produit dans les neurones o/} des CPs entre 3 et 9 h apres le
conditionnement, et persiste pendant 24 h (Yu et al., 2006). Cette trace est absente si la
synthese protéique est bloquée (Yu et al., 2006) et chez les mutants de MLT (Akalal et al.,
2011). Enfin, une seconde trace spécifique de la MLT apparait dans les neurones y plus de 24
h apres le conditionnement (Akalal er al., 2010). Aucune étude n'a analysée les traces

mnésiques apres un conditionnement massé.
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Par conséquent, les neurones a/f, o/f' et y sont fonctionnellement distincts, et les
sous-ensembles neuronaux des CPs sont séquentiellement impliqués dans la formation, la
consolidation et le rappel des différentes mémoires (Krashes et al., 2007). Les CPs constituent
donc une partie essentielle du réseau neuronal nécessaire pour la formation et le rappel de la

mémoire.

Il est probable que I'exposition a une odeur suscite une réponse comportementale chez
la drosophile qui dépend de l'intégration entre la voie des CPs et celle de la corne latérale. Si
la drosophile est naive par rapport a 1'odeur, c'est la voie de la corne latérale qui indiquera
quel comportement il faut adopter. Si la drosophile a eu une expérience préalable significative

avec l'odeur, c'est la voie des CPs qui peut prédominer.

La constatation que de nombreux genes liés a la mémoire sont fortement exprimés
dans les CPs conduit a I'hypothese qu’ils jouent un réle dans la mémoire au niveau des CPs.
Cependant, la plupart de ces genes sont également exprimés dans d'autres régions cérébrales
et, dans la majorité des cas, 1'importance de 1'expression au niveau des CPs dans la mémoire
n'a pas été formellement adressée. En fait, une premiere étude a suggéré que l'expression de
dnc en dehors des CPs est importante pour la MCT, alors que I'expression dans les CPs est
nécessaire pour les mémoires consolidées (Qiu & Davis, 1993). Récemment, il a ét€ montré
que la synthese protéique de novo n’est pas nécessaire dans les CPs pour la mise en place de
la MLT (Chen et al., 2012). Cette neo synthese protéique serait nécessaire dans les deux
neurones "dorsal-anterior-lateral" (DAL) (neurones qui sont connectés au niveau des calices
aux neurones o/} des CPs). De plus, ces neurones joueraient aussi un role pendant le rappel

de la MLT car leur blocage provoque un défaut spécifique de MLT.

e) Lerédle des neurones extrinséques

Pour ce qui est des neurones extrinseques, notons (en plus de celui des neurones
dopaminergiques) le réle des 2 neurones DPM qui projettent leurs axones sur les CPs. Chaque
axone se sépare en deux, un neurite projette sur les lobes verticaux (a et a') et l'autre sur les
lobes horizontaux (3, ' et y). Les DPM sont impliqués dans un premier temps pour la
formation de la MMT via la libération du peptide amnesiac sur les lobes o' et f3'. Le récepteur
n'a pas été identifié, mais des études biochimiques laissent penser que le peptide amnesiac
pourrait moduler 1'activité de I'adénylyl cyclase rut, et donc la quantité d'AMPc présent dans
la cellule. Dans un second temps, la formation de la MRA nécessite la libération de sérotonine

des DPM sur les lobes a et B (Lee et al., 2011). L'activation du récepteur SHT1A au niveau
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de ces neurones provoque la diminution de la concentration en AMPc, et l'activation des

phospholipases C. Ceci aura donc pour conséquence de réduire 1'activité de la PKA.

Les neurones "Anterior Paired Lateral" APL ont aussi été identifi€s comme jouant un
role dans l'apprentissage. Ces neurones sont GABAergiques et la réduction de la synthése du
GABA de ces neurones provoque une augmentation de l'apprentissage. Les neurones APL
semblent donc libérer du GABA pour inhiber 1'apprentissage au niveau des récepteurs RDL

des CPs (Liu & Davis, 2009).

Récemment, une équipe a mis en évidence la présence de jonctions communicantes
(gap-junction) entre les DPM et les APL. Ils ont démontré que ces jonctions hétérotypiques
permetraient de synchroniser ces neurones ce qui favoriserait la formation de la MSA (Wu et

al.,2011).

5. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la formation de la
mémoire

L'objectif de cette partie est de décrire les principaux acteurs moléculaires impliqués

dans la formation des différentes mémoires.

a) La mémoire a court terme

La cascade AMPc/PKA

Des cribles réalisés pour identifier des mutants d'apprentissage et de mémoire ont mis
a jour deux composants de la voie de I'AMPc : le géne dnc qui code une phosphodiestérase
(Byers et al., 1981; Dudai et al., 1976 ), et le géne rut, qui code une adénylyl cyclase
(dépendante du Ca2*/calmoduline) (Levin et al., 1992; Livingstone et al., 1984). En accord
avec les études sur les mutants anatomiques, il a été démontré que ces deux protéines sont
préférentiellement exprimées au niveau des CPs (Han et al., 1992; Nighorn et al., 1991 ).
Rutabaga pourrait jouer le rdle de détecteur de coincidence (Gervasi et al., 2010) entre
l'odeur et les chocs électriques en étant activée spécifiquement dans un nombre limité de
cellules de Kenyon par des vagues de Ca® suivant la dépolarisation des neurones de
projection (information du CS+) et la fixation de monoamines (information de 1'US) sur les
récepteurs couplés aux protéines G. Chez un mutant rut, 1'expression sélective du gene
rutabaga dans les lobes a, 3 et v des CPs a I'dge adulte, restaure la mémoire a un niveau

sauvage (Mao et al., 2004; McGuire et al., 2003; Zars et al., 2000).
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Plusieurs autres génes dont la fonction est située en amont de celle de la PKA ont été
impliqués dans la formation de la mémoire: nfl (Ho et al., 2007); une sous-unité de la
protéine-G de type Sa (Connolly et al., 1996) et nebula/ sarah (un inhibiteur de la
calcineurine) (Chang et al., 2003).

Le systtme GABAergique est lui aussi impliqué dans la formation de la mémoire. La
diminution de l'expression du récepteur GABA, Rdl augmente la mémoire alors qu'a
l'inverse, la sur-expression de ce récepteur induit des défauts de mémoire. Rdl dans les CPs
semble inhiber I'apprentissage en modulant les entrées des informations olfactives (Liu et al.,
2007). Un lien entre le récepteur Rdl et la voie de 'AMPc a été établi car l'absence du
récepteur ne permet pas d'améliorer la mémoire chez le mutant rut. Ceci suggere que rutabaga

agit en aval du récepteur GABA, (Liu et al., 2009).

La PKA est une protéine tétramérique composée de deux sous-unités régulatrices et
deux sous-unités catalytiques. Elle est préférentiellement exprimée dans les CPs (Crittenden
et al., 1998 ; Skoulakis et al., 1993). Lorsque la concentration d’AMPc augmente dans la
cellule, celui-ci se fixe sur les sous-unités régulatrices qui relarguent alors les sous-unités
catalytiques, leur permettant ainsi de phosphoryler leurs cibles. L’induction d’un inhibiteur de
la protéine kinase (PKI) une heure avant le conditionnement induit un défaut d'apprentissage
(Drain et al., 1991). Un crible de lignées exprimant Gal4 dans les CPs a permis d’identifier
des alleles mutants du géne Pka-C1 (DCO) codant pour la sous-unité catalytique de la PKA.
Une réduction de 80% de I’expression de DCO entraine un sévere défaut d’apprentissage (Li
et al., 1996; Skoulakis et al., 1993). Enfin, une derniere étude a permis de déterminer que la
sous-unité régulatrice de type I (Pka-R1) est exprimée dans les corps cellulaires des CPs et
que des mutants de cette sous-unité présentent des défauts d’apprentissage (Goodwin et al.,

1997).

Voie indépendante de la cascade AMPc/PKA:

La protéine hétérotrimérique G(o0) est activée par des récepteurs couplés aux protéines
G (GPCR) et participe a de nombreuses voies de signalisation cellulaire. L’inhibition de cette
voie de signalisation dans les CPs de mouches adultes entraine un défaut de mémoire
immédiate (Ferris et al., 2006). Le défaut de mémoire observé est plus important dans un
contexte rut, suggérant que la voie d’apprentissage de G(o) serait indépendante de la voie
AMPc. La fonction de cette protéine pendant 1’apprentissage reste encore a déterminer, mais
elle pourrait inhiber les canaux Ca®* voltage-dépendant, restreignant ainsi la libération

synaptique a certains neurones des CPs (Ikeda, 1996).
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L'inhibition de l'activité de la protéine Rac (famille rho-GTPase) provoque une
augmentation de la mémoire. A l'inverse, une augmentation d'activité engendre un déclin de la
mémoire plus rapide. Cette protéine, qui agit entre autres sur la régulation du cytosquelette,

serait donc impliquée dans I'effacement de la mémoire (Shuai ez al., 2010).

Ces résultats montrent que les voies moléculaires impliquées dans I’apprentissage seraient

plus nombreuses et plus complexes que ce que 1’on a cru pendant longtemps.

b) La mémoire résistante a I'anesthésie

Chez le mutant radish (rsh), 1a mémoire résiduelle aprés 1 cycle de conditionnement
est effacée par une anesthésie par le froid (Folkers et al., 1993). Ainsi, la protéine codée par le
geéne rsh est requise pour la consolidation de la MRA. Cette protéine est tres fortement
exprimée dans les CPs, suggérant que la formation de la MRA a lieu dans les CPs (Folkers et
al., 2006). Si la fonction moléculaire de la protéine RSH reste inconnue a ce jour, on peut
noter qu’elle présente un site de liaison avec la protéine RAC1 et de nombreux sites de
phosphorylation par la PKC et la PKA. Ainsi, la PKA pourrait également jouer un rdle dans la
consolidation de la MRA.

En effet, il a été€ découvert qu’une réduction de 50% de 1'activité de la PKA chez des
mutants hétérozygotes DCO/+ entraine une augmentation de la mémoire entre 3 a 5 heures
apres conditionnement (Horiuchi et al., 2008). Cette augmentation de mémoire perdure apres
application d’un choc par le froid, suggérant que cette extra-mémoire est de la MRA. Par
ailleurs, 1’expression d’une PKA sauvage dans les CPs inhibe la formation de cette extra-
mémoire chez un mutant hétérozygote DCO/+ (Horiuchi et al., 2008). Ces résultats ne
contredisent pas nécessairement ceux obtenus sur le rdle de la PKA pendant 1’apprentissage
car il faut atteindre une forte chute d’activit¢ de la PKA (80%) pour observer un défaut
d’apprentissage (Li et al., 1996; Skoulakis er al., 1993). Ainsi, la PKA jouerait un rdle
inhibiteur dans la formation de la MRA en plus de son role positif pour la formation des MCT

et MMT.

La protéine kinase M atypique (aPKM) est une isoforme tronquée et constitutivement
active de la protéine kinase C atypique (aPKC). L'expression de cette aPKM apres
conditionnement augmente la mémoire apres un protocole massé, alors que son inactivation la
diminue. Chez le mutant radish, la surexpression de 1'aPKM permet d'augmenter la MRA

(Drier et al., 2002). Ainsi, I’aPKM jouerait un role dans la formation et la consolidation de la
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MRA indépendamment ou en aval de RSH. Néanmoins, les mécanismes et les lieux d’action

de I’aPKM restent inconnus a ce jour.

Il est intéressant de noter aussi le réle de 2 protéines présynaptiques impliquées dans le
relargage vésiculaire, la synapsine et bruchpilot (BRP). La protéine synapsine est impliquée
dans la MSA (Knapek et al., 2010) alors que BRP est préférentiellement requise pour la MRA
(Knapek et al., 2011).

Enfin, la sérotonine joue un rdle dans la formation de la MRA. Celle-ci est améliorée
si le taux de sérotonine est artificiellement augmenté. A l'inverse, une diminution du taux de
sérotonine inhibe la formation de la MRA (Lee et al., 2011). La sérotonine impliquée dans la

formation de la mémoire est libérée par les neurones DPM qui projettent sur les CPs.

c¢) La mémoire along terme

Régulation de la transcription

Peu d’études ont démontré un role direct de la PKA dans la MLT chez la drosophile.
Néanmoins, des travaux ont montré le réle d’une protéine d’ancrage a la PKA "A-kinase
anchoring protein" (AKAP) dans la formation de la MLT. L’AKAP Yu est une protéine
capable de fixer la PKA, restreignant ainsi son activité a un sous-domaine cellulaire. Elle est
exprimée fortement dans les lobes a' et §' des CPs, et le mutant yu présente un défaut
spécifique de MLT. L’expression d’un transgéne yu" dans les CPs d’une drosophile adulte,
sauve la perte de MLT observée dans le mutant yu (Lu et al., 2007), suggérant un rdle
physiologique de cette AKAP, et montrant ainsi I’importance de la localisation subcellulaire

de la PKA dans la formation de la MLT.

La PKA serait capable d’activer des facteurs de transcription de la famille Creb, en
réponse a une augmentation d’AMPc (Bacskai e al., 1993). Le geéne creb2 est un gene
complexe codant au moins sept isoformes différentes dont la forme dCreb2-a, activatrice, et la
forme dCreb2-b, répresseur de la transcription (Yin et al., 1995). L'activation de la
transcription de certains genes par CREB est requise pour I’élaboration de la MLT (Perazzona
et al., 2004; Yin et al., 1994). Ainsi, la protéine CREB jouerait un rdle important dans la
formation de la MLT via son role d’activateur de la transcription. Néanmoins il reste encore a

déterminer s’il existe des isoformes activatrices capables d’augmenter la MLT.

L'étude du gene Notch a permis de confirmer 1’'importance de la régulation de la
transcription pour la formation de la MLT. Le gene Notch code un récepteur

transmembranaire. En réponse a la fixation de ligands sur sa partie extracellulaire tels que
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Delta, la protéine Notch est clivée, et la partie cytoplasmique est adressée au noyau pour
activer la transcription de genes cibles (Kidd er al., 1998Schroeter, 1998 #2444; Struhl &
Adachi, 1998). L’inactivation de Notch dans les CPs adultes entraine un défaut spécifique de
MLT (Presente et al., 2004). A l'inverse, la sur-expression de Notch chez l'adulte permet aux
drosophiles de former de la MLT apres seulement 2 cycles de conditionnement (Ge et al.,

2004).

Un partenaire potentiel de Notch jouant un role dans la formation de la MLT a été
identifié. Le geéne neuralized (neur) code une ubiquitine ligase E3, nécessaire pour la
régulation de Notch pendant la neurogenese. Le mutant hétérozygote neur présente un défaut
de MLT spécifique et la sur-expression de neur” dans les neurones périphériques des lobes o
et p augmente la MLT (Pavlopoulos et al., 2008). Ces résultats confirment I’importance de la

voie Notch dans la formation de la MLT.

Régulation traductionnelle et post-traductionnelle

A T’aide d’un crible comportemental et d’une étude de puces a2 ADN, plusieurs
protéines impliquées dans la localisation des ARNm et dans la traduction ont été décrites
comme jouant un role dans la formation de la MLT (Dubnau et al., 2003):
- Pumilio, un répresseur de la traduction dont le rdle dans la régulation de la traduction
localement dans les oocytes a été€ démontré.
- Staufen et Oskar, impliqués dans la translocation de ribonucléoprotéines-elF-5, un facteur
d’initiation de la transcription. Ces protéines sont exprimées majoritairement dans les CPs, et
des mutants de ces protéines présentent tous des défauts de MLT. Ces différents résultats
montrent que la formation de la MLT requiert une régulation de la traduction des ARNm

localement, soit au niveau des calices post-synaptiques, soit dans les lobes pré-synaptiques.

Une autre étude a montré I’'importance de la régulation de la synthese protéique, et
notamment de la voie de la kinase II calmoduline-dépendante (CamKII), impliquée dans la
plasticité synaptique chez les mammiféres pour la formation de la MLT (Kelleher et al.,
2004). 11 a aussi été montré que la formation de MLT requiert un adressage précis de cette

protéine au niveau post-synaptique dans les neurones de projection.

Plusieurs geénes ayant un rdle potentiel dans la régulation de la stabilité des protéines
ou dans le niveau d'expression des protéines nécessaires pour la MLT ont été identifiés:

Crammer (protéine inhibitrice des cystéine protéases) (Comas et al., 2004); Fmrl ("fragile X
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mental retardation") (Banerjee et al., 2010); Tequila (neurotrypsine), et Debra qui est un

médiateur de la dégradation protéique via le lysosome (Kottler ez al., 2011).

L’activation de la transcription ainsi que le contdle subcellulaire de la traduction et
celui de la stabilité des protéines induisent des modifications structurelles de neurones qui

permettent la stabilisation des traces mnésiques.
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C. LE SOMMEIL

1. Introduction générale

N

Le sommeil est conservé a travers toutes les especes animales étudiées jusqu'ici
(Cirelli & Tononi, 2008), et est nécessaire pour maintenir la fonction et les performances
cognitive (Killgore, 2010). Le sommeil doit donc avoir au moins un réle fondamental, une
fonction conservée qui est nécessaire, et/ou dont les avantages l'emportent sur ses
conséquences néfastes (période ou I’animal est plus sensible aux prédateurs). Actuellement, il

n'existe pas de consensus sur ce que cette fonction pourrait étre.

Pendant le sommeil, la taille et le nombre de synapses diminuent (Bushey et al.,
2011). 11 se produit aussi une augmentation pendant 1'éveil de l'expression des protéines
impliquées dans la potentialisation a long-terme et une augmentation pendant le sommeil de
molécules impliquées dans la dépotentialisation (Cirelli et al., 2004; Cirelli et al., 2005b;
Mackiewicz et al., 2007), comme la calcineurine. Le processus de dépotentialisation
exercerait un effet bénéfique pour la fonction neuronale en permettant une économie d'énergie
et d'espace. Il permettrait ainsi de conserver et de renforcer les traces importantes issues de
l'activité d’éveil.

Dans le sens large, le sommeil est défini comme une période d’inactivité. Cette
période est associée a diverses caractéristiques qui sont communes aux drosophiles et aux
mammiferes (Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000). L'utilisation d'organismes
« simples » comme le poisson zebre, le nématode et la drosophile a été d'une grande aide pour
caractériser les mécanismes du sommeil (Cirelli & Tononi, 2008; Crocker & Sehgal, 2010;
Harbison et al., 2009; Zimmerman et al., 2008). L’ensemble de ces travaux suggerent que les
voies biochimiques impliquées dans le controle du sommeil sont les mémes chez ces
organismes que chez les mammiferes (Shaw & Franken, 2003) (pour revue (Cirelli, 2003; Ho

& Sehgal, 2005)).

Chez I'homme, le sommeil lent ("slow wave sleep" SWS ou NREM-sleep) comporte

quatre stades qui se succedent (pour revue (Diekelmann & Born, 2010)), toujours dans le
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méme ordre, lors de cycles de 70 minutes environ (Figure 14). C'est d'abord le sommeil 1éger
(stade 1 et 2) : le cerveau génere alors des ondes lentes (5 a 7 hertz puis 12 a 16 hertz).
Ensuite, la fréquence des ondes lentes diminue (1 a 3 hertz) alors que leur amplitude et leur
abondance augmentent: c'est le sommeil profond (stade 3 et 4). Les cycles de sommeil lent
sont entrecoupés par un sommeil avec des mouvements rapides des yeux ("rapid eye
movement" REM-sleep). Ce dernier est appelé « sommeil paradoxal » car il est caractérisé par
une activité cérébrale intense, comparable a celle de 1'éveil, et par 1'absence de tonus
musculaire. Une nuit comprend quatre ou cinq phases de sommeil paradoxal ; mises bout a
bout, elles représentent une durée de 1 heure a 1 heure 30 minutes, soit environ 15 % a 20 %
de la durée totale du sommeil. Chez la plupart des mammiferes, le sommeil s'organise ainsi,
en cycles de quelques dizaines de minutes, avec la méme alternance de sommeil lent et de

sommeil paradoxal.

=TT
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Stage 4 — b

Early sleep Late sleep

Yaie gl REM sleep M

\ I \ ‘ i
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2. Le sommeil chez la drosophile

Chez la drosophile, les études du sommeil reposent principalement sur la technologie
de laser qui a été a l'origine congue pour étudier le comportement circadien (Figure 15). Les
périodes de sommeil et d’éveil sont ainsi définies en fonction des mesures de l'activité

locomotrice.

Chez la drosophile, le sommeil est défini comme une période d'immobilité = 5 min qui

est caractérisée par:

- une augmentation du seuil d’excitabilité, caractéristique essentielle permettant de
distinguer le sommeil du repos (Bushey et al., 2007; Bushey et al., 2009; Cirelli et al.,
2005a).

- un rebond de sommeil a la suite d'une privation de sommeil, ce qui correspond a une
réponse homéostatique (Hendricks et al., 2000; Huber et al., 2004; Shaw et al., 2000). De
plus, une privation de sommeil prolongée (environs 60 h) provoque la mort (Shaw & Franken,

2003; Shaw et al.,2002).

- une corrélation entre 1'état de sommeil et le réduction de 1'activité cérébrale (mesure
électrophysiologiques par "local field potential") (Nitz ef al., 2002; van Swinderen et al.,

2004).

- une modification de ’expression des genes (Cirelli et al., 2005b; Zimmerman et al.,
2006). Ainsi, I'éveil est associé a la transcription de génes impliqués dans la réponse au stress,

facteurs de transcription, réponse immunitaire, transmission glutamatergique. Ceux associés
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au sommeil sont impliqués dans le métabolisme des lipides, le recyclage de la membrane, et

le développement du systéme nerveux.

- des périodes de sommeil qui surviennent principalement la nuit et qui sont entrainées
par le rythme circadien (Hendricks et al., 2000; Shaw et al., 2000). Néanmoins les
drosophiles dorment aussi le jour (425 min a 18°C soit 41 % du sommeil sur une journée),

mais ce sommeil est plus fragmenté.

- des périodes de sommeil qui sont plus abondantes chez des drosophiles jeunes que

chez des drosophiles agées (Koh et al., 2006; Shaw et al., 2000).

- enfin, les hypnotiques et certains stimulants (par exemple, la caféine et la modafinil)

affectent le sommeil (Shaw et al., 2000).

Le sommeil des drosophiles et des mammiferes partage donc les mémes caractéristiques

principales.

L'analyse de la qualité du sommeil se fait principalement sur la durée des épisodes de
sommeil et sur le nombre de ces épisodes (Borbely, 1982). Il faut noter que le sommeil peut
étre trés variable d'un individu a l'autre car c¢’est un comportement complexe qui dépend de
facteurs génétiques et environnementaux. Le contréle du fond génétique et I’analyse de
nombreux individus permet néanmoins d’étudier 1’effet d’'une mutation par rapport a une

souche de référence « sauvage ».

3. Les coprs pédonculés: centre de controle du sommeil

Chez la drosophile, les techniques de cribles génétiques classiques ont permis
d’identifier de nombreux composants moléculaires. Les geénes isolés a partir des cribles
génétiques comprennent ceux codant: Shaker (canal potassique voltage-dépendant), plusieurs
neurotransmetteurs (dopamine, octopamine et sérotonine), des molécules qui font partie de la
voie de I'AMPc, des stéroides, des protéines de choc thermique ou chaperons, des protéines
impliquées dans le rythme circadien, des protéines impliquées dans le transport des ARNm

(Fmr1) et des protéines qui jouent un rdle dans la structure de la chromatine.

Des recherches antérieures avaient révélé que nombre de ces genes étaient également
importants pour l'apprentissage et/ou la mémoire (donc la plasticité synaptique). Il a été
démontré que I’expression de la plupart de ces genes est fortement enrichie au niveau des

CPs, centre de la mémoire olfactive. D'autres études sont venues confirmer cette corrélation
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positive entre la plasticité synaptique et le besoin de sommeil. En effet, 1'exposition a un
environnement enrichie qui va accroitre la force synaptique dans plusieurs circuits neuronaux
provoque une augmentation de la quantité de sommeil (Bushey er al., 2011; Ganguly-

Fitzgerald et al., 2000).

Un criblage anatomique a I’aide de la protéine Shi'® a permis d’identifier les structures
du cerveau qui régulent le sommeil. Cette étude a confirmé le role des CPs dans ce processus
car c'est le blocage de cette structure qui produit la plus grande réduction du temps de
sommeil (Pitman et al., 2006). Comme il a été démontré que la durée du sommeil est
inversement proportionnelle a 1’activité de la PKA (Hendricks et al., 2001), Joiner et al. ont
exprimé une isoforme constitutivement active de la PKA dans différents sous-types de
neurones et ont ainsi confimé 1'importance des CPs (Joiner et al., 2006). Récemment, d’autres
neurones (« ExFI2 ») jouant un réle dans le sommeil on été identifiés par 1’équipe de Paul
Shaw (Donlea et al., 2011). Il s’agit de neurones qui projettent au niveau du corps en éventail.

L’activation de ces neurones provoque I’endormissement de la drosophile.

4. Les différents mécannismes impliqués dans le sommeil et la
mémoire

Différents composants ont été indépendament impliqués dans le contrdle du sommeil

et la formation de la mémoire :

i) Le produit du gene fimrl est enrichi dans les CPs au niveau des épines dendritiques
(Feng 1997) (Schenck et al., 2002). L’une des caractéristiques de sa perte de fonction
correspond a un défaut de suppression des synapses immatures (Comery et al., 1997; Hinton
et al., 1991; Irwin et al., 2002; Restivo et al., 2005). A l'inverse, la surexpression de FMR1
chez la drosophile provoque un "sous développement" dendritique et axonal, ainsi que la perte
de la différenciation synaptique (Pan & Broadie, 2007; Pan et al., 2004). De plus, il a été
constaté que le temps de sommeil augmente lorsque la fonction de FMRI1 est perdue, et
diminue lorsque FMR1 est surexprimé dans les CPs de drosophiles adultes (Bushey et al.,
2009). Cette protéine est aussi impliquée dans la formation de la MCT et de la MLT chez la

drosophile (paradigme du comportement de cour) (Banerjee et al., 2010).

ii) L'octopamine et la dopamine sont des signaux d'éveil. Leur role dans
'apprentissage et leurs effets sur les CPs par l'activation de la voie PKA a été particulierement

bien caractérisé. Ainsi, ces neurotransmetteurs sont nécessaires pour l'apprentissage appétitif
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et aversif, respectivement (Schwaerzel et al., 2003), et la PKA pourrait interagir avec Shaker

et Quiver afin de moduler I'excitabilité au niveau des CPs et donc I'eveil (Yao & Wu, 2001).

iii) La sérotonine régule le sommeil chez la drosophile via le récepteur d5-HT1A au
niveau des CPs. L'augmentation du taux de sérotonine de facon génétique ou
pharmacologique augmente le taux de sommeil chez les drosophiles sauvages (Yuan et al.,
2006; Yuan et al., 2005). Pour ce qui est des effets sur la mémoire, il a ét€ démontré que la
régulation de la sérotonine est critique pour la formation de la mémoire de lieu (Sitaraman et
al., 2008). De plus, il a été démontré que l'augmentation ou la diminution du taux de
sérotonine améliore ou réduit respectivement la MRA (Lee et al., 2011). La libération
endogene de sérotonine viendrait des neurones DPM qui projettent sur les lobes a/ff (Lee et

al.,2011).

iiii) L’hormone ecdysone coordonne le développement post-embryonnaire et est
nécessaire pour le remodelage neuronal (Hewes, 2008). L.’administration d’ecdysone chez des
drosophiles adultes augmente le temps de sommeil de maniere dose-dépendante, alors que le
blocage de la synthese d'ecdysone ou celui du récepteur de I'ecdysone (EcR), réduit le temps
de sommeil (Ishimoto & Kitamoto, 2010). Pour ce qui est des effets sur la mémoire, I’ajout
d’ecdysone lors d’un conditionnement (paradigme de comportement de cour) améliore la
MLT, alors que 1'ajout ecdysone pendant la consolidation altere la mémoire (Ishimoto et al.,
2009). De plus, un conditionnement espacé et une privation de sommeil aboutissent tous deux
a une augmentation du taux d’ecdysone. Enfin, le traitement par l'ecdysone augmente
I’activité de CREB (Ishimoto & Kitamoto, 2010). Dans I'ensemble, ces résultats montrent que
le systeme ecdysone peut représenter un mécanisme systémique capable non seulement de
controler la plasticité du cerveau en réponse a la stimulation de 1'environnement, en particulier

dans les CPs, mais aussi d'affecter directement le sommeil.

Enfin, il a été¢ montré que la quantité de sommeil est augmentée chez des drosophiles
qui ont été conditionnées avec un protocole de comportement de cour qui génere de la MLT
(Ganguly-Fitzgerald et al., 2006). Par la suite, la méme équipe a démontré que l'induction du
sommeil (grace aux neurones « ExFI2 ») apres un protocole qui génere de la MCT provoque
la formation de MLT (Donlea et al., 2011). La régulation du sommeil est donc importante

pour la consolidation de la MLT.

Les CPs sont étroitement impliqués dans la réorganisation spatiale et temporelle des

traces mnésiques, comme indiqué par les résultats d'imagerie calcique (Berry et al., 2008). Le
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fait que ces traces mnésiques peuvent persister pendant une période de 24 h suggere que le
sommeil peut avoir un rdle fonctionnel, peut-&tre de favoriser la réorganisation des souvenirs
a travers différents circuits du cerveau, semblable a la réactivation et la redistribution des
mémoires dépendantes de 1'hippocampe vers les régions néocorticales qui pourraient se
produire pendant le sommeil lent, au moins chez les mammiferes (Diekelmann & Born, 2010;
Rattenborg et al., 2011). Malheureusement, 1’imagerie calcique est invasive et peu propice a
l'analyse de la physiologie des états comportementaux. Ainsi, on ignore si le sommeil est

important pour l'apparition et/ou le transfert de ces traces mnésiques.

5. Effet de la réduction du sommeil sur I'apprentissage et la

mémoire

a) Chezles mammiféres

Les études chez la souris ont montré qu’une privation de sommeil juste apres
I’apprentissage (paradigme de conditionnement de peur) perturbe la formation de la mémoire
spatiale (Smith & Rose, 1996; Smith & Rose, 1997), empéche la formation de la mémoire de
reconnaissance des nouveaux objets (Palchykova et al., 2006b) et des "contextual fear" (ou
I'animal apprend a associer un environnement a 1'US) mais pas des "cued fear" (ou 1'animal
apprend a associer un stimulus, comme un son, a 1'US) (Graves et al., 2003; Vecsey et al.,
2009). Des études complémentaires avec le "Morris water maze" ont permis de montrer que la
privation de sommeil affecte de maniere différente les différentes mémoires. Ainsi, les
mémoires dépendantes de I’hippocampe sont sensibles a une privation de sommeil alors que
les mémoires indépendantes de 1’hippocampe sont plus résistantes aux privations de sommeil

(Guan et al., 2004; McDermott et al., 2003; Ruskin et al., 2004).

Il est connu que la formation de la mémoire au niveau de 1'hippocampe nécessite une
plasticité synaptique dépendante de l'activité de la PKA (pour review: (Nguyen & Woo,
2003)). Or, il a été démontré qu'une courte privation de sommeil perturbe le fonctionnement
de l'hippocampe en réduisant la quantit¢ d'AMPc via l'activation de phosphodiestérases
(Vecsey et al., 2009). La privation de sommeil pourrait donc perturber la consolidation en
modifiant 'activité de la voie AMPc/PKA. Cette modification pourrait expliquer pourquoi les

mémoires indépendantes de 1'hippocampe sont plus résistantes aux privations de sommeil.

Des études réalisées en appliquant des privations de sommeil avant le conditionnement

chez ’Homme ont permis de montrer que I’encodage des mémoires temporelles (Harrison &
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Horne, 2000; Yoo et al., 2007), verbale (Drummond & Brown, 2001; Drummond et al., 2000)
et émotionnelle (pour revue (Walker & Stickgold, 2006)) est moins bonne lorsque les

individus sont en dette de sommeil.

Il est possible chez ’'Homme de réaliser des privations de sommeil sélectives. De
telles études ont mis en évidence 1’'importance du SWS pour les mémoires déclaratives et du
REM pour la mémoire procédurale (Plihal & Born, 1999). Cependant, les privations
spécifiques des différentes étapes du sommeil sont difficiles a interpréter car le réveil est lui-

méme source de stress ce qui peut influencer la consolidation de la mémoire.

b) Chez la drosophile

L'étude de mutants a permis de confimer le lien entre sommeil et mémoire. Ainsi, les
drosophiles mutantes qui présentent un temps de sommeil réduit présentent aussi des défauts
de MCT (paradigme de conditionnement de lieu « heat box conditioning ») (Bushey et al.,
2007). Par la suite, plusieurs études ont utilisé la privation de sommeil pour analyser le role
du sommeil dans la consolidation ou bien 1'effet de manque de sommeil sur 1'apprentissage. Il
a ainsi été démontré qu'une privation de 6 a 12 h de sommeil entraine des défauts
d’apprentissage (paradigme aversif de suppression phototaxique) ce qui montre une
homologie importante entre les drosophiles et les mammiferes (Seugnet et al., 2008). Il a
aussi été démontré qu’une privation de 24 h est délétere pour la MCT olfactive aversive (Li et
al., 2009b). Cependant, une période de repos de 4 h apres la privation est suffisante pour que
les drosophiles récuperent des capacités congnitives normales. De plus, le blocage de la
transmission synaptique des CPs ou la réduction de la quantité d'AMPc dans les CPs pendant

la privation de sommeil permet de sauver le défaut de MCT (Li et al., 2009b).

Pour les privations de sommeil pendant la période de consolidation, il a été démontré
qu'une privation de 24 h entre le conditionnement et le test a un effet délétere sur la MLT (Li
et al., 2009b). Des privations plus courtes ont aussi été réalisées, et une perte de 4 h de
sommeil apres le conditionnement (entre 0 et 8 h) produit un effet délétere sur la MLT

(paradigme de comportement de cour, test a 48 h) (Ganguly-Fitzgerald et al., 2006).

Aucune étude du lien entre le sommeil et la MRA n'a été réalisée a ce jour chez la

drosophile.
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D. LE ROLE DU RYTHME CIRCADIEN SUR LA
MEMOIRE

Il est intéressant de noter ici que la modulation circadienne de la mémoire en fonction
du temps de la journée a été observée chez une grande variété d'especes d'invertébrés et de
vertébrés (pour revue (Gerstner et al., 2009)). Ces effets circadiens sur la mémoire (formation
et consolidation) chez différents organismes modeles couvrent les différentes catégories
chronobiologiques de rythmes d'activité, soit diurne, nocturne ou crépusculaire. Les
oscillateurs circadiens peuvent ainsi largement moduler les processus cognitifs de maniére
spécifique. Ces effets peuvent &tre robustes, méme apres des privations de sommeil ou en cas
de fatigue (Monk & Folkard, 1978; Wright, 2006). Il a ainsi ét¢ démontré une modulation
circadienne de la MLT par la mélatonine chez le poisson zebre diurne, Danio rerio
(Rawashdeh et al., 2007). Des modulations du rythme circadien de la mémoire chez l'aplysie
(meilleur apprentissage le jour que la nuit) (Fernandez et al., 2003). Chez les souris, les
performances d'apprentissage et de mémorisation peuvent fluctuer en fonction de I’heure de la
journée (Chaudhury & Colwell, 2002; Mistlberger et al., 1996; Valentinuzzi et al., 2000).
Enfin, chez la drosophile, la MCT olfactive est modulée par I’horloge circadienne endogene
(Lyons & Roman, 2009). Ainsi, l'apprentissage est plus performant lorsque Ie
conditionnement a lieu en début de nuit. Cependant, ce phénomene est tres faible car il est
nécessaire de se placer dans des conditions limitantes pour 1'observer (1 pulse de choc de 90

V et 10 sec CS+).
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1. Stock de drosophiles

La souche sauvage de référence est Canton-Special (CS), toutes les lignées utilisées
sont élevées dans des étuves a 18 ou 25°C (et 60% d'humidité) avec un cycle jour/nuit
12h /12h. La lumiere s’allume a 08 h 00, zeitgeber time 0 (ZT0). Le milieu de culture est
composé d’agar, de levure, de mais et d'un fongicide. Une cinquantaine de drosophiles adultes
agées de 3-5 jours sont placées dans des bouteilles de 5 cm de diametre (175ml) contenant du
milieu. Tous les 3-4 jours, ces adultes sont « repiqués » dans une bouteille neuve. Ces adultes
sont changés toutes les 2 semaines.. Les drosophiles utilisées pour les expériences sont des
mouches CS agées de moins de 2 jours et dont le développement s’est effectué a 18°C (ce qui

nécessite approximativement 3 semaines).

La souche white'"'* de génotype w-/w- (notée white par la suite), a les yeux blancs et
possede le méme fond génétique que la souche CS. La souche MB-Switch est homozygote

pour le pilote d’expression et posseéde le méme fond génétique que la souche CS.

Les lignées ARNi proviennent du « Vienna Drosophila RNAi Center » (VDRC ;
http://www.vdrc.at/) et sont w-/w-. La séquence du ARNi est située en aval de séquences
UAS®*™ et I’ensemble est contenu dans un élément-P modifié qui exprime constitutivement

une copie tronquée du gene white+( noté p(w+) ).

a) Outcross

Afin d’homogénéiser le fond génétique des souches analysées, les lignées ARNi ont
été outcrossées (trois croisements successifs) avec la souche white. Comme les males ne
recombinent pas, ce sont les femelles vierges qui sont utilisées pour homogénéiser le fond
génétique du chromosome porteur de I’élément-P (qui contient le ARNi). Les femelles

vierges homozygotes pour le ARNi [ceil rouge] sont d’abord croisées avec des males white
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(w-/w-) [ceil blanc]. Quinze femelles vierges hétérozygotes (de la génération F1) qui ont le
phénotype [ceil orange] (car elles ne possedent qu’une copie de 1’élément-P) sont utilisées
pour étre croisées avec cinq males white (w-/w-). Cette dernicre étape est répétée une seconde
fois. Les hétérozygotes (méles et femelles vierges) obtenus a ce dernier croisement sont
croisés entre eux, et seuls les descendants aux yeux rouges (homozygotes pour I’élément-P)

sont gardés pour générer la lignée ARNi.

@ w-/w- ; p(W+)/p(w+) x d wohe s 44 \

? w-/W- ; p(W+)/+ x d W-/W- ; +/+

lZfois
? w-/w- 5 p(W+)/+ x d W-/W-; +/+

?W-/W-;p(W+)/+ x O/' W-/W- ; p(W+)/+

\ ?et dw—/w—;p(w+)/p(w+) /

Pour les souches per’ et per® (mutant EMS), I’outcross est réalisé en aveugle. Comme
le géne period est situé a environ 100 kb du geéne white, la probabilité pour qu'un évennement
de recombinaison se produise entre ces deux genes est tres faible. J’ai donc utilisé le gene
white® comme marqueur phénotypique pour "suivre" 1’allele mutant de period en récupérant
les drosophiles aux yeux rouge. Pour rendre les souches homozygotes, la souche contenant le
chromosome balanceur FM7c¢ a été utilisée. La présence de 1’allele mutant dans la nouvelle

souche a ensuite été vérifiée par PCR et par I’étude du rythme de ces lignées.

2. Expression de ’ARNi (systéme UAS®*“ . Gene-Switch)

L’expression du ARNi est induite en placant les drosophiles sur un milieu contenant
du RU486 (mifépristone) [Sigma] & une concentration finale de 80 ug.ml" (Mao et al., 2004).
La solution mere est préparée en diluant 1g de RU486 dans 250 ml d’EtOH a 80%. Le milieu
contenant le RU est préparé le jour méme de la mise en bouteille. L’induction est démarrée
48h avant le conditionnement et se poursuit jusqu’au test. Le pilote d’expression MB-Switch

(spécifique des CPs) (Mao et al., 2004) a été utilisé pour I’expression des ARNi.
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Croisements pour I’étude par ARNi

Quatre croisements ont été réalisés (3 controles positifs et I’ARNi) :

Controle n°l (+/+); Contréle n°2 (MB-Switch/+); Contrdle n°3(+/p(w+)); le

croisement d'intérét (MB-Switch/p(w+)).

Chaque croisement est réalisé avec 60 femelles vierges et 30 males. Ces croisements sont

repiqués 3 fois par semaine pendant 3 semaines a 18°C et 60% d'humidité.

3. Conditionnement aversif olfactif

Les mouches ont été entrainées et testées en utilisant un conditionnement de type
Pavlovien. Ce protocole a été mis au point par S. Benzer en 1974 (Quinn et al., 1974), puis
amélioré par T. Tully et W. Quinn en 1985 (Tully & Quinn, 1985) et enfin par A. Pascual et
T. Préat (Pascual et al., 2004). Les drosophiles sont exposées successivement a deux odeurs
répulsives dont I’une est associée a une série de chocs électriques. On peut ensuite déterminer
dans quelle mesure elles ont retenu cette information a I’aide d’un test pendant lequel les
drosophiles peuvent choisir d’aller dans un tube contenant 1’odeur 1 ou bien un tube contenant

I’odeur 2.

a) Préparation au conditionnement

Pour les expériences avec induction de I'ARNi: La veille du conditionnement, entre 60
et 80 drosophiles, agées de 0 a 2 jours et issues d’une bouteille d’élevage sont placées dans

des nouvelles bouteilles (bouteille de conditionnement) et conservées dans une étuve a 25°C.

Pour les expérinces sur le sommeil: Entre 60 et 80 drosophiles, agées de 0 a 2 jours et
issues d’une bouteille d’élevage sont placées dans une nouvelle bouteille (cela constitue n =
1). Ces bouteilles sont placées dans une nouvelle étuve a 18°C qui ne contient pas de
bouteilles d’élevages pour éviter les problemes d’odeur et pour que ces drosophiles soient le
plus possible au calme. 3 a 4 jours apres, ces drosophiles sont prétes a étre utilisées pour le

conditionnement.

Les mouches sont placées dans la piece de comportement au moins 30 minutes avant
le début de I’expérience. Les pieces de comportement sont régulées a 25°C et 80%

d’humidité.
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Les substances odorantes utilisées sont deux alcools naturellement répulsifs pour la
drosophile : le 4-méthyl cyclohexanol (MCH) [Fluka] et le 3-octanol (OCT) [Fluka]. Leur
préparation se fait par dilution de 58 ul de MCH ou de 52 ul d’OCT dans 175 ml d’huile de
vaseline [VWR] (a une concentration de 0.360mM et 0.325mM respectivement). Comme
pour les mouches, les bouteilles d’odeur sont placées dans la piece de comportement au moins

30 minutes avant le début de I’expérience.

b)  Conditionnement

Le conditionnement est réalisé dans des pieces en surpressions ou 1’air est purifié par
du charbon actif. La température est a 25°C avec une humidit¢ de 80%. Ces conditions
permettent a la fois une meilleure évaporation des odeurs et une meilleure conductivité
électrique. Le dispositif utilisé est composé de 6 barillets. Chaque barillet contient 6
compartiments dont les parois sont recouvertes d’une grille électrifiable en cuivre. Chaque

barillet est équipé de valves permettant la circulation de 1’air et des odeurs.

Une quarantaine de mouches de méme génotype sont enfermées dans chaque
compartiment du barillet apres s’étre assuré que le courant électrique circule bien le long des
grilles et que 1’air passe correctement. Les barillets sont alors branchés a un systeéme
d’électrovannes assurant les débits d’air provenant des bouteilles d’odeur et a un générateur

pour les chocs électriques. L’ensemble est contr6lé par un systéme informatique.

Les mouches regoivent 12 chocs électriques de 1 sec 25 et 60 mV pendant 1 min en
présence de la premiere odeur, c’est le stimulus conditionné (CS+). Apres une période de
repos de 45 sec avec un courant d’air sans odeur, les mouches sont exposées a la deuxieme
odeur seule pendant une minute (CS-). Dans le cas d’un protocole massé, 5 cycles de
conditionnement sont répétés sans intervalle de repos. Ce conditionnement dure environ 25
min. Alors que dans le cas d’un conditionnement espacé, les 5 cycles sont séparés par un
interval de repos de 15 min. Ce conditionnement dur environ 1 h 30. Pour le cas des
expérimentations sur le sommeil avec un conditionnement espacé, les drosophiles choquées
sur I’odeur B sont traitées en parallele de celles qui sont choquées sur 1’odeur A pour assurer

un conditionnement au méme temps circadien.

Pour éviter un biais dii aux natures des deux odeurs, a leur concentration, a leur
reconnaissance par les différentes lignées ou a des différences de débits d’air, chaque lignée
est conditionnée deux fois (avec deux groupes de mouches) en inversant 1’odeur qui sera

associée aux chocs électriques. Dans le premier conditionnement, on associe 1’odeur OCT
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avec le choc électrique. Ensuite, les drosophiles sceurs (issues de la méme bouteille de
conditionnement) sont choquées avec 1’association de 1’odeur MCH lors du deuxieme

conditionnement.

A la fin du conditionnement, les mouches sont placées dans des tubes contenant du

milieu de culture. Ces tubes sont placés dans une étuve a 18 ou 25°C suivant l'expérience.

c) Test

Les mouches sont placées dans la piece de comportement au moins 30 min avant le

début du test. Les tests ont lieu 24 heures (= 3h) apres le conditionnement.

Comme pour le conditionnement, le test s’effectue dans I’obscurité afin que les
mouches ne soient pas perturbées par I’environnement. Le systetme est composé d’un
ascenseur reli€¢ a une pompe a air et aux deux bouteilles d’odeur. L’air est aspiré au niveau de
la partie centrale avec un débit de 800 ml/min soit 400 ml/min par compartiments. Apres
s’étre assuré que les débits d’air provenant des deux bouteilles sont similaires, les mouches
sont bloquées dans la machine a test. Grace a un systéme coulissant, les mouches sont alors
descendues dans une chambre ou convergent les deux odeurs. Elles ont alors 1 minute pour
choisir I’une des deux odeurs avant de faire remonter la partie coulissante, empéchant des lors
tout passage d’un compartiment a 1’autre. Les mouches sont alors placées dans des tubes

avant d’étre comptées.

d) Calcul des Indices de Performances (IP ou score)

Pour calculer les indices de performance (IP), on détermine tout d’abord un ' indice
de performance (aussi appelé | /ZA) qui rend compte de la part de la population de drosophiles
qui s’est souvenue qu’une odeur était associée a un choc électrique. Ce /2/1 est calculé de la
maniere suivante :

__(€S-)-(CS+) p = 1/24A%  1/24B
1278 ™ (cs—)+ (cs+) h 2

CS+ : nombre de drosophiles qui ont choisi le mauvais c6té, précédemment associé aux chocs

électriques.

CS- : nombre de drosophiles qui ont choisi le bon coté.

1722 : demi-score de performance pour les drosophiles conditionnées avec octanol comme

CS+.
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124 : demi-score de performance pour les drosophiles conditionnées avec

methylcyclohexanol comme CS+.

Ainsi, une distribution de 50/50 (pas de mémoire) donne un IP = 0.

e) Analyses statistiques

Toutes les expériences sont réalisées sur des populations de mouches, ce qui permet de
faire des validations statistiques. Pour cela, un test de Student est réalisé a partir d’Excel ou
Prism. Une différence est jugée significative si la valeur de P est inférieure a 0,05. Lorsqu'il y

a plus d'un génotype contrdle, on réalise un ANOVA a l'aide du logiciel Prism.

f)  Testde lolfaction

Afin de vérifier les capacités olfactives des différentes lignées, un test d’olfaction
apres choc électrique est réalisé. En effet, il a été démontré que la sensibilité olfactive des

mutants était plus faible apres avoir recu des chocs électriques) (Preat, 1998).

Les mouches sont introduites dans le barillet dans lequel elles vont recevoir des chocs
électriques en présence de 1’odeur 1 pendant une minute. Immédiatement, les mouches sont
récupérées et placées dans la machine a test, ou elles doivent choisir entre un compartiment
avec de I’air et un autre avec I’odeur 2. Les odeurs utilisées étant aversives, les mouches ayant
une olfaction normale vont majoritairement choisir le compartiment avec 1’air. Apres une
minute de test, les mouches de chaque compartiment sont collectées séparément et comptées.
Les scores obtenus ne prennent en compte qu’un demi-score de performance. Ce protocole

permet également de vérifier que 1’activité locomotrice des mouches est normale.

g) Evitement aux chocs électriques

Ce protocole permet de vérifier que la sensibilité aux chocs électriques et que la
locomotion sont intacts dans les différentes lignées utilisées. Deux barillets recouverts de
grilles €lectrifiables sont placés face a face en position horizontale et reliés par une piece en
plastique. Un seul des deux barillets est électrifié et les mouches doivent choisir entre les deux
compartiments pendant une minute. Les mouches sont récupérées séparément, comptées et un

indice de performance est calculé.
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4. Analyse du sommeil

L’analyse est réalisée grace au systeme trikinetics. A 1’aide d’un pneumocapteur (sans
CO,), les drosophiles femelles sont introduites une par une dans un tube de 65 mm de
longueur et 5 mm de diametre qui contient de la nourriture (identique a celle des bouteilles
d’élevage). Chaque tube contient donc une seule drosophile. Les tubes sont ensuite placés
dans un moniteur qui mesure 1’activité des drosophiles grace a un laser. A partir de ces
données, une macro excel (laboratoire de Paul Shaw) permet de quantifier le sommeil des

drosophiles. Le sommeil correspond a 5 min d'inactivité.

Afin de réaliser la privation de sommeil, ces moniteurs sont placés sur un plateau dont
I’inclinaison varie entre +60° et -60°. Pour le protocole de privation, le basculement est activé
pendant 30 sec toutes les 5 min durant 4h ce qui empéche les drosophiles de dormir. Le

plateau bascule ainsi 3 fois toutes les 5 min.

Pour le protocole de controle mécanique le basculement est activé pendant 30 sec
toutes les minutes durant 12 min. Et cela répété toutes les heures pendant 4 h. Les drosophiles
recoivent ainsi exactement le méme nombre de stimulations mécaniques mais sur une période

plus courte ce qui leur permet de dormir pendant 48 min.

5. Extraction d’ARN et synthése d’ADNc

Les extractions sont réalisées uniquement sur les tétes. Les drosophiles (une 50“™)
sont contenues dans un eppendorf de 1,5ml qui est placé dans de 1’azote liquide. Un vortex
permet de séparer les tétes des thorax. Les tétes sont ensuite récoltées grace a des tamis en
inox puis elles sont broyées dans un tube placé dans de la carboglace. Les ARN totaux sont
extraits du broyat en utilisant le kit Qiagen RNeasy Plant. La mesure de 1’absorbance a 260 et
280 nm au spectrophotometre permet d’établir la concentration des ARN extraits et d’évaluer
leur propreté. Pour préparer les ADNc, 1,5ug d’ARN totaux sont copiés par la réverse
transcriptase avec le kit Invitrogen Superscript III selon les conditions du fournisseur. Des

hexameres aléatoires et des oligodT servent d’amorces.

6. PCR Quantitative (PCR-Q) en temps réel

Nous avons comparé le niveau d’expression d’un ARNm donné (ici DSCAM) par

rapport a celui issu d’un gene de référence qui est 1’alpha tubuline (CG1913). Les amorces
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spécifiques de chaque gene ont été établies par le site roche (www.roche-applied-

science.com).

L’amplification a été réalisée en utilisant des plaques de 96 puits avec un volume final
de réaction de 10ul (concentration des amorces a 0,5uM). Le mix utilisé est SYBR Greenl

Master de chez Roche. La machine utilisée est un Light Cycler 480.
Le programme se déroule en plusieurs étapes :

1/ Une étape de dénaturation préliminaire a 95°C pendant 5 minutes

2/ 40 cycles comportant une étape d’hybridation-amplification a 60°C de 30 secondes et une
étape de dénaturation a 95°C pendant 20 secondes

3/ Une étape finale permet de déterminer la courbe de fusion des amplicons afin d’estimer

leur taille et leur spécificité.

Chaque réaction est réalisée en triplicat et deux dilutions différentes sont réalisées

pour chaque ADNc (1/100°™ et 1/200°™).

Le logiciel du Light Cycler calcule les « crossing point » (Cp, cycle a partir du quel la
machine commence a détecter la fluorescence) de chaque réaction, puis la médiane de chaque

triplicat. Pour chaque ADNCc, on obtient un ACp (ACp = Cp gene cible - Cp gene référence).

., . N . . . . ~(ACpOCT -ACpUN s
Le ratio d’expression du geéne cible est ensuite déterminé par la formule 272 ~2PUN " Ajnsi

un ratio de 1 permet de conclure qu’il n’y a le méme rapport entre géne cible et gene

référence chez les mouches UN et les mouches OCT (donc pas de modification d’expression

du gene).
Errg;lsi(gg Amorce Séquence de 5' — 3' h];];(r(;gé ™
Tous sens GACGCAATCCCAACCTGTA 19 59
anti-sens GCATAGGGGCAGATTTCATC 20 59
171 sens TGCCACCTTAACCGTTACC 16 58
' anti-sens TGATTATGACGAGCAGAGCC 17.1 60
172 sens TGCCACCTTAACCGTTACC 16 58
' anti-sens CATGAAGTTGAGATCGAGCC 17.2 60

76



PCR (« polymerase chain reaction »)

7. PCR (« polymerase chain reaction »)

Afin de vérifier les souches per’s, et per’s, aprés "outcross", nous avons réalisé des
PCRs. Les oligonucléotides ont été construits afin que le dernier nucléotide coté 3’OH de

I’amorce anti-sens (R) ne s hybride pas avec la séquence génomique mutée de per’ ou per®.

Nom de 1'Oligo Séquence de 5' — 3' ™
per’-F CCATACCGCTTCCTCATCC 59
per’-FM CCATACCGCTTCCTCATCT 57

per’-R GTCCGACGACAAATTCCAG 57

per*-F TCCGTCGGACACGGTCAAG 61

per’-R ATCTCGCCGAGCATCACGC 61

per’-RM ATCTCGCCGAGCATCACGT 59

Afin de vérifier la souche per’ g, et per® ), I'étape d'hybridation est réalisée a 60°C et

62°C respectivement.

8. Imagerie calcique in-vivo de la réponse aux odeurs

Nous avons utilisé la sonde GCaMP3.0 (Tian et al., 2009) comme rapporteur calcique.
La sonde est exprimée au niveau des neurones MB-V2 a l'aide du systtme UAS®* et du
pilote d'expression R71D08 (Séjourné et al., 2011). La réponse calcique des MB-V2 est
mesurée 24 h apres le conditionnement. Les drosophiles femelles sont collées (sans
anesthésie) avec de la glue et disséquées comme décrit pour 1'imagerie in-vivo (Fiala & Spall,
2003). Afin de limiter les mouvements de la drosophile pendant 1'acquisition, le proboscis est
collé sur le thorax avec de la glue. La chambre d'enregistrement qui contient la drosophile est
ensuite placée sous l'objectif 20x a immersion (NA = 1, Leica) d'un microscope confocal
(TCS-SPS, Leica). Le cerveau de la drosophile est donc observé du dessus. Les expériences
sont réalisées a 20°C et l'ouverture au niveau du cerveau de la drosophile est baignée et

perfusée en continue par une solution Ringer pour drosophile (130 mM NaCl, 5 mM KCl, 2

77



Matériels & Méthodes

mM MgCl2,2 mM CaCl2, 36 mM sucrose, 5 mM HEPES-NaOH; pH 7.3; 305 mOsm) qui est

oxygénée par bullage.

Les odeurs sont diluées 250 fois dans 100ml d'huile paraffine dans une bouteille en
verre. Les bouteilles controles "d'air" ne contiennent que 100ml 1'huile. La sonde GCaMP3.0
est excitée par un laser argon (488nm). La fluorescence émise par la sonde est collectée par
un photomultiplicateur aux longeurs d'ondes 505-555 nm. La lumiere collectée est issue d'une

section horizontale d'un hémisphere du cerveau.

Les odeurs (CS+ et CS-, l'ordre est déterminé de facon aléatoire) sont ensuites
présentées aux drosophiles pendant 1 sec avec un interval de 3 min pendant lequel de l'air est
diffusé. L'enregistrement est réalisé deux fois pour chaque odeur afin de s'assurer de la
capacité des drosophiles a sentir l'odeur pendant I'expérience mais seul les premieres
présentations sont conservées pour l'analyse. L'enregistrement est réalis€ au niveau du

"middle superiormedial protocerebrum" (msnpr).

L'analyse des résultats est réalisée a l'aide d'un programme Matlab écrit par Pierre-
Yves Placais (Séjourné et al., 2011). La region d'interét est défini manuelement au niveau des
projections des MB-V2. La courbe en fonction du temps est ensuite normalisée en % de
changement de la fluorescence 100(F-F,)/F,. La valeur de base F, est déterminée par la
moyenne sur 1 sec avant l'arrivé de 'odeur. Enfin, la réponse induite par 1'odeur est calculée

comme étant la moyenne du pic de réponse.
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PARTIE I: Le rappel des memoires consolidees
apres privation de sommeil est module par le

rythme circadien

1. Introduction

Le but de notre étude est de mieux comprendre les interactions qui existent entre le
sommeil et la mémoire. S’il est de plus en plus clair que le sommeil joue un rdle crucial dans
la consolidation de la mémoire, nous ne connaissons toujours pas le role exact joué par le
sommeil lors de ce processus. L’un des moyens d’étude couramment utilisés consiste a priver
un organisme de sommeil, puis, d’étudier les conséquences de cette privation sur la
mémorisation. Chez les mammiferes, la privation de sommeil semble affecter principalement
les mémoires dépendantes de 1’hippocampe. La privation de sommeil pendant la période de
consolidation perturbe la formation de la mémoire spatiale (paradigme de "contextual fear")
mais pas "cued fear". Ainsi, le manque de sommeil n’affecterait pas de la méme facon des

formes distinctes de mémoire.

Nous avons choisi d’étudier chez la drosophile 1’effet sur la mémoire de courtes
privations de sommeil. En effet, cet organisme constitue un modele bien établi pour 1’analyse
et de la mémoire, et du sommeil ; les mécanismes cellulaires de base qui sous-tendent ces

processus étant conservés des invertébrés aux mammiferes.

Nous avons analysé les deux types de mémoire consolidée qui ont été décrits chez la

drosophile (Tully et al., 1994). Un conditionnement associatif aversif répété permet de
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générer de la MRA, une mémoire consolidée résistante a 1’anesthésie par le froid, tandis
qu'un conditionnement répété mais comportant un intervalle entre chaque cycle de
conditionnement, permet de générer de la MLT, une mémoire consolidée qui est également
résistante a I’anesthésie par le froid, mais qui contrairement a la MRA, est dépendante d’une
néo synthese protéique. Pour cette étude, nous avons analysé 1’effet sur la mémoire olfactive
de privations de 4 h de sommeil réalisées a différents moments apres l'apprentissage. S'il a
déja été démontré qu’une privation de sommeil de 4 h est délétere pour la consolidation de la
MLT dans le cadre du comportement de cour (Ganguly-Fitzgerald et al., 2006), aucune étude

n’a a ce jour été réalisée en ce qui concerne la MRA.

2. Principaux Résultats

Les résultats de notre étude montrent qu’une privation de sommeil réalisée pendant la
phase de consolidation produit un effet délétere sur le rappel de la MRA. La consolidation est
sensible a une privation de sommeil se produisant sur une fenétre située entre 4 et 16 h apres
la fin du conditionnement. De maniere intéressante, le rappel mnésique n’est pas affecté si
celui-ci a lieu en fin de journée, avant I’extinction des lumieres. Cette période correspond a un
pic naturel d’activité locomotrice des drosophiles qui anticipent ainsi 1’extinction des

lumieres. Des résultats similaires sont observés en ce qui concerne le rappel de la MLT.

Nous avons également montré qu’en absence de rythme circadien (utilisation d’un
mutant d'horloge ou de conditions expérimentales de jour constant), la consolidation de la
mémoire est insensible a une privation de sommeil de 4 h. Ceci suggere que la consolidation

de la mémoire est moins dépendante du sommeil chez des drosophiles arythmiques.
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Study Objectives: Several lines of evidence indicate that sleep plays a critical role
in learning and memory. The aim of this study was to evaluate Anesthesia Resistant

Memory following sleep deprivation in Drosophila.

Design: 4 to 16 h after aversive olfactory training, flies were sleep deprived for 4 h.
Memory was assessed 24 h after training. Training, sleep deprivation and memory
tests were performed at different times during the day to evaluate the importance of
the time of day for memory formation. The role of circadian rhythms was further

evaluated using circadian clock mutants.

Results: Memory is disrupted when flies are exposed to 4 h of sleep deprivation
during the consolidation phase. Interestingly, normal memory is observed following
sleep deprivation when the memory test is performed during the two hours preceding
lights-off, a period characterized by maximum wake in flies. We also show that
Anesthesia Resistant Memory is less sensitive to sleep deprivation in flies with

disrupted circadian rhythms.

Conclusions: Our results indicate that Anesthesia Resistant Memory, a
consolidated memory less costly than long-term memory, is sensitive to sleep
deprivation. In addition, we provide evidence that circadian factors influence memory
vulnerability to sleep deprivation and memory retrieval. Taken together, the data
show that memories weakened by sleep deprivation can be retrieved if the animals

are tested at the optimal circadian time.

Keywords: Sleep deprivation, Memory retrieval, Memory consolidation, Circadian

rhythms, Activity peak, Drosophila, Recall, Clock mutant.
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INTRODUCTION

The impact of sleep loss on memory processing is a well-documented
phenomenon in human and mammalian models, indicating that sleep plays a critical
role both in learning and in consolidation of newly acquired memories. In particular,
sleep loss differentially affects various types of memories.” Studies in mice have
examined the effect of 5 h of sleep deprivation following training in a fear-
conditioning paradigm, and have shown that sleep deprivation selectively impairs
memory consolidation for contextual fear but not cued fear.?* This demonstrates that
sleep deprivation has a negative effect on memory consolidation, particularly when
this process involves the hippocampus. Similar findings have been reported using
spatial and non-spatial versions of the Morris water maze, showing that sleep
deprivation selectively affects consolidation of hippocampus-dependent spatial
memory.*® However, despite this knowledge, we still do not understand the role of
sleep during memory consolidation. Elucidating the links between sleep, memory
consolidation and neuronal processes necessitates an experimental system where
ideally all those elements can be manipulated. Drosophila fulfills these conditions.

The Drosophila central nervous system is composed of neurons and glia that
operate on the same fundamental principles as their mammalian counterparts. Even
though the Drosophila brain contains only about 100,000 neurons,’ it is highly
structured and sustains complex behaviors. Flies have been widely used for the
analysis of circadian rhythms,® the understanding of sleep mechanisms,® and also to
investigate the basis of learning and memory.'® Moreover, Drosophila studies can
identify physiological processes that may eventually be generalized to other species,
given the conserved repertoire of neuronal proteins between Drosophila and
mammals.™

Several paradigms have been developed to study learning and memory in
Drosophila, such as courtship conditioning and olfactory appetitive or aversive
conditioning. With the associative aversive olfactory protocol, two distinct types of
consolidated memories can be formed following several training sessions.
Anesthesia resistant memory (ARM) is generally assessed using a reinforced
protocol comprising several consecutive training cycles, whereas long-term memory
(LTM) is exclusively formed after several cycles each separated by a rest interval.
ARM is resistant to cold anesthesia,’> and both ARM and LTM last for days.

Importantly, unlike ARM, LTM formation depends on de novo protein synthesis since
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it is sensitive to a treatment by cycloheximide, an inhibitor of cytoplasmic protein
synthesis.'? Another study has confirmed that unlike ARM, LTM is an energetically
costly process' that is thought to require synaptic structural plasticity." Neural
pathways underlying memory processing in flies are well identified: information is
conveyed and integrated in the mushroom bodies (MBs), a symmetrical structure
comprised of roughly 2,000 neurons on each side of the brain. Olfactory memories
are believed to be stored in the output synapses of the MBs.">'® Interestingly, key
molecular pathways involved in memory processes such as the cAMP/PKA signaling
pathway, are conserved from flies to mammals.'""

Sleep in Drosophila exhibits many key similarities with mammalian sleep.?
Drosophila sleep is characterized by periods of immobility (5 minutes and longer)
associated with an increase in arousal threshold,?"** changes in brain electrical

activity,?® homeostatic regulation after sleep deprivation,?'?

and changes in gene
expression.?*?° Interestingly, several genes that affect sleep are involved in synaptic
plasticity and show preferential expression in the MBs.? In addition, altering MBs
neuronal activity modifies sleep, indicating that MBs constitute an important center
for sleep regulation as well as for memory processing/storage.?*?’

Several studies have provided evidence that learning and memory are sensitive
to sleep deprivation in flies. It has been shown that 6 and 12 h of sleep deprivation
disrupts learning, as evaluated with an aversive phototaxic suppression protocol,
showing extensive homology in sleep-deprivation-induced learning impairment
between flies and mammals.?® Flies with mutations reducing sleep also show short-
term memory (STM) defect in another operant paradigm, heat box conditioning.? Li

et al.*®

reported that submitting flies to 24 h of sleep deprivation before conditioning
is deleterious for short-term (1 h) olfactory aversive memory formation. Moreover, a
4 h sleep deprivation applied anytime from 0 to 8 h after the end of the conditioning
leads to a 48 h courtship LTM defect,*’ indicating that sleep is necessary for memory
consolidation. More recently, it has been shown that the induction of sleep can
facilitate the formation of LTM.*? Altogether, these studies demonstrate sleep
requirement for learning, STM and LTM consolidation.

Because ARM is believed to be a less energetically costly process than LTM, it
could be expected to exhibit sleep requirement distinct from that required during
LTM formation. The present study addresses this question and demonstrates that 4

h of sleep deprivation during aversive olfactory memory consolidation severely
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impacts ARM. The data show that memory is noticeably affected at the level of the
retrieval step, as the detrimental effect of sleep deprivation can be compensated
when memory retrieval takes place during a fly waking peak that naturally occurs
around day/night transitions. In addition, our data show that memory becomes
insensitive to 4 h of sleep deprivation when circadian rhythms are disrupted,
indicating that the circadian clock modulates the influence of sleep on consolidated

memory.

METHODS
Fly Stocks

Drosophila melanogaster wild-type strain Canton-Special was raised at 18°C
with 60% humidity in a 12 h:12 h Light-Dark (LD) cycle (Lights-on at zeitgeber time 0
(ZT0) = 8 am) on a standard food containing yeast, cornmeal and agar. per® and
per’ mutant flies®®> were obtained from F. Rouyer (INAF, CNRS, Gif-sur-Yvette,
France). Light was provided by standard white fluorescent low-energy bulbs. Light

intensity at flies level was around 250 lux.

Olfactory conditioning and Behavioral analysis

1-2 days old flies were transferred in new vials 3-4 days prior to training. For
aversive training, flies were conditioned by an odor paired with electric shocks and
subsequent exposure to a second odor in the absence of shock, as previously
described.* For massed training, flies received five training cycles delivered one
right after the other, while for spaced training, flies received five training cycles with
15 min rest intervals. Conditioning was performed with groups of 40-50 flies using 3-
octanol (>95% purity; Fluka 74878, Sigma-Aldrich) and 4-methylcyclohexanol (99%
purity; Fluka 66360, Sigma-Aldrich) at 0.360 mM and 0.325 mM, respectively. Odors
were diluted in paraffin oil (VWR International, Sigma-Aldrich). Conditioning and
testing were performed at 25°C with 80% humidity. Otherwise, flies were kept at
18°C with 60% humidity. After conditioning, female flies were individually placed,
without CO, anesthesia, into 65-mm glass tubes (5-mm diameter) containing food,
and sleep was evaluated using the Trikinetics activity monitoring system??
(www.trikinetics.com). 2 h before the memory test, flies were transferred to vials with

food in groups of 16 flies. Memory tests were performed with a T-maze apparatus as
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previously described.®® Flies could choose for 1 min between two arms, each
delivering a distinct odor. An index was calculated as the difference between the
numbers of flies in each arm divided by the sum of flies in both arms. The
Performance Index (Pl) results from the average of two reciprocal experiments so
that a 50:50 distribution (no memory) yields a Pl of zero. For Light-Light (LL)
analyses, flies were raised in LD condition and placed in LL from emergence until
the end of the experiment. In parallel to each experiment, wild-type flies in regular
bottles were conditioned and used as internal controls (data not shown). Each
average data results from a minimum of three independent experiments.

As described previously,?*3¢

periods of immobility lasting at least 5 min were
defined as sleep and were computed using an excel software macro from P.J. Shaw

laboratory.

Sleep deprivation

Flies were sleep-deprived using the Sleep Nullifying Apparatus (SNAP), an
automated sleep deprivation apparatus that has been found to keep flies awake
without non-specifically activating stress responses.>” SNAP tilted asymmetrically
from -60° to +60° such that sleeping flies were displaced during the downward
movement 3 times per 30 seconds. During the 4 h of sleep deprivation, the SNAP
was “on” during 30 sec each 5 min. For the stimulation control, flies were submitted
to mechanical stimulation during 12 min per hour. During these 12 min, the SNAP
was “on” during 30 sec each minute. This stimulation was applied during 4 h to
mimic the sleep deprivation protocol. Thus, flies were submitted to the same amount
of mechanical stimulation as during the sleep deprivation protocol but during a
shorter period. Flies were able to sleep up to 48 min per hour during those 4 h.

To estimate the quantity and quality of sleep lost during the sleep deprivation,
the total amount of sleep was calculated for undisturbed conditioned control flies

during the same period as sleep deprivation of the sleep-deprived groups.
Statistical analyses

All average data are presented as mean + SEM and compared with two-tailed

unpaired t-tests. Tests were performed using Prism (GraphPad Software, Inc.).
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RESULTS
Sleep requirement during ARM consolidation

To evaluate whether sleep is required for ARM processing, we analyzed ARM
performance of wild-type flies sleep-deprived during the memory consolidation
phase. For that purpose, groups of flies were first trained in the morning, zeitgeber
time 2 (ZT2), with 5 massed-cycle conditioning (massed training). Then half of the
flies was transferred to trikinetics tubes and left there without perturbation (control
group), while the other half was transferred to trikinetics tubes and submitted to 4 h
of sleep deprivation. Given the time required to transfer each fly in individual tubes
after the training, and to insure synchronicity of treatment for all the flies, the sleep
deprivation was scheduled 4 h after conditioning. When the sleep deprivation
treatment was applied for 4 h at ZT8, we observed that memory scores of sleep-
deprived groups were significantly lower than that of control groups (Figure 1A).
Wild-type flies are predominantly awake during the hours preceding lights-off.*®
However, trained flies obtained on average 148 + 10 min of sleep from ZT8 to ZT12
(Figure S1A). Interestingly, trained flies exhibited significantly more sleep than naive
flies, indicating that conditioning treatment led to an increase in sleep (Figure S1A).
Thus, trained flies experienced a substantial amount of sleep during the 4 h
preceding lights-off, while sleep-deprived flies were maintained awake during the
same period. Following sleep deprivation, the quantity of sleep as well as its quality,
as measured by mean bout duration, were similar to that observed in non-sleep
deprived flies, and did not show detectable evidence of a sleep homeostatic

response, may be due to the relative low level of sleep lost (Figure S1B).
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Figure 1: Effect of sleep deprivation during ARM consolidation.

Wild-type flies were trained with 5 massed cycles, either sleep-deprived or submitted
to a mechanical control, and tested at times indicated in the cartoon above each
graph. Control groups correspond to flies in trikinetics tubes without any
perturbation. (A,C,D) Sleep deprivations from 4 to 16 h after the end of the
conditioning disrupts ARM when training and testing occur in the morning (n = 12).
(B) Mechanical control, flies received the same amount of mechanical stimulation as
during the sleep deprivation, but over a shorter period (see Methods). Flies exhibit a
normal ARM (n = 12). We note that the memory score generated by the control
groups is lower than in the previous experiment, due to common variability in
behavior experiments. (E,F,G) Sleep deprivations from 4 to 16 h after the end of the
conditioning do not disrupt ARM scores when training and testing occur in the
evening (ZT10) (n = 12). Data are mean Pl + SEM. Unpaired t-test; NS, not
significant (P > 0.05); * (P < 0.05).

Sleep-deprived and control flies displayed similar amounts of sleep at the time
of the test from ZT4 to ZT5 (41.5 £ 4.5 min and 38.8 £ 4.3 min, respectively; t-test; n
=12; P = 0.78), thus, increased sleepiness during the test is an unlikely explanation
for the memory defects observed in sleep-deprived flies. Moreover, it has been
shown that flies can recover normal cognitive performance in as little as 2 h following
12 h of sleep deprivation.?®

Several reports have shown that memory and learning defects induced by

sleep deprivation are not caused by the stress produced by the mechanical
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perturbation used during the sleep deprivation protocol.*>*' To formally exclude that
a stress induced by the sleep deprivation protocol could be responsible for the
observed memory impairment, we performed a stimulation control. Flies were
submitted to the same amount of mechanical stimulation as during the 4 h sleep
deprivation protocol, but during a shorter period of time. Importantly, unlike the sleep
deprivation protocol, this control treatment allowed flies to rest and sleep during 48
min per hour. Flies submitted to this protocol showed memory scores similar to that
of the undisturbed groups (Figure 1B). Taken together, the results strongly suggest
that the memory defect observed in Figure 1A experiment is specifically caused by
sleep disruption.

To further determine the window during which ARM consolidation is
dependent on sleep, we delayed the beginning of sleep deprivation to either 8 h or
12 h after the end of the conditioning. In both cases, we observed a 24 h ARM defect
(Figure 1C,D). Sleep monitoring revealed that at ZT12-16 and ZT16-20, trained flies
experienced 220 + 4 min and 219 + 5 min of sleep, respectively, amounts
significantly higher than that observed in naive flies (Figure S1A). Moreover,
following treatment, sleep-deprived flies exhibited an increase in the amount and
quality of sleep compared to control flies (Figure S1C), indicating a sleep
homeostatic response.

Altogether the data indicate that ARM, a consolidated memory form that does
not rely on de novo protein synthesis, is sensitive to 4 h of sleep deprivation

occurring in a time window ranging from 4 to 16 h after conditioning.

The time of day influences ARM performance after sleep deprivation

Because Drosophila olfactory learning can be influenced by the time of day,*
we next sought to evaluate whether circadian rhythms could influence ARM
performance after sleep deprivation. For that purpose, training sessions were
performed at the end of the lights-on period (evening), ZT10 (Figure 1E,F,G), instead
of ZT2 (morning) (Figure 1A,C,D). Flies were then sleep-deprived for 4 h starting at
ZT16, and tested for memory retrieval at ZT10 the next day. Strikingly, sleep-
deprived flies did not show any significant memory impairment (Figure 1E). Similar
results were observed when the sleep deprivation window was shifted to either ZT20
or ZTO (Figure 1F,G). Thus, flies conditioned and further tested in the evening exhibit

a memory performance that is not affected by sleep deprivation, suggesting that
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performance after sleep deprivation is modulated by circadian rhythms.

Memory retrieval is modulated by the circadian cycle in sleep-deprived flies

To determine whether conditioning and/or testing in the evening was
responsible for the loss of ARM sensitivity to sleep deprivation, flies were submitted
to sleep deprivation after conditioning performed at ZT10, but were tested for
retrieval at ZT6, 20 h later, instead of 24 h (Figure 2A). In that case, sleep-deprived
flies displayed a ARM impairment (Figure 2A). This defect was not correlated to the
sleep deprivation time window, as we obtained similar results with a sleep
deprivation taking place 4 h later (Figure 2B), indicating that ARM performance
defects following sleep deprivation depends on when retrieval takes place. The
shorter time interval between the end of the sleep deprivation and the retrieval test is
unlikely to cause the impairment as we have observed in our initial set of
experiments that a 6 h interval between sleep deprivation and testing does not lead
to performance impairment (Figure 1G).

To confirm these results, we next performed the opposite experiment, namely
a conditioning at ZT6, and a memory test taking place either 24 h later at ZT6
(Figure 2C), or 28 h later at ZT10 (Figure 2D). In other words, experiments were
identical except for the time of test. Strikingly, flies tested at ZT6 displayed a memory
defect (Figure 2C), while flies tested at ZT10 exhibited scores comparable to that of
control flies (Figure 2D).

When flies were tested at ZT10, the end of the light phase, they had more
lights-on time to possibly recover from sleep deprivation. To exclude the possibility
that the longer recovery period might account for the absence of memory deficits, we
applied a second sleep deprivation before the test, from ZT4 to ZT8 (Figure 2E).
Interestingly, flies that were sleep-deprived twice exhibited normal memory scores
when memory was tested at ZT10, indicating that increased opportunity to sleep was
not responsible for better memory scores. We conclude that when the memory test
occurs at the end of the light phase, ARM performance does not appear to be

affected by a previous sleep deprivation.
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Figure 2: The time of day affects memory retrieval following sleep deprivation.

(A,B,C,D,E) Wild-type flies were trained with 5 massed cycles for ARM analyses.
(A,B) Flies sleep-deprived for 4 h and tested 20 h after training (ZT6) exhibit a
memory impairment compared to control groups (n = 14). (C) Flies sleep-deprived
for 4 h and tested 24 h after training (ZT6), exhibit a memory impairment compared
to control groups (n = 12). (D) Flies sleep-deprived for 4 h and tested 28 h after
training (ZT10) display a wild-type ARM (n = 12). (E) Flies were sleep-deprived
twice. A first sleep deprivation was applied from ZT16 to ZT20, and a second one
the next day from ZT4 to ZT8. Flies were tested for memory performance at ZT10.
Sleep-deprived flies exhibit memory scores indistinguishable from control flies (n =
11). (F,G) Flies were trained with 5 spaced cycles for LTM analyses. (F) Flies sleep-
deprived for 4 h and tested 20 h after training (ZT6) exhibit a memory impairment
compared to control groups (n = 9). (G) Flies sleep-deprived for 4 h and tested 24 h
after training (ZT10) display a wild-type LTM (n = 12, P > 0.05). Data are mean Pl £
SEM. Unpaired t-test; NS, not significant (P > 0.05); * (P < 0.05).

As memory retrieval seems to be facilitated in the evening, one could expect
that flies without sleep deprivation display higher memory scores when tested during
this period (ZT10) rather than in the morning (ZT4). This is not the case as we
observed similar scores for all memory tests performed at ZT4 compared to that
performed at ZT10 (Pl(zra; n=58y = 0.30 = 0.03 and Plzr10. n=56)= 0.31 £ 0.03 ; t-test: P
> 0.05).
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We next examined whether a circadian modulation of memory performance
following sleep deprivation also applies to LTM, the other form of consolidated
memory described in flies. Flies were submitted to a 5 spaced-cycle conditioning, a
protocol known to generate LTM, then sleep-deprived 4 h later for 4 h, and tested for
memory retrieval either at ZT6 or at ZT10. When memory retrieval tests were
performed at ZT6, we observed a LTM-impairment (Figure 2F), whereas in sharp
contrast, flies displayed wild-type memory scores when tested at ZT10 (Figure 2G).
These results suggest that, similar to ARM, LTM retrieval is affected by a sleep-
deprivation taking place during the consolidation phase, except when memory

retrieval occurs in the 2 h before lights-off.

Sleep deprivation does not disrupt ARM in arrhythmic flies

To further investigate the circadian modulation of ARM vulnerability to sleep
deprivation, we evaluated per’ mutant flies which have been shown to lack circadian
clock.***%% As previously observed, per’ flies did not anticipate the light-dark
transition, but appeared to sleep less in the presence of light, and more in its

t *4 we first

absence (Figure S2A). Because per” mutant exhibits LTM courtship defec
checked 24 h memory after massed training. per® flies exhibited normal performance
(Figure S3A). Interestingly, when per® flies reared under LD condition were trained
using massed training and then submitted to a 4 h sleep deprivation, they displayed
normal scores no matter the training/testing time (Figure 3A,B). These results cannot
be explained by a reduction in the amount of sleep lost during sleep deprivation, as
quantification revealed that per” flies (Figure 3A) lost slightly more sleep than wild-
type flies sleep deprived at the same time of the day (Figure 1A) (175 £ 2 min vs 166
+ 3 min; t-test; n = 384; P = 0.0041). Moreover, the quality of removed sleep was
similar in these two conditions as mean average sleep bout duration was 36.0 £ 2.3
min for wild-type in LD vs 33.5 + 2.1 min for per’ flies (t-test; n = 384; P > 0.05).
Sleep deprived per® flies did not obtain more sleep than undisturbed flies in the
hours preceding the test (ZT0-4) (Figure S4A). In addition, we observed similar
locomotor activity in sleep-deprived per® and sleep-deprived wild-type flies at ZT4,
the moment of the memory test (Figure S4B). Thus, increased sleep or activity does
not explain the lack of memory deficits in sleep-deprived per® mutants. In conclusion,
ARM is not sensitive to a 4 h sleep deprivation taking place during the consolidation

phase in per’ mutant flies.
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Figure 3: 4 h of sleep deprivation does not disrupt ARM in arrhythmic flies.

Flies were conditioned with 5 massed cycles and submitted to a 4 h sleep-
deprivation 4 h later. (A,B) per® mutant flies. When per® flies were either trained and
tested in the morning, or trained and tested in the evening (ZT10), sleep-deprived
groups showed no memory impairment (n 2 11). (C,D) Wild-type flies in constant
light (LL). Wild-type flies were raised in LD cycles and placed in LL condition from
emergence to the memory test. When flies were sleep-deprived 4 h after the end of
massed training, ARM was not disturbed (n = 11). Data are mean Pl + SEM.
Unpaired t-test; NS, not significant (P > 0.05).

To further evaluate the impact of circadian rhythms on consolidated memory
retrieval, we next disrupted the circadian clock by placing wild-type flies in constant
light (LL).>®***® Under LL condition, flies were arrhythmic with respect to sleep
pattern (Figure S2B), and able to form 24 h memory after massed training (Figure
3C,D). We next evaluated ARM after massed-training either at LL2 or LL10, followed
by a sleep deprivation taking place 4 h later (Figure 3C,D). Memory tests performed
24 h later revealed that, similar to per’ flies, wild-type LL flies showed normal
memory retrieval after sleep deprivation (Figure 3C,D). Again, these results cannot
be explained by a reduction in the amount of sleep lost, as flies in LL lost more sleep

during the sleep deprivation (Figure 3C) than flies kept in LD and sleep deprived at
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ZT8 (Figure 1A) (183 £ 2 min vs 166 £ 3 min; t-test; n = 384; P < 0.0001). Moreover,
the quality of removed sleep was similar in these two conditions as mean average
sleep bout duration was 36.0 + 2.3 min for wild-type in LD vs 36.7 £ 2.1 min for wild-
type in LL (t-test; n = 384; P > 0.05). Taken together, the results indicate that

disruption of circadian rhythms reduces sleep requirement for ARM.

ARM performance after sleep deprivation is modulated by the evening waking
peak

The circadian clock modulates the intensity of locomotor activity throughout
the day, driving notably well-identified morning and evening peaks of activity and
wake, the former occurring after lights-on, and the latter a couple of hours before
lights-off.®4"® To assess the role of the evening waking peak during memory
retrieval, we used per® mutant flies.** Under LD condition, per® flies displayed an
evening waking peak occurring 4 h earlier than that observed in wild-type flies
(Figure S2C), due to a shorter circadian period (19 h).>* We first checked that per®
mutant displayed normal 24 h memory (Figure S3B). Next, per® mutant flies
underwent massed-training and were submitted to a 4 h sleep deprivation 4 h later.
Strikingly, per® flies exhibited a memory deficit when the training/testing occurred at
ZT10 (Figure 4A), unlike wild-type flies (Figure 1E). In sharp contrast, when the
testing occurred at ZT6, during their waking peak, per® flies exhibited memory
scores that were not significantly different from the control (Figure 4B). Because we
raised flies at 18°C, we could not assess the role of the morning activity peak as low
temperatures have been shown to inhibit this activity peak.*’ In conclusion, the
results show that when memory retrieval takes place during the circadian waking
peak, memory retrieval is not affected by a sleep deprivation during the consolidation

phase.

98



Circadian Modulation of Consolidated Memory Retrieval Following Sleep Deprivation in Drosophila

A B

ZT;‘O Z'|:15 - ZT.10 Z'|:16 -
[y MEERN o |  [cov IEERN ooy ]
0.4+ 0.4+

NS

o
w
1
o
?

o
N
1
o
i

Performance Index
*
Performance Index

o
o
1
o
o
1

o
o
I
o
?

Sleep ' Sleep
Control Deprived Control Deprived

perS perS

Figure 4: Positive correlation between memory retrieval after sleep deprivation
and the evening activity peak.

per® mutant flies were trained with 5 massed cycles in the evening (ZT10) and sleep
deprived 4 h after conditioning. (A) When tested for memory at ZT10, sleep-deprived
per® flies exhibit a significant defect (n = 12). (B) When tested at ZT6, sleep-deprived
per® flies show a wild-type ARM (n = 11). Data are mean Pl + SEM. Unpaired t-test;
NS, not significant (P > 0.05); * (P < 0.05).

DISCUSSION

Our results demonstrate that 4 h of sleep deprivation during the consolidation
phase affects aversive olfactory ARM and LTM, showing the importance of sleep for
distinct types of memory. When memory retrieval occurs during the evening waking
peak however, normal performance is observed after sleep deprivation, suggesting
that circadian factors modulate the amplitude of the observed sleep deprivation
induced deficits. Interestingly, we show that disruption of the circadian clock reduces
sleep requirement during consolidation.

Ganguly-Fitzgerald et al. previously showed that 4 h of sleep deprivation 4 h
after conditioning induces a LTM courtship defect.®' LTM relies on transcriptome
changes and de novo protein synthesis, probably mediating synaptic plasticity.
Despite the fact that ARM is a consolidated memory form that is less energetically
costly than LTM, we show here that this process does also require sleep, suggesting
a requirement for sleep-induced synaptic plasticity. It is known that LTM
consolidation is a long process occurring from 0 to at least 24 h after conditioning,
observed as changes in gene expression® and the identification of specific memory
traces.”' In contrast, very little data is available about ARM consolidation. Our results
suggest that ARM consolidation is also a long process as sleep deprivation starting

12 h after training leads to memory impairment. Whether or not ARM and LTM rely
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on the same or unrelated sleep dependent processes for their consolidation remains
to be investigated. One interesting pathway in that regards is the cAMP signaling
cascade which plays a key role in all those processes.'?°%%

In Drosophila as in mammals, memory performance can be modulated by
circadian factors. In fly, learning achieved by association of an odor with the delivery
of a single electric shock has been shown to be more robust during the early night
(ZT13).* In the present study however, flies were conditioned either at ZT2, 6 or 10,
several hours away from the optimum learning window defined by Lyons and
Roman. In addition, our results show that memory performance of the sleep-
deprived flies was modulated by the testing time and not by the learning time.

It is well-known that flies sleep less and exhibit a locomotor activity peak 2-3 h
prior lights-off as they anticipate night. Here, we show that testing memory
performance during this activity and waking peak can compensate for the
detrimental effect of sleep deprivation during the consolidation phase. Similar results
were obtained for LTM processing, suggesting that similar mechanisms might link
memory retrieval and circadian rhythms for both ARM and LTM. Importantly, we can
exclude that memory scores are modulated by a change in sensory perception.
Indeed, it has been shown that olfactory responses in wild-type flies peak during the
middle of the night, and that there is no variation between midday and evening.*
Moreover, this peak does not correlate with the locomotor activity peak, ruling out
that an increased sensory perception might account for normal memory performance
after sleep deprivation when retrieval is achieved in the evening.

Memories are not acquired in their definitive form, but undergo a gradual
process of stabilization over time. Sleep is believed to play a role in progressively
increasing the strength and stability of connections that represent the original

experience.*®®’

It seems unlikely that a sleep deprivation during the consolidation
phase, and ending from 8 to 16 h before the memory test, would affect only the
retrieval step. Rather, we suggest that our data reveal two phenomenon: i) a
consolidation phase that is affected by a sleep deprivation, pointing to a role for
sleep in that process, and ii) a memory retrieval that is modulated by the time of day,
pointing to a role for circadian rhythms in that process. Thus, one could hypothesize
that if flies are sleep-deprived during the memory consolidation phase, there might
be a deficit in the consolidation and/or selection of connections relevant to memory,

so that it is more difficult for the animal to retrieve the appropriate information.
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However, memory retrieval might occur more efficiently during the fly activity peak,
thus bypassing the detrimental effect caused by the sleep deprivation; revealing an
interaction between the consolidation and retrieval steps. We do not know whether
the circadian modulation relies on the clock mechanisms per se, or maybe more
likely, on a general brain state of alert flies that would facilitate memory retrieval.

Circadian rhythms are basic biological phenomena that exist throughout
phylogeny. Studies in several species have shown that disruption of circadian
rhythms has negative consequences on memory.*® Unexpectedly, disrupting the fly
circadian clock with either LL condition or the per” mutation does not affect 24h-
ARM, and moreover, the generated memory is not sensitive to 4 h of sleep
deprivation during the consolidation phase. As mentioned above, this is not
attributable to a change in either sleep architecture or general activity during the
memory test. Rather, the results indicate a lower sleep-requirement for ARM when
circadian rhythms are disrupted. It is possible that the lack of circadian clock relaxes
time constraints on sleep dependent synaptic processes and renders memory
consolidation less sensitive to sleep disruption. Nevertheless, per’ flies display a
sleep homeostatic response and performance impairments following sleep
deprivation, as wild-type flies.*”*® While sleep homeostatic regulation can occur in
the absence of a functional circadian clock, the study of clock mutants such as tim®’
and cyc” indicate that the homeostatic response and thus potentially sleep
requirements can be positively or negatively modulated by molecular components of
the clock.?"?%%7

In conclusion, this work points toward a correlation between circadian rhythm
and sleep requirement for consolidated memories. Elucidating how the circadian
clock influences sleep requirements and memory retrieval is clearly a complex issue

that will require further investigations.
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Figure S1: Sleep analyses.

(A) Sleep analyses in flies trained with massed conditioning protocol at ZT2. Total amount of sleep
was monitored during the 4 h-windows corresponding to the different time-windows used to apply
sleep deprivation in naive wild-type flies (gray bar) and in trained flies (black bar). Conditioning
induces an increase in total sleep (Z18-12, 26% ; ZT12-16, 11% and ZT16-20, 11% ; n = 32). (B,C)
Sleep quantification in the 4 h following the sleep deprivation treatment. Hatched bars: sleep-
deprived flies; white bars: flies kept in ftrikinetics tubes without any perturbation. (B) Sleep
deprivation applied from ZT8 to ZT12 does not induce any change in either sleep quantity or sleep
quality (n = 32). (C) Sleep deprivation applied from ZT12 to ZT16 induces an increase in sleep
quantity and quality (n = 32). Data are mean + SEM. Unpaired ttest; NS, not significant (P > 0.05),
*(P<0.05).
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Figure S2: Sleep pattern analyses.

(A) per® mutantflies in LD cycles. Daily sleep patterns (min/h) (n = 32). per? flies show no circadian
regulation of sleep behavior beyond the fact that they sleep less during the day due to light
exposure. (B) Wild-type flies in constant light (LL). Daily sleep patterns (min/h) (n = 32). Wild-type
flies show no circadian regulation of sleep behavior. (C) Daily sleep patterns (min/h) in LD cycles
for wild-type (n = 32) and perS (n = 32) flies. Wild-type flies sleep less around ZT10, whereas perS

mutant flies sleep less around ZT6. Data are mean + SEM.
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Figure S3: Circadian mutants exhibit normal ARM.

1-2 days old flies were trained with 5 massed cycles and tested for memory 24 h later. (A) per?
mutant flies exhibit normal scores (n = 9). (B) per® mutant flies exhibit normal scores (n = 7).
Data are mean + SEM. Unpaired ttest; NS, not significant (P > 0.05).
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Figure S4: Sleep and locomotor activity in sleep-deprived per? flies.

Flies were trained with massed conditioning protocol at ZT2. (A) Sleep was monitored in per? flies
that were either sleep-deprived from ZT8 to ZT12 or kept undisturbed. Sleep deprivation did not
induce any change in either sleep quantity or sleep quality during the first 4 h of the light period
(n = 32). (B) Wild-type and per? flies were sleep-deprived from ZT8 to ZT12 and locomotor activity
was monitored from ZT4 to ZT6 the next day (counthour: number of infrared beam breaks per h).
per? flies did not show any increase in locomotor activity compared to wild-type flies (n = 54). Data
are mean + SEM. Unpaired t-test; NS, not significant (P > 0.05).
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Conclusions

3. Conclusions

Nos résultats montrent que la MRA et la MLT sont toutes deux sensibles a de courtes
privations de sommeil réalisées entre 4 et 16 h aprés la fin du conditionnement, pendant
I’étape de consolidation. De maniere spectaculaire, la mémoire n’est pas affectée si le rappel
mnésique a lieu pendant le pic d'activité du soir. Ainsi, nous avons mis en évidence une
interaction fonctionnelle entre les étapes de consolidation et de rappel, c’est a dire qu’une
fragilisation de I’étape de consolidation par une privation de sommeil, peut étre compensée au
niveau de 1’étape du rappel par le rythme circadien. Nous ne savons pas si 1’effet observé est
directement lié aux mécanismes moléculaires régissant I'horloge circadienne, ou si, plus
vraisemblablement, cet effet est dii a un état général du cerveau, état "plus performant"
présent chez des mouches particulierement actives. Enfin, les résultats sont similaires en ce
qui concerne les deux types de mémoire consolidée. Si la MRA semble étre une mémoire
moins exigeante au niveau énergétique que la MLT, elle n’en n’est pas moins strictement
dépendante du sommeil. Des mécanismes similaires lient donc le sommeil a la consolidation
d’une part, et le rythme circadien au rappel mnésique d’autre part, pour la consolidation de la

MRA et de la MLT.

Nous avons montré que les facteurs circadiens peuvent influencer la sensibilité de la
mémoire aux privations de sommeil. En effet, la MRA des drosophiles dépourvues de rythme
circadien est insensible a une privation de sommeil. Il semble donc que la consolidation de la

MRA soit moins dépendante du sommeil si le rythme circadien est perturbé.

Cette étude met donc en évidence la corrélation complexe qui existe entre le rythme

circadien, le sommeil, et les étapes de consolidation et de rappel de la mémoire.

4. Résultats additifs a l'article

Deux expériences complémentaires portant sur I'étude de la MLT sont en lien direct
avec les résultats présentés dans cet article. Ces expériences supplémentaires ont pour but de

confirmer que la MLT présente la méme sensibilité que la MRA a une privation de sommeil.

Ainsi, nous avons réalisé I’expérience présentée dans figure 2C de l'article (page 95)
mais avec un conditionnement espacé. C’est a dire un conditionnement a ZT6, une privation
de sommeil a ZT12-16 et un test 24 h apres le conditionnement a ZT6. Comme pour la MRA,

nous observons une chute du score chez les drosophiles privées de sommeil (Figure 17). Ce
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résultat renforce nos conclusions sur le fait que les deux mémoires consolidées sont sensibles

a une privation de sommeil sauf si le test de mémoire est réalisé a ZT10 (a comparer avec la

figure 2G de l'article).
m 7o [El
nuit
conditionnement i
espacé
0.5+
(]
o
S 04-
£
L 0.3 %
g
o 0.2 T
©
(]
S 0.1
©
£
0.0-
Privé de

Controle sommeil

Afin d'analyser l'importance du sommeil dans la consolidation de la MLT chez des
drosophiles arythmiques, nous avons réalisé la méme expérience que celle présentée dans la
figure 3C de l'article (page 97), mais avec un conditionnement espacé. Les drosophiles ont
donc été placées en jour constant, afin qu'elles deviennent arythmiques. Elles ont ensuite été
conditionnées a LL2, privées de sommeil a LL8-12 et testées a LL4. Comme nous pouvons le
constater sur la Figure 18, les drosophiles ne sont pas sensibles a une privation de 4 h de
sommeil. Tout comme la MRA (Figure 3C de l'article, page 97), la MLT semble donc étre

insensible a une privation de sommeil de 4 h si les drosophiles sont arythmiques.
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Ces résultats confirment donc notre hypothese: les deux types de mémoire consolidée
qui existent chez la drosophile semblent présenter les mémes caractéristiques en ce qui

concerne leur sensibilité a une privation de sommeil.

Un test le soir permet de compenser ’effet délétere d’une privation de sommeil sur la
consolidation de la MRA et de la MLT. L’influence du rythme circadien se fait donc lors du
rappel mnésique, a un niveau vraissemblablement commun entre les deux mémoires. Tres
récemment, notre équipe a identifié les neurones de sorties des mémoires consolidées, les
MB-V2 (Séjourné et al., 2011). Le blocage de ces neurones pendant le rappel provoque des
défauts mnésiques spécifiques des mémoires consolidées. Les dendrites de ces neurones
projettent au niveau des lobes verticaux des CPs et les axones projettent au niveau de la corne
latérale. Les expériences d'imagerie calcique (avec la sonde GCaMP3) ont démontré que ces
neurones répondent aux odeurs et que de plus, 3 h apres 1 cycle de conditionnement, ces
neurones répondent plus fortement au CS- qu’au CS+. Cette différence de réponse entre les 2

odeurs du conditionnement refléte donc l'apprentissage (la sortie de la mémoire).

Nous avons émis 1’hypothese que l'influence du rythme circadien sur le rappel de la
mémoire se fait au niveau de ces neurones. Afin d'analyser la réponse calcique des MB-V2,
nous avons utilisé le pilote d'expression R71D08 qui est plus spécifique des MB-V2 que celui
utilisé dans l'article (NP2492). Nous avons en préambule vérifié que I'expression de la sonde
calcique a l'aide du pilote d'expression R71D08 ne provoque pas de défaut de mémoire a 24 h
apres 5 cycles massés. Comme on peut le constater dans la Figure 19, l'expression de la

GCamp3 dans les MB-V2 ne provoque pas de défaut de MRA.
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Ensuite, nous avons analysé la différence de la réponse calcique au CS+ d'une part, et
au CS- d'autre part, 24 h apreés un conditionnement massé. Les résultats indiquent que ces
neurones répondent plus fortement au CS+ 24 h apres un conditionnement massé lorsque le
CS+ est I’octanol (Figure 20-A). Cependant, ce n’est pas le cas lorsque le CS+ est le

methylcyclohexanol (Figure 20-B).
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Nous n'avons pas poursuivi ces expériences car (i) nous n’avons pas obtenu les mémes
résultats pour les deux odeurs, et (ii) parce que la différence de réponse entre le CS+ et le CS-
est inversée par rapport aux résultats publiées dans l'article de Séjourné er al.. 11 est
envisageable que cette différence soit due aux différences de protocoles de conditionnement.
En effet, nous avons analysé la réponse calcique des MB-V2 24 h apres un conditionnement
massé alors que dans l'article publié, l'analyse est réalisée 3 h apres 1 cycle de

conditionnement.
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PARTIE II: Effet d'une privation de sommeil

juste apres le conditionnement

Dans cette troisieme partie, je vais présenter les résultats d'expériences réalisées pour
étudier les effets sur la consolidation de la mémoire d'une privation de sommeil ayant lieu

juste apres le conditionnement.

Pour ces expériences, il y a un court laps de temps (10 a 25 min) entre la fin du
conditionnement et le début de la privation de sommeil dans le SNAP. Afin de s'assurer que
les drosophiles ne dorment pas pendant cette période, des petits coups sont donnés
manuellement et régulierement sur les tubes. Les drosophiles ne peuvent donc pas dormir

entre la fin du conditionnement et la fin de la privation de sommeil dans le SNAP.

1. La privation de sommeil juste apres le conditionnement n'affecte

pas la formation de la mémoire résistante a 1'anesthésie

Nous avons tout d'abord étudié l'effet d'une privation de sommeil de 4 h qui a lieu a la
suite (t)) d'un conditionnement massé effectué le matin a ZT2. De fagon tres surprenante, les
drosophiles testées a ZT4, donc pas pendant le pic d'activité, ne présentent pas de défaut de
mémoire (Figure 21-A). La privation de sommeil a t, ne semble donc pas avoir d'effet sur la

consolidation.
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Pour étudier un effet possible du rythme circadien sur la mémoire consolidée observée
apres une privation a t,, nous avons décalé dans le temps le conditionnement et le test (ZT6 et
ZT10). Dans le cas d'un conditionnement a ZT6, la privation de sommeil a t, n'a pas d'effet

délétere sur la mémoire (Figure 21-B).

Pour ce qui est de I'expérience avec le conditionnement a ZT10, un test 24 h apres
reviendrait a tester les drosophiles durant le pic d'activité. Cela pourrait donc compenser un
défaut de consolidation du a la privation de sommeil (cf. article). Nous avons donc testé ces
mouches a ZT10 et également a ZT6, soit 20 h apres le conditionnement. Dans les 2 cas, une

privation de sommeil a t, ne provoque pas de défaut de MRA (Figure 21-C,D).

De facon étonnante, dans 3 de ces expériences, la privation de sommeil a t, n'affecte

pas la mémoire des drosophiles bien qu'elles ne soient pas testées pendant le pic d'activité.
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L'ensemble de ces résultats nous permet donc d'émettre la conclusion suivante: une privation
de sommeil juste apres le conditionnement n'a pas d'effet négatif sur la consolidation de la

MRA.

2. La privation a t, n'affecte pas la formation de la mémoire a long

terme

Nous avons ensuite voulu savoir si l'autre type de mémoire consolidée, la MLT, est
elle aussi insensible a une privation de sommeil a t,. Nous avons donc conditionné les
drosophiles avec un protocole espacé a ZT6, puis elles ont été privées de sommeil pendant 4 h
a t,. Le test de mémoire réalisé 24 h apres nous montre qu'il n'y a pas de différence
significative entre les mouches privées de sommeil et les mouches controles (Figure 22).
Ainsi, la MLT semble elle aussi insensible a une privation de sommeil réalisée juste apres le

conditionnement.
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3. Une privation de 8 h a t, n'affecte pas les mémoires consolidées

Pour expliquer les résultats précédents, nous pouvons imaginer que les processus de
consolidation qui interviennent normalement juste apres le conditionnement ont été mis en

"attente" par la privation de sommeil a t,. Ainsi, la privation ne ferait que repousser de 4 h les
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processus de consolidation. Pour étudier cette hypothese, nous avons doublé le temps de
privation. Tout d'abord avec un conditionnement massé ou espacé le soir a ZT10. Comme on
peut le constater, les drosophiles privées de 8 h de sommeil présentent des scores similaires a
ceux des contrdles (Figure 23-A,B). De facon étonnante, une privation de sommeil deux fois
plus longue a t, ne semble pas avoir d'effet négatif sur la consolidation de la MRA et de la
MLT. Ces résultats pourrait €tre attribués au moment du test qui a lieu pendant le pic

d'activité ou bien au fait que les 8 h de privation n'affectent pas la consolidation.
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Afin de distinguer ces deux hypotheses, nous avons réalisé une privation de sommeil
de 8 h apres un conditionnement massé qui a lieu le matin a ZT2. De facon trés surprenante,
les drosophiles privées de 8 h de sommeil et testées a ZT2 ont la encore une mémoire

semblable a celle des contrdles (Figure 23-C).

Il est trées peu probable que les processus de consolidation puissent €tre mis en
"attente" pendant 8 h. Ces résultats suggerent donc qu'une privation de sommeil a t, ne

perturbe pas la consolidation de la mémoire.
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4. La privation de sommeil a t, ne modifie pas la qualité de la

mémoire formée

Sachant que le processus de consolidation se met en place juste apres le
conditionnement, il apparait étonnant qu'une privation de sommeil a t, n'affecte pas cette
étape. Nous avons voulu savoir si la qualité de la mémoire formée dans ces conditions était
différente de celle attendue, c’est a dire différente de la MRA formée apres un
conditionnement massé et présente a 24 h. Nous avons ainsi analysé : 1) la quantité de
mémoire labile présente a 24 h, 2) la stabilité de la mémoire dans le temps, 3) la formation de
mémoire consolidée apres seulement 1 cycle de conditionnement, et 4) la mémoire d'un

mutant spécifique de MRA.

1- Pour analyser la mémoire labile, nous avons réalisé des anesthésies par le froid. En
effet, une breve anesthésie d’une minute réalisée 1 h avant le test mnésique provoque
I’effacement de la composante labile de la mémoire. Nous avons donc répété I'expérience de
la Figure 21-A en réalisant une anesthésie des mouches par le froid. L'indice de performance
mesuré apres anesthésie correspond donc exclusivement a la MRA. Nous observons apres
traitement par le froid une baisse du score de mémoire d'environ 24% pour le groupe controle,
et une baisse d'environ 46% pour les drosophiles privées de sommeil (Figure 24). Néanmoins,
dans les deux cas, la baisse du score n’est pas statistiquement différente du score de mémoire
obtenu pour les drosophiles qui n’ont pas subit d’anesthésie (Figure 24). Il est relativement
classique d’observer une variabilité élevée pour ce type d’expérience, et ayant atteint un
échantillon déja assez élevé (n = 21, soit environ le double du nombre d'expériences
habituelles), nous avons choisi d’arréter ces expériences. Ces observations indiquent qu'il n'y
a pas de mémoire labile a 24 h apres un conditionnement massé et suggerent que la privation

de sommeil a t, ne modifierait pas la quantité de mémoire consolidée formée.
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2- Pour étudier la stabilit€¢ de la mémoire formée, nous avons réalisé les tests
mnésiques 48 h apres le conditionnement (au lieu de 24 h). Les scores de mémoire observés a
48 h sont similaires pour les drosophiles privées de sommeil a t, et les mouches controdles
(Figure 25). Nous concluons que la stabilité de la mémoire formée apres un conditionnement

massé n’est pas affectée par une privation de sommeil a t,,.
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3- Afin d'évaluer la capacité des mouches a former de la mémoire consolidée, nous les
avons soumises a un seul cycle de conditionnement. Comme nous l'avons vu dans
l'introduction, 1 cycle de conditionnement induit la formation de mémoire labile mais aussi de
MRA. Ainsi, le score mesuré a 24 h apres ce protocole correspond a de la MRA. Cependant,
les indices de performances sont plus faible qu'a 24 h apres 5 cycles massées. Comme on peut
le constater sur la Figure 26, la mémoire mesurée a 24 h est similaire chez les mouches

privées de sommeil a t, et les mouches controles.
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4- Enfin, nous avons analysé l'effet d'une privation de sommeil a t, sur un mutant de
mémoire spécifique de la MRA qui est en cours de caractérisation au laboratoire (Séjourné et
al. en préparation + these de Julien Séjourné). Chez ce mutant, la privation de sommeil a t,
n’a pas d’effet significatif sur le score de mémoire (Figure 27). Pour les groupes contrdles en
bouteilles, la différence du score de mémoire n'est pas significative car il y a de la variabilité

1% est deux

dans les expériences (n = 8). Cependant, le score de mémoire des drosophiles ga
fois plus faible que celui des contrdles. Vu que la tendance est faible entre les groupes des

drosophiles en tubes trikinetics, nous n'avons pas poursuivit cette expérience.
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En conclusion, I'ensemble des ces expériences suggere que la qualité de la mémoire
formée chez les drosophiles privées de sommeil a t, est identique a celle des controles. Ainsi,

une privation a t, n’affecte pas le processus de consolidation de la MRA.

5. Une privation de sommeil a t, a un effet positif sur la

consolidation

Selon les résultats obtenus jusqu'ici, une privation de sommeil a t, n'a pas d'effet sur la
consolidation (Figure 28-A), elle ne modifie apparement ni la quantité, ni la qualité de la
mémoire formée. Dans l'article présenté dans la Partie I, nous avons démontré qu'une
privation de sommeil de 4 h a ZT8-12 aprés un conditionnement massé réalisé a ZT2
provoque un défaut de mémoire (Figure 28-B). Une privation de 8 h a t, devrait donc
provoquer un défaut de mémoire semblable a celui observé dans la Figure 28-B. Or, comme
nous l'avons décrit dans la partie C, les drosophiles privées de 8 h de sommeil a t, ont des
scores comparables aux contrdles (Figure 28-C). Elles sont donc devenues insensibles a la 2"

partie des 8 h de privation (ZT8-12).
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ZTO ZT4 ZT8 ZT12 ZT4
5 cycles
Jour massés

Figure 28 : Schéma récapitulatif n°1.

Des drosophiles sauvages ont été conditionnées a ZT2 avec 5 cycles massés puis privées de sommeil
et testées a ZT4. La boite violette indique le conditionnement, la boite jaune indique celui de la
privation de sommeil et la mauve celui du test de mémoire.

Cette observation suggere qu'une privation de sommeil pendant les 4 heures a t,
pourrait exercer un effet positif sur la consolidation de la mémoire car les drosophiles
deviennent insensibles a une privation (ZT8-12) qui normalement perturbe la consolidation de

la MRA.

Afin de valider cette hypotheése nous avons réalisé une expérience avec 2 privations de
4 h. La 1*° privation intervient 2 t, et la 2" a ZT12-16 (Figure 29-C). Pour rappel, dans
l'article, nous avons démontré qu'une privation de 4 h a ZT12-16 engendre un défaut de
mémoire (Figure 29-B). Les résultats présentés dans la Figure 30-A indiquent que la mémoire
mesurée a 24 h est similaire chez les mouches privées de sommeil et les mouches contrdles.
Cette expérience démontre donc qu'une privation de sommeil juste apres le conditionnement

rend la consolidation de la mémoire insensible a une 2"* privation ultérieure.

ZT0 ZT4 ZT8 ZT12 ZT4
5 cycles
Jour masseés

Figure 29 : Schéma récapitulatif n°2.

Des drosophiles sauvages ont été conditionnées a ZT2 avec 5 cycles massés puis privées de sommeil
et testées a ZT4. La boite violette indique le conditionnement, la boite jaune indique celui de la
privation de sommeil et la mauve celui du test de mémoire.
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Pour valider ce résultat, nous avons remplacé la fenétre de privation a t, par un
controle mécanique. Pour rappel, nous avons utilisé ce protocole dans 1'article pour démontrer
que les défauts de mémoire observés apres privation n'était pas du au stress potentiellement
provoqué par les stimulation mécaniques. Durant ce contrdle mécanique, les drosophiles
recoivent le méme nombre de stimulations que durant une privation de sommeil mais sur une
période plus courte. Au lieu de recevoir une stimulation toute les 5 minutes, elles recoivent
une stimulation toutes les minutes. Elles peuvent ainsi dormir 48 min/h sur les 4 heures que
dure ce traitement. Comme on peut le voir sur la Figure 30-B, le groupe soumis au contrdle
mécanique a t, puis a une privation de sommeil a ZT12-16 présente un défaut de mémoire par
rapport au groupe sans perturbations. Le traitement du contrdle mécanique n'a donc pas le
méme effet qu'une privation de sommeil puisque la consolidation reste sensible a une

privation de sommeil a ZT12-16.
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L'ensemble de ces résultats confirme que la privation de sommeil a t, exerce un effet
positif sur la consolidation car elle rend la mémoire insensible a une privation ultérieure. On
peut donc supposer que la consolidation de cette mémoire est renforcée et qu'il est ainsi plus

difficile de la perturber par la suite.
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6. La privation de sommeil a t, n'altére pas le "reversal learning"

L'une des conséquences d'une privation de sommeil est I'augmentation dans le cerveau
(et donc dans les CPs) de marqueurs synaptiques, indiquant que les synapses sont actives
(Gilestro et al., 2009). On peut donc se demander si une privation de sommeil lors des
premieres étapes du processus de consolidation ne pourrait pas renforcer les synapses créées
pendant l'apprentissage. Ainsi, la mémoire serait plus fortement consolidée et deviendrait
alors insensible a une 2" privation de sommeil. Les synapses correspondant 2 la mémoire
formée seraient donc figées, rendant plus difficile le remodelage requis afin d’effacer cette

mémoire.

Nous avons donc voulu savoir si les drosophiles soumises a une privation de sommeil
a t, sont capables d'oublier 1'information apprise durant le conditionnement. Pour répondre a
cette question, nous avons réalisé un 2" conditionnement avec 1 cycle d'apprentissage
appliqué 3 h avant le test de mémoire. Lors de ce 2" conditionnement, 1'odeur qui est associée

aux chocs (CS+) est inversée par rapport au 1 conditionnement.

Les résultats sont présentés dans la Figure 31 1'indice de performance est calculé par
rapport au 2" conditionnement (ce qui explique le résultat négatif pour les "CS (5x)"). Les
deux premieres colonnes sont des contrdles pour s'assurer que les 2 conditionnements se sont
bien déroulés. Les 3 dernieres colonnes représentent les mouches en tubes trikinetics. Comme
on peut le constater, méme s'il y a une légere tendance a la baisse, les drosophiles privées de
sommeil a t, présentent des scores similaires a ceux des controles. La privation de sommeil
pourrait perturber le 2" apprentissage indépendamment du 1¢. Pour cette raison, nous avons
réalis€ un controle pour lequel des drosophiles naives ont été privées de sommeil puis
conditionnées avec 1 cycle. Les résultats montrent qu’une privation de sommeil précédent de

15 h le conditionnement, ne semble pas perturber 1'apprentissage.
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La privation de sommeil a t, ne semble donc pas renforcer la consolidation de la
mémoire au point d’empécher la formation d’une nouvelle mémoire suite a un autre
conditionnement. Cependant, on peut noter que dans cette expérience, le 2" conditionnement
intervient assez tardivement par rapport a la privation de sommeil (15 h apres). Il est donc
envisageable que le cerveau retrouve un état de fonctionnement "normal" pendant la nuit.
Dans ce cas, l'effet bénéfique d'une privation de sommeil a t, serait temporaire. Afin de
vérifier cette hypothese, il serait nécessaire de réaliser le second conditionnement plus

rapidement apres la fin de la privation de sommeil a t,,.
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Figure 32 : Résumé des résultats de la partie I et I1.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Que l'on s'intéresse aux drosophiles ou aux mammiferes, il semble communément
admis qu'il existe un lien entre le sommeil et la plasticité synaptique. Néanmoins, la fagon
dont ces modifications s'operent pendant le sommeil demeure incertaine. Il existe
actuellement 2 principales hypotheses non-exclusives pour décrire les mécanismes qui
agissent pendant le sommeil pour réguler la plasticité synaptique nécessaire aux processus
mnésiques. (1) Selon la théorie de 1'homéostasie synaptique (Tononi & Cirelli, 2006), la
plasticité synaptique qui se produit pendant 1'éveil est consommatrice d'énergie, d'espace, et
limite les capacités d'apprentissage. Le sommeil serait donc nécessaire pour un retour au
niveau basal de la force synaptique, ce qui permettrait d'économiser de 1'espace en supprimant
les synapses "inutiles" et en restaurant ainsi les capacités d'apprentissage. (2) D'apres
I'hypothese de la consolidation active de la mémoire (Diekelmann & Born, 2010), les traces
mnésiques sont réactivées pendant le sommeil ce qui permet de renforcer les réseaux
neuronaux qui sous-tendent la mémoire. Ainsi, le rle positif joué par le sommeil pendant la
consolidation de certains types de mémoire pourrait se réaliser via d'une part, une régulation
négative généralisée des synapses non pertinentes, et d'autre part, via le renforcement
spécifique de synapses potentialisées (ou "marquées"). En effet, dans toutes les especes
étudiées a ce jour (drosophiles, moineaux, hamster, souris, rats), I'éveil s'accompagne d'une
régulation positive de la transcription des génes impliqués dans la réponse au stress cellulaire
et dans certains processus nécessaires a l'activité synaptique. A l'inverse, le sommeil
s'accompagne d'une augmentation des transcrits jouant un réle dans la dépression synaptique,
l'entretien des membranes et le métabolisme lipidique (Cirelli et al., 2004; Mackiewicz et al.,

2007).
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Nos données démontrent que le sommeil joue un rdle important dans les processus de
consolidation de la mémoire chez la drosophile. Nous discuterons dans un premier temps de

I'implication du rythme circadien dans 1'étape de rappel d'une mémoire fragilisée.

1. Effet du rythme circadien sur le rappel de la mémoire apres une

privation de sommeil

Effet négatif sur la MLT

En 2006, Ganguly-Fitzgerald et al. ont démontré chez la drosophile que 4 h de
privation de sommeil, 4 h apreés la fin d'un conditionnement de comportement de cour,
provoque un défaut de MLT (Ganguly-Fitzgerald et al., 2006). Ce résultat vient confirmer les
nombreuses études qui ont déja démontré l'importance du sommeil pour les processus de
consolidation de la mémoire chez diverses especes (Graves et al., 2003; Hairston et al., 2005;
Li et al., 2009b; Palchykova et al., 2006a; Smith & Rose, 1996; Vecsey et al., 2009). Dans
notre étude, avec un paradigme de mémoire olfactive aversive, nous avons confirmé 1'effet

négatif d'une privation de sommeil 4 h apres le conditionnement sur la MLT.

Effet négatif sur la MRA

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, la MRA et la MLT sont deux mémoires
consolidées mais qui ne présentent pas les mémes caractéristiques. Tout d'abord, ces deux
mémoires n'ont pas la méme perdurance, la MRA décline plus rapidement que la MLT dans
les jours qui suivent le conditionnement (Tully er al., 1994). Ces deux mémoires sont
antagonistes, la formation de la MLT inhibe la formation de la MRA (Isabel et al., 2004). De
plus, contrairement a la MRA, la MLT dépend de la synthése protéique de novo pour se
mettre en place (Tully et al., 1994). Enfin, d'un point de vue énergétique, la formation de la
MRA est moins couteuse que celle de la MTL car les drosophiles a jeun meurent plus
rapidement aprés un conditionnement espacé qu'apres un conditionnement massé (Mery &
Kawecki, 2005). Aux vues de ces différences, on peut se demander si une privation de
sommeil affecterait la consolidation de la MRA de la méme maniere que celle de la MLT. De
facon surprenante, nos résultats démontrent que la MRA est elle aussi sensible a une privation
de sommeil qui a lieu pendant la consolidation. Ces résultats suggerent que la consolidation
de la MRA est, tout comme celle de la MLT, dépendante de la plasticité synaptique qui se

produit pendant le sommeil.
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Lorsque la privation de sommeil intervient la nuit (ZT12-16 ou ZT16-20), les
drosophiles conditionnées perdent environ 220 min de sommeil, soit = 19% du sommeil total
sur 24 h. Il est intéressant de noter qu'une privation de sommeil qui intervient a ZT8-12, i.e.
pendant la période ou les drosophiles dorment le moins, provoque un défaut de MRA, bien
que les drosophiles conditionnées ne dorment que 148 min pendant cette période, soit = 12%
du sommeil total sur 24 h. Ainsi, une privation de seulement 12% du sommeil total sur 24 h
affecte la consolidation de la MRA. Si la quantité de sommeil retirée peut paraitre faible, la
privation intervient sur une période de 4 h, ce qui correspond a une longue période en ce qui

concerne les processus de consolidation mnésique.

De plus, la consolidation de la MRA apres 5 cycles massés semble étre un processus
long puisqu'une privation qui a lieu 12 h apres le conditionnement provoque un défaut de
mémoire. Ce défaut n'est pas di a un effet de la privation sur le rappel mnésique qui a lieu
seulement 8 h apres car nous avons aussi réalisé une expérience ou la privation se termine 6 h
avant le test, et dans ce cas, il n'y a pas de défaut de mémoire. La privation de sommeil 12 h
apres le conditionnement affecte donc bien I'étape de consolidation. Il reste encore a
déterminer si l'effet du sommeil sur la consolidation de ces deux mémoires MRA et MLT,

dépend ou non des mémes mécanismes.

Voies moléculaires impliquées pendant le sommeil pour la consolidation de la mémoire
Chez la souris, il a été démontré qu'une courte privation de sommeil suffit a perturber
la plasticité synaptique dépendante de la voie AMPc/PKA au niveau de I'hippocampe (Vecsey
et al., 2009). D'autre part, chez la drosophile, I'équipe de Guo a suggéré que l'effet délétere
d'une privation de sommeil sur l'apprentissage de la MCT serait dii a2 une augmentation de la
quantit¢ d'AMPc dans les CPs (Li et al., 2009b). Ainsi, il serait intéressant d'étudier les
modifications d'activité de la PKA, au niveau des CPs, apres une privation de sommeil. En
effet, la PKA joue chez la drosophile un réle important dans la régulation du sommeil ainsi

que dans les processus de consolidation de la MRA et de la MLT.

Une autre voie moléculaire qui pourrait-&tre perturbée par la privation de sommeil et
qui ainsi provoquerait des défauts de mémoire est celle de 1’ecdysone. En effet, il a été
démontré qu'une privation de sommeil provoque une augmentation du taux d'ecdysone dans le
cerveau (Ishimoto & Kitamoto, 2010). Or, I'administration d'ecdysone entre le
conditionnement et le test perturbe la consolidation de la MLT (Ishimoto et al., 2009). 11 est

donc possible que son administration (ou sa libération) affecte aussi la MRA. Ainsi, afin
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d'étudier l'implication de la voie de l'ecdysone pendant la privation de sommeil, il serait
intéressant de bloquer cette voie pendant la privation de sommeil, par exemple, en inhibant les
récepteurs a l'ecdysone en utilisant un allele thermosensible (Bender et al., 1997; Ishimoto et

al., 2009).
a) Larégulation circadienne

Interaction entre 1'étape de consolidation et celle du rappel

Nous avons démontré que les effets déléteres de 4 h de privation de sommeil sur la
mémoire peuvent étre compensés si les tests de mémoire sont réalisés pendant une période
naturelle ou les drosophiles sont particulierement actives (i.e. ZT10-12). Dans notre étude, des
limitations techniques liées au traitement individuel des drosophiles ne nous ont pas permis de

tester l'influence du pic d'activité du matin sur le rappel de la mémoire.

Nos données ainsi que celles de la littérature nous permettent d'exclure que cette
compensation est due a: (i) une amélioration des perceptions sensorielles des drosophiles car
il a été démontré que l'olfaction était meilleure pendant le milieu de la nuit, et non avant
I’extinction des lumieres (Krishnan et al., 1999; Zhou et al., 2005). Il n'y a donc pas de
corrélation entre le pic d'olfaction et le pic d'activité de fin de journée. (ii) Une période plus
longue entre la fin de la privation de sommeil et le test mnésique, ce qui permettrait
permettrait une période de récupération aboutissant a une consolidation efficace de la
mémoire. En effet, I'expérience de double privation et les expériences avec le mutant per®

vont a l'encontre de cette hypothese.

Afin de confirmer l'influence du rythme circadien sur le rappel mnésique, nous avons
déplacé le pic d'activité locomotrice des drosophiles en utilisant le mutant de rythme circadien
per®. En effet, chez ce mutant, le pic d'activité est avancé de 4 h. Ces expériences confirment
que c'est l'influence du rythme circadien sur I'étape de rappel qui permet aux drosophiles de
compenser le défaut de consolidation de la mémoire. L'ensemble de nos données ne nous
permettent pas de déterminer clairement si cet effet est dii aux mécanismes de 1'horloge
circadienne ou, plus vraisemblablement, a un état général du cerveau qui serait en alerte et
plus performant, ce qui faciliterait le rappel de la mémoire. Afin de discriminer ces deux
hypotheses, nous pourrions modifier de fagon artificielle l'activité des drosophiles pendant le
test mnésique. Nous pourrions pour cela utiliser des molécules stimulantes comme la caféine

ou bien utiliser le jeline qui provoque une augmentation de I'activité des drosophiles.
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En 2009, Lyons & Roman ont pu mettre en évidence une modulation circadienne de la
MCT chez la drosophile (Lyons & Roman, 2009). Le pic de performance de la MCT se situe
en début de nuit (ZT13-17) apres l'association entre une odeur et un pulse de choc électrique.
Nous pouvons noter que ce pic de performance ne coincide pas avec la période de
compensation du défaut mnésique (ZT10-12). De plus, les auteurs n'utilisent pas le méme
protocole de conditionnement que celui de notre étude. En effet, le pic de performance de
MCT est beaucoup moins prononcé lorsque les drosophiles sont conditionnées avec un
protocole classique (12 chocs électriques de 90 V - protocole utilisé dans notre laboratoire). Il
a été démontré que l'indice de performance de l'apprentissage est positivement corrélé aux
nombres de chocs électriques délivrés pendant le conditionnement (Beck et al., 2000; Tully &
Quinn, 1985). Ainsi, le protocole classique de conditionnement permet aux drosophiles
d'atteindre des performances maximales ce qui masque en grande partie 1'influence du rythme
circadien dans I'étude de la MCT menée par Lyons & Roman. Enfin, dans cette étude, comme
le test de mémoire a lieu 3 minutes apres le conditionnement, les auteurs n'ont pas pu exclure

que l'effet observé était dii a une modulation du rappel mnésique.

Plusieurs études réalisées chez différentes especes ont déja démontré 1'existence d'une
régulation circadienne de la formation de la mémoire. En effet, la comparaison des
performances mnésiques diurnes et nocturnes a permis de corréler positivement la phase
d'activité circadienne a une meilleure formation de la MLT (chez le zebrafish (Rawashdeh et
al., 2007), 1'Aplysie diurne (Fernandez et al., 2003; Lyons et al., 2005), 1'Aplysie nocturne
(Lyons et al., 2005), la souris (Chaudhury & Colwell, 2002) et le rat (Valentinuzzi et al.,
2000; Valentinuzzi et al., 2004)). Pour ce qui est des drosophiles qui sont des insectes
crépusculaires (actifs le matin et le soir), la formation de la MLT n'est pas meilleure le jour
que la nuit (Sakai et al., 2004) (protocole comportement de cour). Il serait plus judicieux de
comparer les indices de performance, sans privation de sommeil, entre un conditionnement a
ZT6 et un a ZT10. Or, nous avons réalisé ces expériences et les indices de performance ne
sont pas différents (IP ;1 = 0,33 + 0,04 et IP ;1,5 = 0,35 + 0,06). Ces observations suggerent
qu'il n'y a pas de modulation circadienne de 1'apprentissage de la MLT. Cependant, nous ne
pouvons pas exclure que l'influence du rythme circadien soit masquée par le conditionnement
utilisé qui génere un apprentissage élevé. Il serait peut-étre nécessaire de se placer dans des
conditions plus limitantes lors de l'apprentissage, comme celles utilisées lors de 1'étude de

Lyons & Roman, pour observer une modulation de la MLT par le rythme circadien.
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Il est important de noter que dans notre étude, le rythme circadien n'influence pas les
performances de la MRA des drosophiles non privées de sommeil. En effet, les drosophiles
testées le soir n'ont pas un meilleur indice de performance que celles testées en milieu de
journée. L'implication du rythme circadien dans le rappel de la mémoire semble donc étre
spécifique d'une mémoire fragilisée. Pour observer une modulation du rappel mnésique par le
rythme circadien chez des drosophiles non privées de sommeil, il faudrait peut-&tre se placer

dans des conditions plus limitantes (par exemple avec moins de chocs électriques).

Et si I'horloge influencait directement 1'étape de rappel?

S'il s'agit d'un effet direct de 1'horloge, on peut se demander quels sont les réseaux
neuronaux qui permettent de moduler le rappel mnésique. (i) Cette modulation pourrait se
produire au niveau des CPs car le rappel des mémoires consolidées nécessite l'activité des
neurones o/ff des CPs (Isabel et al., 2004). Cependant, ces neurones n'expriment pas Period
qui est l'une des protéines clef de contrdle du rythme circadien (Houl et al., 2006; Kaneko &
Hall, 2000), il semble donc peu probable que la régulation du rappel soit due a l'activité
rythmique des CPs. (ii) Le rappel des mémoires consolidées est aussi dépendant de 1'activité
de neurones extrinseques au CPs, les MB-V2 (Séjourné et al., 2011). Cependant, nous ne
savons pas si ces neurones expriment Period. (iii) Enfin, il est possible que des neurones
impliqués dans le contrdle de la régulation circadienne modulent l'activité des CPs et/ou des
MB-V2. Ces neurones pourraient étre les "small ventral lateral neurons" dont les projections
axonales se situent dans la zones des CPs (Helfrich-Forster, 1995). Bien que l'activité
rythmique de ces neurones soit nécessaire pour la mise en place du pic locomoteur du matin
(Grima et al., 2004; Stoleru et al., 2004), il serait intéressant de bloquer leur activité pendant
un test de mémoire réalisé a ZT10 pour voir si I'influence du rythme circadien sur le rappel
mnésique est liée a ces neurones. Pour ce qui est des neurones qui régulent le pic d'activité du
soir, les "small dorsal lateral neurons", il serait nécessaire de déterminer s'ils sont connectés
directement avec les CPs, ou bien avec les MB-V2, et tenter de bloquer la communication

synaptique entre ces neurones pendant un test a ZT10.

2. La consolidation de la mémoire des mutants de rythme circadien

est insensible a une privation de sommeil.

Plusieurs études de mémoire ont déja été réalisées chez différents mutants de rythme

circadien. Ainsi, aprés un conditionnement de comportement de cour, les mutants tim”,
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dCIK™, cyc’ sont capables de former de la MLT (Sakai et al., 2004). A l'inverse, avec le
méme paradigme, les mutants per’ et per® présentent un défaut de MLT. Dans le cas du
mutant per’, il est cependant possible de former de la MLT en augmentant la durée du
conditionnement (11 h au lieu de 7 h, période pendant laquelle le male est en présence d'une
femelle fécondée). Il semble donc qu'augmenter la durée du stimulus pendant le
conditionnement permette de forcer la formation de MLT. Une étude d'un autre groupe a aussi
décrit le mutant per’ comme étant mutant de MLT en utilisant un paradigme de mémoire
olfactive aversive (Chen et al., 2012). Dans ces études, 1'analyse de la MRA de ces mutants
n'a pas été réalisée. Dans nos expériences, avec un protocole olfactif aversif, les mutants
per®, et per’y, sont capables de former de la MRA. Il est donc possible que ces mutations
n'affectent que la MLT. Enfin, il est aussi possible que des différences de fond génétique
expliquent la discordance de nos résultats. En effet, de nombreux exemples au laboratoire ont

démontré le réle crucial que peut jouer le fond génétique sur la mémoire.

L'effet de la privation de sommeil sur la mémoire est dépendant de 1'horloge.

Nous avons aussi mis en évidence l'importance d'une horloge circadienne
fonctionnelle pour la sensibilit¢ de la mémoire a la privation de sommeil. En effet,
contrairement a celle de drosophiles rythmées, la mémoire consolidée de drosophiles placées
en conditions de lumiére constante, ou bien celle de mutants per’ qui ne possédent pas
d'horloge fonctionnelle, n'est pas sensible a une privation de 4 h de sommeil. Dans ces deux
cas, comme l'horloge n'est pas fonctionnelle, il n'y a pas de régulation circadienne du
sommeil. Le profil du sommeil est donc différent de celui des drosophiles sauvages en
conditions jour/nuit. Nous avons donc vérifié si 'absence de sensibilité de la mémoire a une
privation de sommeil pouvait étre due au fait que ces drosophiles perdent une plus faible
quantité de sommeil. Les analyses suggérent que I'absence de sensibilité ne serait pas due a
une différence de la quantité/qualité de sommeil perdue pendant la privation. Ces résultats
indiquent donc que la consolidation de la MRA et de la MLT est moins dépendante du

sommeil lorsque 1'horloge des drosophiles est perturbée.

L'absence d'effet néfaste de la privation de sommeil sur la consolidation de la mémoire
peut aussi étre due au fait que les processus de consolidation se déroulent plus rapidement en
absence de rythme circadien. Ainsi, 4 h apres la fin du conditionnement, la mémoire serait
totalement consolidée, et la privation de sommeil ne pourrait plus affecter la mémoire. Afin
d'analyser la "cinétique" de consolidation de la MRA chez ces mutants, nous pourrions

réaliser des anesthésies par le froid a différents temps apreés un conditionnement massé. Il
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serait peut étre nécessaire de priver ces mutants de sommeil plus rapidement apres la fin du

conditionnement.

3. Effet sur la mémoire d'une privation de sommeil juste apres le

conditionnement.

La privation a t, n'affecte pas les mémoires consolidées

Pourquoi une privation de 4 h de sommeil a t, n'a-t-elle pas d'effet négatif sur la
consolidation de la MRA et de la MLT? Une explication possible serait que la privation de
sommeil immédiatement apres le conditionnement repousse de 4 h les processus de
consolidation qui seraient donc mis en attente. Or, les résultats de 1'expérience de privation de
8 h a t, démontrent que cette hypotheése est peu probable. En effet, il faudrait alors que les
processus de consolidation puissent étre mis en attente pendant 8 h sans aucun effet négatif
sur la mémoire. Il est important de noter ici que lorsque la privation intervient pendant les 8
premieres heures de la nuit, les drosophiles perdent environ 440 min de sommeil sans que cela

affecte les processus de consolidation.

Comment expliquer la différence de résultats entre 1'étude publiée par Ganguly-
Fitzgerald et al. et 1a notre.

Nos résultats sur 'absence d'effet néfaste d'une privation a t, sur la mémoire semblent
étre en contradiction avec 1'étude de Ganguly-Fitzgerald e al.. En effet, ils ont démontré
qu'une privation de sommeil a t, aprés un conditionnement de cour provoque un défaut de
MLT (Ganguly-Fitzgerald et al., 2006). Cependant, certains des parametres expérimentaux

utilisés pour ces deux études pourraient expliquer cette contradiction:

- L'analyse du comportement de cour ne peut-&tre réalisée, par définition, que sur des males
alors que dans notre étude, nous avons utilisé des femelles. Méme si cela semble peu
probable, la discordance des résultats pourrait étre dépendante du genre sexuel. Afin de tester
cette hypothese, nous pourrions tout simplement analyser 1'effet d'une privation de sommeil a

t, sur des males.

- La contradiction pourrait étre due au fait que nous n'utilisons pas le méme paradigme de
comportement. Les processus mnésiques ne reposent donc pas sur les mémes réseaux de
neurones. En effet, le comportement de cour est dépendant des neurones qui expriment
fruitless (Manoli et al., 2005; Stockinger et al., 2005). La privation de sommeil a t, pourrait

donc perturber différentiellement les neurones qui expriment fruitless et qui sont nécessaires
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pour le comportement de cour de ceux qui n'expriment pas fruitless et qui sont nécessaires

pour la mémoire olfactive aversive.

- Enfin, pour générer de la MLT, les auteurs ont utilisé un protocole de conditionnement de
cour qui dure 6 h alors que nous avons utilisé un protocole olfactif aversif qui dure 1 h 45. 11
est donc envisageable que les processus de consolidation débutent avant la fin du
conditionnement de cour. Ainsi, les différences observées pourraient étre dues au fait qu'une
privation de sommeil appliquée apres le conditionnement de cour n’intervienne pas assez tot,
c'est a dire lors des premieres étapes de consolidation. Afin d'étre plus proche de leurs
conditions expérimentales, nous pourrions donc réaliser une privation de sommeil qui
débuterait 6 h apres le début de notre conditionnement olfactif aversif. Or cette expérience
correspond, a 15 min pres, a une expérience que nous avons réalisée (donnée supplémentaire
a l'article) pour laquelle les drosophiles privées de sommeil présentent un défaut de MLT.
Méme si la privation n'intervient pas sur la méme période, il semble que cette hypothese

puisse expliquer la contradiction entre les deux études.

Comment la privation a t, peut-elle avoir un effet positif sur la MRA?

Les expériences nous ont permis de démontrer qu'une privation de sommeil a t,
n'affecte pas les mémoires consolidées. De plus, lorsque les drosophiles sont soumises a une
double privation, leur indice de performance n'est pas différent de celui du groupe contrdle.
La privation de sommeil a t, a donc un effet bénéfique sur la consolidation de la MRA
puisque cette mémoire devient insensible a une seconde privation. Une question importante
soulevée par mes résultats de these est donc de comprendre pourquoi la privation de sommeil

a t, renforce la consolidation de la MRA.

1°° hypothése: il est envisageable que la privation de sommeil 2 t, provoque une
modification de la qualité de la mémoire qui est formée; une mémoire distincte de la MRA et
de la MLT. Nous avons tenté de tester cette hypothese a travers plusieurs expériences, et nous
n’avons pas réussi a mettre en évidence de telles modifications mnésiques. Il reste néanmoins
possible que les outils techniques disponibles a 1’heure actuelle pour étudier la mémoire des

drosophiles ne nous permettent pas d’invalider totalement cette hypothese.

- 2" hypothese: il a été décrit qu’une privation de sommeil provoque une augmentation du
taux d'ecdysone. De plus, la présence d'ecdysone pendant le conditionnement facilite la
formation de la MLT. Il est donc envisageable que la privation de sommeil a t, provoque une

libération d'ecdysone qui favoriserait la consolidation de la mémoire via un effet
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d’augmentation de la plasticité synaptique. Comme I'étude de l'effet de l'ecdysone sur
l'apprentissage a été réalisée avec un protocole de comportement de cour, I’analyse du role
potentiel de I’ecdysone sur la MRA n'a pas été analysée. Il est donc possible que la libération
d'ecdysone pendant ou juste apres le conditionnement favorise la formation des mémoires
consolidées. Nous pourrions donc inhiber l'expression des récepteurs a l'ecdysone dans les
CPs adultes et déterminer si la privation de sommeil a t, a toujours un effet bénéfique sur la

mémoire.

- Enfin, il a été démontré que la privation de sommeil s'accompagne d’une augmentation des
protéines associées aux synapses matures et actives (Gilestro et al., 2009; Wagh et al., 2006).
Ainsi, la protéine Bruchpilot (BRP) s’accumule dans le cerveau et en particulier dans les CPs.
De plus, cette protéine est requise dans les CPs pour la formation de la MRA (Knapek et al.,
2011) (mais pas pour la formation de la MSA). La 3°™ hypothése est donc que la privation 2 t,
a un effet bénéfique indirect sur la consolidation de la mémoire via 1'augmentation des
marqueurs synaptiques, tel que BRP, pendant la privation. Les synapses créées pendant le
conditionnement seraient renforcées de facon non spécifique par la privation de sommeil a t,
et seraient ainsi insensibles a une privation ultérieure. La privation de sommeil a t, permettrait

donc d'améliorer la consolidation, et empecherait ainsi 1'effacement de cette mémoire.

Nous avons testé cette derniere hypothese en analysant la capacité des drosophiles a
oublier l'information du 1% conditionnement lors d'un apprentissage inversé ("reversal
learning"). Ainsi, nous avons réalisé un 2" conditionnement apres la privation de sommeil a
t, (avec une inversion du CS+ et du CS-). Cet apprentissage inversé nécessite la concomitance
de deux processus: (1) l'extinction de la mémoire liée au CS+ du 1 conditionnement, et (2)
1'évitement a I'odeur qui était le CS- lors du 1° condtionnement et qui est le CS+ lors du 2™,
Les résultats de cette expérience démontrent que les drosophiles privées de sommeil a t, n'ont
pas eu plus de difficulté que les contrdles pour oublier le 1 conditionnement. Cependant,
comme le 2" conditionnement a lieu 20 h apres la privation de sommeil, il est envisageable
que ce laps de temps assez long (qui contient toute la partie nocturne du cycle) permette aux
réseaux neuronaux de retrouver un état de fonctionnement "normal" et donc que l'effet positif
de la privation de sommeil a t, se soit estompé. Ainsi, pour pouvoir observer les effets de la
privation de sommeil a t,, il serait peut étre nécessaire d’optimiser les conditions
expérimentales, par exemple, en réalisant le 2" conditionnement 3 h seulement apres la fin de
la privation de sommeil. Si cette hypothese est validée, cela signifierait que 1'effet bénéfique

d'une privation de sommeil a t, est temporaire.
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4. Conclusion générale

En conclusion, les résultats obtenus au cours ma these ont permis de mettre en
évidence le rdle positif joué par le sommeil pour la consolidation de la MRA. Nous avons
aussi identifié une corrélation positive entre le pic d'activité du soir et la compensation,
pendant le rappel mnésique, de 1'effet délétere d'une privation de sommeil. Enfin, les derniers
résultats ont permis de démontrer un effet synergique positif entre les 17 étapes de

consolidation de la mémoire et une privation de 4 h de sommeil.

De multiples évidences indiquent donc que le sommeil joue un role positif dans le
renforcement des traces de mémoire. Néanmoins, il a récemment été démontré que le
sommeil serait aussi important pour la suppression des informations qui ne sont pas
importantes et qui doivent étre oubliées (Rauchs et al., 2011). Ces deux mécanismes qui

interviennent pendant le sommeil seraient donc a la base des processus de consolidation.

L'ensemble de ces expériences démontre l'importance du rythme circadien dans le
rappel de mémoires fragilisées. Il pourrait donc étre utile pour les expériences mnésiques,
méme celles sans privation de sommeil, de prendre en compte l'influence potentielle du

rythme circadien sur les résultats.
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Annexe: DSCAM

Dans cette partie, je vais présenter un projet annexe de ma thése que je n'ai pas abordé
dans l'introduction. 11 s'agit de 1'analyse du role potentiel de la protéine "Down Syndrome Cell
Adhesion Molecule" (DSCAM) dans les processus mnésiques. Ce sujet est la poursuite d'un
projet initié au laboratoire par Benjamin Kottler lors de sa thése. Les données présentées ci-

apres correspondent aux résultats que j'ai obtenus au cours de ma these.

1. Breéve introduction

Le gene dscam code un récepteur transmembranaire de la super famille des
immunoglobulines. Le géne dscam de la drosophile est particuliecrement complexe car il
contient 8 exons alternatifs et peut générer 152.064 isoformes (Figure 33) (Schmucker et al.,
2000; Wang et al., 2004a). Bien que cette complexité soit spécifique des invertébrés, la
fonction moléculaire de DSCAM semble étre conservée des insectes aux mammiferes
(Schmucker & Chen, 2009). Cette protéine est principalement exprimée dans le systeme
nerveux ou elle joue un role dans le développement neuronal (pour revue (Hattori et al.,
2008)). Elle est requise pour la guidance, la ségrégation et la bifurcation axonale,

I’arborisation et 1I’auto-évitement des dendrites ainsi que pour la formation des synapses.
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Plusieurs études ont démontré que I’ectodomaine de la protéine ne peut se lier qu’avec
un autre ectodomaine identique. Cette liaison homophilique de DSCAM provoque la
répulsion des neurites. La partie transmembranaire/juxtamembranaire est codée par 1’exon
alternatif n® 17 (17.1 ou 17.2). Plusieurs études ont révélé que les isoformes contenant la
séquence codée par I’exon 17.1 sont préférentiellement exprimées au niveau des dendrites,
alors que celles contenant la séquence codée par I’exon 17.2 sont préférentiellement

exprimées dans les axones mais aussi au niveau des dendrites (Wang et al., 2004a).

La protéine DSCAM est tres étudiée pour son implication dans le développement
neuronal, et aucun role n'a été décrit a ce jour chez la drosophile adulte. Il est possible que le
grand nombre d'isoformes qui peut étre généré, combiné a la capacité de liaison homophilique
des protéines DSCAM soit a la base d'un mécanisme de reconnaissance spécifique pour créer
de nouvelles synapses nécessaires a la formation ou la consolidation de la mémoire. Cette
hypothese a été confortée par 1'étude de Li et al. qui démontre que DSCAM est nécessaire,
chez l'aplysie, pour le remodelage des récepteurs au glutamate qui se produit durant la

formation de nouvelles synapses liée a la formation de la mémoire (Li et al., 2009a).

Durant sa these, Benjamin Kottler a réalisé une construction permettant d’exprimer un
ARN interférent (ARNi) spécifique du gene dscam. Ses résultats préliminaires suggéraient
que I’inhibition du gene dscam dans les CPs de mouches adultes affectait spécifiquement la

formation de la MTL.

J’ai poursuivi cette étude au début de ma theése. L’expression du gene dscam est

inhibée dans les CPs, centre de la mémoire olfactive, en utilisant la technique d’ARN
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interférence. Afin de s'affranchir de défauts potentiels d'apprentissage dus a l'expression de
I'ARNi pendant le développement, nous avons utilisé 1'activateur conditionnel "Gal4-Switch"
(Roman et al., 2001) sous le controle soit des séquences MB247 (MB-Switch). L’induction de
I’expression de I’ARNi avec le systeme Switch débute 48 h avant 1'expérience en placant les

mouches sur un milieu contenant du RU486.

Pour réaliser les expériences de comportement, il est nécessaire de placer 1’élément-P
contenant I’ARNi dans le fond génétique de notre souche de référence CS car le fond
génétique influence beaucoup les résultats. Nous avons donc homogénéisé le fond génétique
des différentes lignées utilisées dans cette étude en réalisant trois croisements successifs avec

la souche w'’® (voir matériels et méthodes).

2. Résultats

La 1°° séquence ARNi utilisée, ARNi-D1, a été construite par B. Kottler durant sa
these. Cette séquence cible 1'exon constitutif n° 11, elle inhibe donc I'expression de tous les

transcrits du gene dscam.

a) Validation de I'efficacité de I'ARNi-D1

Afin de valider I’efficacité de cette construction, nous avons analysé par RT-qPCR la
quantité relative dARNm de dscam présente dans les tétes de drosophiles ou 1'ARNi est
exprimé pendant 48 h dans tous les neurones via le pilote d'expression Elav-Switch. 1l s’agit
d’une quantification relative car nous utilisons un gene de référence dont le niveau
d'expression est constant, et qui est l'alpha tubuline. Le contrdle (Elav-Switch/+) nous permet
de déterminer le niveau basal d'expression du geéne dscam. Le second génotype (Elav-
Switch/UAS“*”*-ARNi) nous permet de calculer un ratio qui nous indique si le niveau

d'expression de dscam est modifié€ lorsque la séquence ARNi est exprimée.

La quantité relative d'ARNm de dscam est diminuée de 23% lorsque l'expression de la
séquence ARNi est controlée par le pilote d'expression Elav-Switch. La séquence ARNIi cible
donc efficacement ' ARNm de dscam. De plus, nous avons pu constater que l'expression
constitutive de I'ARNi via le pilote d'expression pan-neuronal (Elav-Gal4) empéche la sortie
des drosophiles de leurs pupes, elles meurent pendant le dernier stade larvaire. Cette
observation confirme l'efficacité de I'ARNi car le mutant mutant Dscam™" est lethal a 1'état

homozygote (Hattori et al., 2007).
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b)

Etude de I'effet de I'inhibition de l'expression de dscam sur la MLT

Nous avons ensuite analysé 1'effet sur la MLT de l'inhibition de 1'expression de dscam

dans le cerveau a l'aide du pilote d'expression Elav-Switch. L'inhibition de 1'expression de

dscam dans les neurones adultes provoque un défaut de MLT Figure 34.
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Pour une étude plus spécifique, nous avons ensuite analysé l'effet de l'inhibition de

I'expression de dscam dans les CPs adultes a 1'aide du pilote d'expression MB-Switch. Dans ce

cas, les drosophiles présentent aussi un défaut de MLT par rapport aux controles (Figure 35).
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Résultats

c) Contréles de comportement

Afin de s'assurer que le défaut de mémoire observé est bien dii a un défaut mnésique et
non sensoriel, nous avons testé l'olfaction et la sensibilité aux chocs électriques de ces
drosophiles. Les résultats présentés dans la Figure 36-A indiquent que les drosophiles qui
expriment le ARNi-D1 (MB-Switch/RNAi-D1) sont capables de ressentir les chocs électriques.
De plus, elles n'ont pas de probleme pour sentir les odeurs présentées pendant le

conditionnement (Figure 36-B,C).

A Evitemement aux chocs électriques

0.5
NS
3
= 0.4+ T
E I+
5 037 [ +/ARNi-D1
2 0.2 B MB-Switch/+
8 B VB-Switch/ARNI-D1
© 0.1
£
0.0
B Olfation Octanol C  Olfation methylcyclohexanol
1.0 1.0
(O] —= NS [O]
o T o NS
c 0.8+ c 0.8+ T
E E T
£ 0.6+ £ 0.6
(] (]
[oR o
£ 0.4 2 0.41
8 8
E 0.2+ E 0.2+
0.0 0.0

En conclusion, les mouches exprimant I’ARNi-D1 dans les CPs adultes présentent un

défaut de MLT.
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d) Etude de l'effet de l'inhibition de I'expression de dscam sur la MCT et la MRA

Afin de déterminer si la protéine DSCAM est requise spécifiquement pour la MLT,
nous avons analysé l'effet de I'inhibition de I'expression de dscam dans les CPs de drosophiles
adultes sur la MRA et la MCT. Comme on peut le constater sur la Figure 37, I’inhibition de

I’expression de dscam dans les CPs adultes ne provoque ni de défaut de MRA ni de MCT.

A Mémoire a 24 h B Mémoire @ 3 h
(5 cycles massés) (1 cycle)

0.5 0.7-
® NS ®0ed L NS
8 0] 806 T
£ T £ 0.5
2 0.3 2
‘é "§-0.4- 1 o+
@ (0.2- o 0.3 [ +ARNi-D1
b 2 0.2 B MB-Switch/+
3 0.14 3 B VB-Switch/ARNi-D1
£ £ 0.1

0.0 0.0

L'ensemble de ces résultats suggere donc que pour les processus mnésiques, la

protéine DSCAM est spécifiquement nécessaire au niveau des CPs adultes pour la MLT.

e) Constructions ARNi supplémentaires

On ne peut exclure que le défaut de MLT observé avec ’ARNi-D1 ne soit pas
spécifique de la cible dscam. En effet, méme si les logiciels informatiques ne prédisent
aucune cible parfaite (aucun mis-appariement de la séquence ARNi avec sa cible) autre que la
cible d’intérét, il reste possible qu’une telle cible non spécifique existe ("off-target"). Ainsi il
était nécessaire pour valider nos résultats d’utiliser une autre séquence ARNi. Le "Vienna
Drosophila Rnai Center" est une banque de lignées de drosophile contenant des séquences
UAS®*-ARN:i ciblant a peu pres tous les génes de la drosophile. La lignée n° 3115 posséde
une séquence ARNI ciblant spécifiquement l'exon constitutif n® 11 de ' ARNm de dscam. De
maniere intéressante, cette séquence ARNi posseéde un chevauchement tres retreint avec celle

de I'ARNi-D1 (34 nucléotides).

146



Résultats

Nous avons également réalis€ une nouvelle construction ARNi ciblant I'exon
constitutif n°® 7 de ’ARNm de dscam. Le plasmide correspondant a été injecté dans des
embryons de drosophile par la société "Best Gene" et 10 transformants ont été obtenus (D3-1

a D3-10).

f) Validation de I'efficacité des ARNi-3115 et ARNi-D3-x

Apres avoir homogénéisé le fond génétique des différentes lignées ARNi, nous avons
vérifié l'efficacité de ’expression de ces séquences sur celle du gene dscam par RT-qPCR a
l'aide du pilote d'expression inductible Elav-Switch. Nous avons ainsi pu valider I'efficacité
de I'ARNi n° 3115 a inhiber l'expression de dscam (baisse de 22%), ainsi que celle de la
séquence D3-5 (baisse de 32%).

Pour 1'étude fonctionnelle, nous avons utilisé ces 2 lignées que nous avons croisées
avec la lignée contenant le pilote d’expression MB-Switch. Comme on peut le constater sur la

Figure 38, I'expression de ces ARNi dans les CPs ne génere pas de défaut de MLT.

A Mémoire a 24 h B Mémoire 4 24 h
(5 cycles espaceés) (5 cycles espaceés)
0.5+ 0.5-
[0] @
S 0.4- 2 0.4-
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£ 0.3 £ 0.3
(0] (0]
o o
2 0.2 2 0.2
8 8
E 0.1 E 0.1+
0.0 0.0
1+ — +
1 +ARN-3115 1 +/ARN-D3-5
B MB-Switch/+ B MB-Switch/+
B VB-Switch/ARNI-3115 B VB-Switch/ARNi-D3-5

g) Inhibition de I'expression des isoformes axonales ou dendritiques:

utilisation de séquences miARN

Nous avons utilisé la technique des miARN afin d’inhiber 1'expression d'isoformes

spécifiques de dscam. Ces miARN, ne sont constitués que de 19 nucléotides (comparé aux
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100" de nucléotides des ARNi "classiques"). Ils sont donc beaucoup plus spécifiques que
les ARNiI classiques, ce qui limite le risque de "off-target". De plus, leur petite taille permet
de cibler de petits exons. Les séquences miARN sont insérées en tandem dans un plasmide
sous le controle des séquences UAS®*. Deux séquences différentes spécifiques de l'exon
17.1 ont été construites et insérées en tandem dans le plasmide-pNE3 (Figure 39)
((Birmingham et al., 2007; Haley et al., 2008)). Nous avons ensuite réalisé le méme type de
construction afin de cibler 1'exon 17.2. Enfin, nous avons réalis€ une dernie€re construction
contenant un miARN spécifique de l'exon 17.1 et un second ciblant l'exon 17.2. Cette

construction permet donc d'inhiber 1'expression de toutes les isoformes issues du gene dscam.

Séquences miRNA :

I

¢

Constructions :
Construction miARN-17.1(x), Construction miARN-17.2(x),
cible exon 17.1 cible exon 17.2

Construction miARN-1-8F, Construction miARN-2-3M,
cible exons 17.1 et 17.2 cible exons 17.1 et 17.2

Apres génération des lignées et homogénéisation du fond génétique, nous avons
vérifié par RT-qPCR l'efficacité de 5 d’entre elles en analysant, aprés croisement avec le
pilote d’expression Elav-Gal4, la quantité de transcrits contenant soit I’exon 17.1 soit ’exon

17.2. Comme on peut le constater sur le Tableau 3, ces séquences miARN sont bien
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spécifiques des transcrits ciblés. On observe également que l'inhibition de I'expression des
transcrits contenant I'exon 17.1 provoque une augmentation significative des ARNm
contenant I'exon 17.2. Inversement, I’inhibition des transcrits contenant I’exon 17.2 n’a pas
d’effet significatif sur 1’expression des transcrits contenant I’exon 17.1. Comme nous l'avons
décrit dans l'introduction, les isoformes qui contiennent l'exon 17.1 sont préférentiellement
exprimées au niveau des dendrites alors que celles qui contiennent I'exon 17.2 sont exprimées
dans les axones mais aussi dans les dendrites. Il semble donc que l'inhibition de l'expression
des transcrits contenant I'exon 17.1 soit compensée par une augmentation des transcrits
contenant I'exon 17.2. Cette hypothese est renforcée par le fait que seule l'inhibition des
transcrits 17.2 pendant le stade larvaire (pilote d'expression Elav-Gal4) induit un retard de

développement des drosophiles de 2-3 jours.

Pour les analyses fonctionnelles, nous avons utilisé les miARN-17.1(9) et 17.2(9) qui

provoquent une forte baisse de 'expression des transcrits 17.1 et 17.2, respectivement.

Type de transcrit mesuré
17.1 17.2
0.64 1.28
0.47 1.30
043 ND
0.40 ND
043 ND
ND 0.53
ND 0.53
0.88 0.67
0.94 0.44

Tableau 3 : Récapitulatif des résultats de PCR-quantitative.
Tableau représentant le ratio dscam/tubuline mesuré pour le transcrit 17.1 ou 17.2 en fonction du
miARN qui est exprimé par le pilote d'expression Elav-Gal4. ND, mesure non réalisée.

Nous avons testé 2 de ces lignées avec le driver MB-Switch en comportement. Comme
on peut le voir sur la Figure 40, 1'inhibition de I'expression de 1'isoforme contenant I'exon 17.1
(construction 17.1(9)) ou 17.2 (construction 17.2(9)) dans les CPs de mouches adultes ne
provoque pas de défaut de MLT. Ces résultats suggérent que les isoformes axonales ne sont

pas nécessaires pour la formation de la MLT. Cependant, nous ne pouvons pas conclure sur
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I'implication des isoformes dendritiques car il est possible que 1'inhibition de l'isoforme 17.1

soit compensée physiologiquement par la surexpression de 1'isoforme 17.2.
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8
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s03{ |
2 1 w4+
2 0.2 1 MB-Switch/+
g B +/miARN-17.1(9)
T 0.1- B VB-Switch/miARN-17.1(9)
0.0
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3
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s | [ T
o -
£ 0.3 .
@ 0.2 1 MB-Switch/+
b B +/miARN-17.2(9)
5 014 B VB-Switch/miARN-17.2(9)
S 0.
0.0

Pour finir, nous avons testé deux lignées (miARN-1-8F et miARN-2-3M) contenant
chacune 2 miARN, I'un ciblant I'exon 17.1 et I'autre ciblant l'exon 17.2. Dans ce cas,
I'expression de tous les transcrits de dscam est inhibée. L'expression de ces deux miARN ne

provoque pas de défaut de MLT lorsqu'ils sont exprimés dans les CPs adultes (Figure 41).

Il est possible que ces constructions ne soient pas assez efficaces pour inhiber les

transcrits dscam 17.1 et 17.2, respectivement. En effet, ces constructions ne contiennent
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qu'une seule séquence miARN ciblant 1'exon 17.1, et une seule ciblant le 17.2. Ainsi, il serait

utile de vérifier avec des expériences de RT-qPCR I’expression des ARNm de dscam.

Mémoire a 24 h
(5 cycles espacés)

) NS NS

8 0.4
© 1 ++
¢ | [ T »
S 0.3 1 MB-Switch/+
E ' B +/miARN-1-8F
© 0 2- B \VB-Switch/mARN-1-8F
P EZ +/miARN-2-3M
S 0,14 MB-Switch/miARN-2-3M
S 0.

0.0

3. Conclusions

Les résultats obtenus avec le premier ARNi-D1 ont permis de confirmer les résultats
préliminaires obtenus par B. Kottler. L'inhibition de l'expression de dscam dans les CPs a
l'aide de cette séquence ARNi provoque un défaut spécifique de MLT. Cependant, en
exprimant les 2 séquences ARNi supplémentaires (3115 et D3-5), et les 2 constructions

miARN (1-8F et 2-3M), nous n'avons pas observé de défaut de MLT.

Plusieurs hypotheéses pourraient permette d'expliquer ces résultats: (i) il est
envisageable que le défaut de MLT obtenu avec la séquence ARNi-D1 soit du a un "off-
target". Ainsi, ce serait lI'inhibition de 1'expression d'un autre géne que dscam qui provoquerait
un défaut de mémoire. Méme si les analyses in-silico suggerent que la séquence ARNi-DI
necible pas de "off-target", cette hypotheése ne peut pas €tre exclue. (ii) Les séquences ARNi
3115, D3-5 et miARN-1-8F, miARN-2-3M ne sont pas assez efficaces pour inhiber
I'expression de dscam. 1l est a noter que les données de RT-qPCR ont été obtenues a partir de

mouches exprimant les constructions d’ARNi sous le contrdle du pilote Elav-Switch. Ainsi
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ces données ne nous renseignent pas sur I’expression des ARNm de dscam dans les génotypes
utilisés pour le comportement, et encore moins sur leur expression dans les CPs. Il serait donc
nécessaire de déterminer précisément l'efficacité des séquences ARNi ou miARN que nous
avons utilisées avant d’envisager de poursuivre ce projet. Il pourrait également étre utile
d’analyser 1’effet de 1’expression de ces séquences ARNi sous le controle du pilote Elav-

Switch.
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