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Chapitre 1

La mémoire

La mémoire permet d’enregistrer des informations en provenance d’expériences et
d’événements divers, de les conserver et de les restituer a plus ou moins long terme.
Comment les souvenirs sont-ils encodés dans le cerveau ? Grace a quel substrat et selon
guels mécanismes ? L’information est-elle enregistrée de fagon rapide et dans quels circuits
neuronaux ? Comment les souvenirs peuvent-ils étre conservés a tres long terme ? Existe-t-il
une limite au stockage de I'information ? Existe-t-il un oubli des informations et si oui a quelle
vitesse et par quels mécanismes ? Autant de questions qui restent encore aujourd’hui un défi
majeur des Neurosciences méme si les recherches dans ce domaine ont abouti ces derniéres
années a des avancées considérables dans la connaissance des mécanismes neuronaux qui
permettent de conserver une trace de nos expériences passées et de construire une
représentation du monde qui nous entoure, des fonctions essentielles a nos capacités

d’anticipation et d’adaptation a notre environnement.

|. Processus mnésiques et mécanismes

A. Généralités

Tout au long de notre vie, nous apprenons et mémorisons de nombreuses informations
différentes qui participent a notre construction individuelle. La mémoire est la capacité qu’a
notre cerveau d’enregistrer, stocker et récupérer des informations spécifiques pour les
réutiliser ultérieurement. Le traitement de linformation en mémoire a également un role
reconstructif puisqu’il permet de modifier et de mettre a jour les traces mnésiques au cours du
temps. Néanmoins, la mémoire ne constitue pas une entité unique mais elle est composée
d’'un ensemble de sous-systemes de mémoire (voir pour revue Squire & Dede 2015). Ceci a
été mis en évidence grace a des études de neuropsychologie chez des patients ayant des
Iésions des structures du lobe temporal médian (LTM) (Tulving, 1985a; Eichenbaum & Cohen,
2004; Squire & Dede, 2015). Aujourd’hui, on distingue plusieurs formes de mémoire. Une
premiére distinction peut étre faite en fonction du temps de conservation du souvenir (Figure
1) : on distingue la mémoire & court terme voire a trés court terme (secondes, minutes,

heures), la mémoire a long terme (jours, semaines) et la mémoire ancienne (mois, années).
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Figure 1: Classement des différents types de mémoire

On distingue la mémoire & court terme ou mémoire de travail de la mémoire a long terme. La mémoire
déclarative est constituée de la mémoire sémantique qui fait référence aux connaissances générales (ex. la
capitale de la France est Paris) et de la mémoire épisodique qui fait référence aux souvenirs d’événements
personnels (ex. le voyage que jai fait a Paris en été). La mémoire non-déclarative est constituée de la
mémoire procédurale qui fait référence aux automatismes et procédures (ex. faire du vélo), le
conditionnement (ex. conditionnement de Pavlov) et la mémoire perceptive qui fait référence aux modalités
sensorielles (ex. reconnaitre un visage ou un son).

La mémoire a court terme est plus couramment appelée mémoire de travail dans laquelle
linformation est encodée de facon non permanente pendant quelques secondes voire
quelques minutes, par exemple lorsqu’il s’agit de mémoriser un numéro de téléphone avant de
le noter. C’est la mémoire du présent et nous la sollicitons en permanence méme si elle ne
prend pas en charge le stockage de l'information sur le long terme. C’est une forme de
mémoire labile qui nécessite l'autorépétition de linformation sous peine de perdre cette
information. Lorsque l'information est consolidée a long terme, la trace mnésique passe dans
un état plus stable disponible pour le rappel a long terme. Le processus qui permet de passer
d’'une mémoire labile a une mémoire stabilisée se nomme la consolidation mnésique
(Squire & Alvarez, 1995; Nader & Hardt, 2009). Il est intéressant de noter que l'information
rappelée peut étre qualitativement différente de celle qui a été acquise puisqu’il existe de
nombreuses variables liées a I'individu qui peuvent influencer la mémorisation et le rappel du

souvenir (stress, émotions, vécu personnel, savoir-faire, etc.) (Bartlett 1932).

A long terme, on distingue les mémoires non déclaratives ou implicites, constituées des

informations acquises implicitement (conditionnement, apprentissage non associatif,



amorcage, mémoire procédurale et mémoire perceptive), des mémoires déclaratives ou
explicites (mémoire sémantique et épisodique). La mémoire procédurale est la mémoire des
automatismes et des procédures (conduire une voiture, faire du vélo, routines cognitives, etc.).
Ce sont des processus qui sont effectués de facon implicite sans contréle conscient. La
mémoire perceptive dépend des modalités sensorielles et permet de retenir des images ou
des sons sans s’en rendre compte facilitant la reconnaissance des visages, des voix ou des
lieux. La mémoire sémantique est la mémoire du savoir permettant I'acquisition de
connaissances générales sur soi et sur le monde (géographie, faits historiques, politique,
relations sociales, etc.). Enfin, la mémoire la plus complexe en termes d’intégration de
différentes informations, la mémoire épisodique qui permet de se souvenir d’événements
personnels et également d’anticiper le futur; elle correspond a ce que l'on appelle les

souvenirs dans le langage courant (voir chapitre 4, page).

Ces différents types de mémoires sont indispensables a [lidentité, au langage, aux
connaissances, aux activités cognitives et a la projection dans le futur. De plus, il existe de
nombreuses interactions entre les différents systemes de mémoire (Squire & Dede, 2015). Un
méme souvenir peut contenir différentes informations et faire appel a différentes mémoires.
Par exemple un méme événement peut avoir des contenus sémantiques et épisodiques et
une méme information peut étre sous forme explicite ou implicite. Il existe également des liens
entre la mémoire de travail et la mémoire a long terme permettant la mémorisation de certains
événements et la remémoration de souvenirs anciens en fonction du contexte présent afin de
mieux s’adapter. Au vu de la diversité des types de mémoire, il parait évident qu’il n’existe pas
qu'un seul centre de la mémoire dans le cerveau mais que ces différents systemes de
mémoire mettent en jeu des réseaux neuronaux distincts mais néanmoins interconnectés afin

de fonctionner en étroite collaboration.

B. Mécanismes neurobiologiques

Méme si I'on n’a pas encore pu identifier avec précision I'ensemble d’'un réseau neuronal
spécifique impliqué dans un type de mémoire, les mécanismes qui sous-tendent la mise en
mémoire d’un souvenir se dévoilent au fil des découvertes. Au départ, les recherches sur la
mémoire se sont intéressées aux structures cérébrales impliquées dans les différents types de
mémoire ainsi qu’aux substrats neuronaux sous-tendant la mise en mémoire. L’étude de
patients ayant des Iésions au niveau du LTM et notamment I'étude du patient H.M. (Scoville &
Milner, 1957; voir pour revue Squire, 2004; Squire & Dede, 2015), 'un des plus connus,
constitue le point de départ des études sur le substrat neuronal des différentes formes de
mémoire (voir LA, page 7). Par la suite, 'étude d’autres patients et I'utilisation de modéles
animaux chez lesquels il est possible de reproduire des lésions cérébrales ont permis de

mettre en évidence limplication d’'un certain nombre de structures cérébrales dans les
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processus mnésiques, et particulierement de I’hippocampe en fonction du type et de I'age de
la mémoire. Ces études montrent que I'hippocampe joue un réle central dans I'encodage et le
stockage, au moins temporaire, des informations explicites, en lien avec différentes structures
corticales. Brievement, chez I'Homme, la mémoire perceptive implique des réseaux
neuronaux dans diverses aires sensorielles corticales, la mémoire procédurale recrute des
boucles cortico-sous-corticales ainsi que des structures comme le cervelet, la mémoire
sémantique implique des réseaux de neurones dans diverses régions tres étendues dont les
lobes temporaux, et la mémoire épisodique fait appel a des réseaux neuronaux de
I’hippocampe et plus largement des lobes temporaux et du cortex préfrontal (voir pour revue
Squire & Dede, 2015).

Selon la théorie classique de la consolidation exposée par McGaugh en 1966, lors de
'encodage d’informations nouvelles, une nouvelle trace, fragile, est gérée dans un premier
temps par un systéeme de mémoire a court terme, sensible a l'interférence, puis elle est dans
un deuxieéme temps consolidée en mémoire a long terme, mémoire plus ou moins permanente
capable d’étre réutilisée lors du rappel (Mcgaugh, 1966). Cette hypothese suit la théorie de
Hebb qui suggérait que la stabilisation de I'activité neuronale auto-entretenue qui sous-tend la
mémoire a court terme entraine progressivement des changements durables permettant la
formation d’'une mémoire a long terme (Hebb, 1949). L'inhibition de la synthése protéique
altére la mémoire a long terme sans perturber la mémoire a court terme, suggérant qu’il existe
bien au moins deux états de mémoire et que la consolidation de la trace permettant la
formation d’'une mémoire a long terme nécessite la synthese de nouvelles protéines. Selon le
modeéle généralement admis, la formation et le stockage des souvenirs reposent sur
I'activation de circuits neuronaux interconnectés ou linformation est codée sous forme de
motifs spatio-temporels d’activité de neurones, formés par des trains d’'impulsions électriques
rythmés se propageant spatialement au sein de vastes réseaux neuronaux (Laroche, 2010).
Ces motifs d’activité neuronale ont une organisation spatiale via la localisation des neurones
au sein des réseaux qui s’activent, et temporelle via la fréquence, la cadence mais aussi les
cohérences des décharges neuronales. Le souvenir est donc fragmenté en un ensemble de
représentations neuronales uniques permettant de coder différents aspects d’'un souvenir (les
formes, les couleurs, les odeurs, les saveurs, les visages, les lieux, etc.) mais également les
valeurs émotionnelles et les activités motrices ou intentionnelles associées a celui-ci. Ces
activités dynamiques de neurones se propagent a diverses régions cérébrales associatives ou
les informations des différentes modalités sensorielles se combinent afin d’encoder le
souvenir dans sa totalité. Lors de I'encodage, ces activités électriques sont bréves (quelques
dizaines de secondes) mais sont capables d’entrainer des modifications cellulaires au sein
des réseaux neuronaux activés de maniere a stocker ces représentations en vue d’un rappel
futur du souvenir. Il est en effet aujourd’hui admis que la formation et la mise en mémoire a

long terme des souvenirs s’accompagnent de modifications durables de la force synaptique et
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de l'architecture des réseaux neuronaux activés lors de 'encodage. La mémorisation résulte
donc de modifications des connexions entre les neurones des circuits activés, grace aux
propriétés de plasticité synaptique. Cette relation entre processus mnésiques et plasticité des
structures cérébrales était déja exposée par Ramon y Cajal & la fin du 19°™ siécle, puisqu'il
eémettait 'hypothése que I'apprentissage conduirait a la modification structurale des synapses
connectant les neurones entre eux, constituant un des mécanismes élémentaires du stockage
mnésique (Ramon y Cajal, 1894). En 1949, Donald Hebb suggéere qu'un groupe de neurones
déchargeant simultanément forme une « assemblée cellulaire » dont [l'activité pourrait
persister apres I'événement déclencheur (Hebb, 1949). Il postule que lors de I'apprentissage,
certaines synapses excitatrices au sein d’'une assemblée cellulaire activée, ou connectant les
neurones de deux assemblées cellulaires coactives, développeraient une augmentation
persistante de leur excitabilité aboutissant ainsi a une efficacité de transmission accrue au
sein de ces assemblées cellulaires de maniére a les stabiliser et a les associer. De plus, selon
Hebb, l'activité neuronale pourrait induire un renforcement des connexions synaptiques
préexistantes mais également la croissance de nouvelles synapses (synaptogenese) afin
d’augmenter l'efficacité de la transmission synaptique au sein du réseau neuronal activé. A la
méme période, Jerzy Konorski (1948) propose que la plasticité, induite par I'association de
stimuli répétés, puisse étre liée a la transformation de connexions synaptiques potentielles en
connexions synaptiques fonctionnelles a la suite de modifications morphologiques (Konorski,
1948). Conjointement, 'hypothése Hebb-Konorski constitue 'un des fondements essentiels de
la plupart des modéles neurobiologiques de la mémoire. Mais c’est surtout la découverte par
Tim Bliss et Terje Lemo d’'une forme particulierement durable de plasticité synaptique, la
potentialisation a long terme (PLT), qui a permis a I'’hypothése Hebb-Konorski de s'imposer
comme modéle. La PLT correspond a une augmentation durable de l'efficacité synaptique,
mesurée par une augmentation de la réponse post-synaptique de neurones aprés une breve
stimulation a haute fréquence d’une voie afférente a ces neurones (voir pour revue Bennett,
2000). Cette capacité a modifier la force de la transmission synaptique d’'une maniére
dépendante de I'activité représente une propriété fondamentale de trés nombreuses synapses
excitatrices des structures corticales et sous-corticales du cerveau, et notamment dans
I'hippocampe. Ceci implique des changements de forme et de taille des synapses, la
transformation de synapses silencieuses en synapses actives ainsi que la croissance de
nouvelles synapses, permettant de créer un réseau spécifique de neurones connectés entre
eux et associés au souvenir (voir pour revue Bruel-Jungerman et al., 2007a). Chaque souvenir
correspondrait donc a une configuration unique d’activité spatio-temporelle dans un réseau de

neurones interconnectés au sein duquel I'activité permettrait de renforcer les connexions.
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C. Modeles de consolidation systémique

L’étude de patients présentant des Iésions de I'hippocampe et/ou du néocortex, notamment
I'étude des capacités mnésiques du patient Henry Gustav Molaison (H.M.), ont permis de
montrer qu'en cas de lésion de [I'hippocampe, les patients présentent une amnésie
antérograde ainsi qu’'une amnésie rétrograde, mais qu'une partie des souvenirs les plus
anciens reste intacte (Scoville & Milner, 1957; Squire & Alvarez, 1995; voir pour revue
Frankland & Bontempi, 2005; Moscovitch et al., 2006), suggérant que I'hippocampe pourrait
ne pas étre le lieu de stockage de mémoires anciennes. Dans les années 90, certains auteurs
suggéraient que I'hippocampe ne stockait pas lui-méme les souvenirs mais qu’il favorisait
I‘activation de réseaux de stockage du cortex préfrontal ; d’autres postulaient que
I’hippocampe enregistrait des indices d’activation corticale spécifiques permettant le rappel ; et
d’autres au contraire proposaient que les souvenirs étaient stockés initialement dans
I’hippocampe (Squire & Alvarez, 1995). Les données obtenues chez les patients amnésiques,
ainsi que les données obtenues chez l'animal via des modéles génétiques ou de Iésions
cérébrales, suggérent qu'il existe une réorganisation graduelle de la mémoire au cours du
temps, avec un désengagement de I'implication de I'hippocampe dans le rappel associé a une
implication plus importante de régions néocorticales, en particulier des aires du cortex
préfrontal (McClelland et al., 1995; Squire & Alvarez, 1995; O’Reilly & Rudy, 2000; Frankland
& Bontempi, 2005; Tse et al., 2007). En effet, plusieurs études reposant sur des inactivations
de I'hippocampe ou d’aires du cortex préfrontal montrent que I'hippocampe est impliqué lors
du rappel d’'une mémoire relativement récente (1 ou 5 jours aprés I'acquisition), contrairement
au cortex préfrontal qui lui est impliqué uniquement lors du rappel d'une mémoire ancienne
(testé entre 25 et 36 jours aprés acquisition) (Zola-Morgan & Squire, 1990; Quillfeldt et al.,
1996; Izquierdo et al., 1997; Anagnostaras et al., 1999; Bontempi et al., 1999; Takehara et al.,
2003; Frankland et al., 2004; Maviel et al., 2004; Ridderinkhof et al., 2004). Les traces
mnésiques correspondant a des souvenirs anciens pourraient donc résider dans des réseaux
corticaux, notamment le cortex cingulaire antérieur, les cortex prélimbique et infralimbique
(Bontempi et al., 1999; Takehara et al., 2003; Frankland et al., 2004; Maviel et al., 2004;
Frankland & Bontempi, 2005; Restivo et al., 2009). Ces régions corticales, étant connectées a
divers cortex sensoriels, sont idéalement placées pour intégrer et synthétiser les informations

en provenance de diverses aires cérébrales (Miller, 1996).

La théorie qui s’est imposée considere que I'hippocampe est nécessaire a I'intégration des
informations en provenance de divers cortex, afin de créer une trace mnésique cohérente,
ainsi qu'au stockage temporaire des souvenirs. Ceci impliquerait des modifications rapides
des connexions synaptiques dans I'hippocampe (Squire & Zola-Morgan, 1991; Bennett, 2000;
Abraham & Williams, 2003) alors que ces changements sont plus lents dans le cortex
préfrontal (Greenough et al., 1985; Greenough & Bailey, 1988; Black et al., 1990; Wallace et
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al., 1992; Squire & Alvarez, 1995). Restivo et coll. montrent qu’il existe un mécanisme
dynamique d’ajout et d’élimination des épines dendritiques dans I'hippocampe et le cortex
cingulaire en fonction de la formation d’'une mémoire a court ou long terme (Restivo et al.,
2009). En effet, alors que la consolidation d’'une mémoire récente est associée a une
augmentation transitoire du nombre d’épines dendritiques dans I'aire CA1 de I'hippocampe
uniquement, la consolidation d’'une mémoire ancienne implique une augmentation du nombre
d’épines dendritiques dans le cortex cingulaire antérieur (Restivo et al., 2009; Aceti et al.,
2015). Ces résultats suggérent que la formation d’'une mémoire ancienne requiert des

modifications synaptiques dans des aires corticales comme le cortex cingulaire.

Y

Néanmoins, l'hippocampe reste indispensable a la réorganisation lente des réseaux
neuronaux en réactivant de maniére répétée les représentations corticales, notamment durant
le sommeil (Frankland & Bontempi, 2005), conduisant in fine a des interconnexions
suffisamment fortes au sein des réseaux corticaux pour soutenir la mémoire et permettre le
rappel sans l'intervention de I'’hippocampe. En effet, Restivo et coll. montrent que la Iésion de
I’hippocampe a la fin de I'apprentissage empéche les modifications synaptiques dans le cortex
cingulaire et perturbe la rétention a long terme de la mémoire, alors que la lésion plus tardive
de I'hippocampe (24 jours aprés la fin de I'apprentissage) ne perturbe ni les modifications
synaptiques dans le cortex cingulaire ni la rétention a long terme de la mémoire (Restivo et al.,
2009). Ceci suggere que I'hippocampe est un intermédiaire nécessaire a la consolidation a
long terme de la mémoire dans les réseaux corticaux. L’ensemble de ces modifications est
appelé consolidation systémique. McClelland et coll. suggérent que la consolidation
progressive des souvenirs de I'hippocampe vers le cortex préfrontal est essentielle au
maintien des souvenirs car elle permet a celui-ci d’'incorporer lentement les représentations de
I'environnement et les faits sur le monde, alors qu'une modification rapide des représentations

corticales conduirait a une instabilité des réseaux (McClelland et al., 1995).

Le modele standard de consolidation systémique propose donc un stockage temporaire de
information grace a des modifications rapides au sein de I'hippocampe alors que les faits ou
événements qui doivent étre stockés de fagon permanente seraient progressivement pris en
charge par le cortex préfrontal (Figure 2; Marr, 1970, 1971; Frankland & Bontempi, 2005).
Plusieurs études suggerent que la consolidation de la trace mnésique dans le cortex préfrontal
nécessite une communication entre I'’hippocampe et le cortex durant toute la période de la
consolidation puisque l'inactivation de 'hippocampe dans les premiéres semaines qui suivent
I'acquisition induit des déficits de mémoire ancienne (Zola-Morgan & Squire, 1990; Kim &
Fanselow, 1992; Maren et al., 1997; Anagnostaras et al., 1999; Shimizu et al., 2000; Lisman
et al.,, 2002; Wang et al., 2003; Cui et al., 2004; Remondes & Schuman, 2004). Ce modéle
propose également que le rappel de linformation devienne ensuite éventuellement

indépendant de I'hippocampe aprés un certain temps (Figure 2).
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Figure 2 : Modéle standard de la consolidation systémique

L’encodage des informations se fait initialement dans différents circuits hippocampo-corticaux. L’hippocampe
integre les informations des différentes aires corticales afin de créer une trace mnésique cohérente. Au cours
du temps, le processus de consolidation s’accompagne d’un renforcement des connexions cortico-corticales
et la trace mnésique devient indépendante de I'hippocampe. Extrait de Frankland & Bontempi 2005.

Par ailleurs, certains auteurs montrent que lors du rappel d'une mémoire ancienne, les aires
du cortex préfrontal sont activées et que I'hippocampe est activement inhibé (Bontempi et al.,
1999; Frankland et al., 2004; Maviel et al., 2004) suggérant que le cortex préfrontal pourrait
également jouer le role de comparateur entre mémoires déja consolidées et encodage de
nouvelles informations. En d’autres termes, si l'information existe déja, le cortex préfrontal
joue un réle inhibiteur sur I'activité de I'hippocampe afin d’éviter d’encoder deux fois la méme
information. Au contraire, si I'information a été perdue ou n’a jamais été stockée, le cortex
préfrontal n’exerce pas d’inhibition et favorise ainsi 'engagement de I'hippocampe (Frankland
& Bontempi, 2005).

En résumé, I'ensemble de ces données suggére que I'hippocampe est impliqué dans la
mémorisation sur une période de temps limitée mais que par la suite le rappel de la trace
mnésique serait sous la dépendance prépondérante du cortex préfrontal, associé a un
désengagement de [I'hippocampe. Le désengagement de [I'hippocampe nécessite le
renforcement des connexions corticales, ce qui implique un remaniement des connexions
synaptiques dans et entre les différentes structures corticales impliquées afin de maintenir le
souvenir a trés long terme (Frankland et al., 2001, 2004; Hoffman & McNaughton, 2002;
Elgersma et al., 2004; Hayashi et al.,, 2004; Maviel et al.,, 2004; Vetere et al., 2011).
Cependant, la vitesse de consolidation de la trace mnésique dans le cortex préfrontal peut
étre influencée par ce qui est déja connu. En effet, lorsque de nouvelles informations
associatives dépendantes de I'hippocampe doivent étre intégrées dans un schéma cortical

préexistant, I'assimilation de ces nouvelles informations se produit trés rapidement dans les
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aires corticales impliquées dans la rétention a long terme de cette mémoire (Tse et al., 2011),
suggérant que la consolidation de certaines informations ne nécessite pas forcement

I’hippocampe et qu’elles peuvent étre directement intégrées dans des réseaux corticaux.

Par ailleurs, plusieurs auteurs montrent que certains patients atteints de Iésions de
’hippocampe présentent des déficits de rappel de certaines mémoires anciennes et
notamment celles des souvenirs personnels (Rosenbaum et al., 2000; Cipolotti et al., 2001;
Viskontas et al., 2002; Martin et al., 2005). De plus, il a également été montré que lors du
rappel d’'une mémoire épisodique, 'hippocampe est activé (Ryan et al., 2001; Maguire & Frith,
2003; Addis et al., 2004; Gilboa et al., 2004). Ces données suggérant que I'hippocampe peut
également étre impliqué dans le rappel de mémoires épisodiques anciennes, ont incité a
I’émergence d’une deuxieme théorie de la consolidation systémique, appelée « théorie des
traces multiples » (Nadel & Moscovitch, 1997; Nadel et al., 2000; Moscovitch et al., 2005,
2006). Cette théorie postule qu’un souvenir, étant constitué de différents éléments, est encodé
sous forme de traces mnésiques multiples dans différentes régions du cerveau. Selon ce
modeéle, la consolidation a long terme d’informations épisodiques serait dépendante d’'un
réseau impliquant a la fois le cortex et I'hippocampe. Dans ce schéma, l'information est
initialement encodée par un réseau hippocampo-cortical dans lequel I'hippocampe stockerait
principalement a long terme le contexte spatio-temporel du souvenir (Nadel & Moscovitch,
1997; Frankland & Bontempi, 2005). Chaque réactivation de la trace mnésique permet sa
consolidation mais également la création d’'une autre trace mnésique qui partage plus ou
moins d’informations avec I'épisode initial si celui-ci est différent. La répétition de ce
processus produirait des traces multiples liées a I'événement original et les souvenirs
épisodiques anciens seraient associés a un nombre important de traces distribuées dans des
aires cérébrales étendues par rapport aux souvenirs récents, rendant les traces mnésiques

les plus anciennes moins sensibles a la lésion de I'’hippocampe.

D. Reconsolidation

Les scientifiques ont longtemps pensé que les souvenirs, une fois consolidés et stockés,
restaient inchangés et préts a étre rappelés a la demande. Néanmoins, la mémoire est
également un processus dynamique puisque le rappel de certains souvenirs peut les modifier,
les effacer ou les rendre indisponibles. En effet, une fois le souvenir rappelé ou réactivé, la
trace mnésique redevient labile et doit & nouveau étre consolidée pour étre ensuite disponible
pour un nouveau rappel de l'information : c’est la reconsolidation mnésique (Nader et al.,
2000b; Nader, 2003; Alberini, 2005; Nader & Hardt, 2009; Besnard et al., 2012). Une partie
des mécanismes moléculaires impliqués initialement dans la consolidation des souvenirs est
également engagée dans la reconsolidation de ces souvenirs. En effet, si les mécanismes

cellulaires impliqués dans la consolidation sont bloqués apres le rappel d’'un souvenir, un
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souvenir pourtant bien consolidé au départ peut étre oublié. Par exemple, le blocage de la
synthése protéique pendant le rappel d’'une information mémorisée ne perturbe pas un second
rappel peu de temps aprés mais entraine un déficit lorsque ce second rappel est réalisé 24
heures plus tard, c’est-a-dire apres une phase de reconsolidation (Nader et al., 2000a). De
méme, 'activation de la voie des Mitogen-activated protein kinase (MAPK) impliquée dans la
consolidation est également nécessaire a la reconsolidation dune mémoire de
reconnaissance d’objets aprés réactivation (Bozon et al., 2003b; Kelly et al.,, 2003). La
reconsolidation d’'un souvenir peut servir a son renforcement, a I'incorporation de nouvelles
informations afin de le réactualiser, a I'élimination d'une partie des informations ou a
’'association de nouveaux souvenirs a des souvenirs plus anciens (Nader, 2003; Besnard et
al., 2012). Cette vulnérabilité récurrente des souvenirs montre que méme consolidée, la

mémoire est un processus dynamique sans cesse en reconstruction.

[l. Hippocampe et mémoire

L’hippocampe est une structure au sein du lobe temporal qui regoit des signaux multimodaux
venant d’autres structures cérébrales organisées hiérarchiquement de fagon a recevoir des
signaux multisensoriels issus de nombreuses régions corticales, ce qui lui confére une

position privilégiée pour participer aux processus mnésiques.

A. Organisation anatomique de I'hippocampe

L’hippocampe est une structure bilatérale du systéme limbique de forme enroulée et
recourbée composée du gyrus denté (GD) et de la corne d’Ammon (Figure 3).
L’hippocampe est associé au complexe subiculaire (subiculum, parasubiculum, présubiculum)
et aux aires corticales entorhinale et périrhinale (Figure 3; Amaral & Witter, 1989; Witter &
Amaral, 2004; Andersen et al., 2007). La partie dorsale de I'hippocampe est en contact avec
les noyaux du septum alors que la partie ventrale de I'hippocampe est au contact de régions
corticales du lobe temporal. L’hippocampe est constitué de deux couches neuronales
principales : la couche des cellules granulaires du GD et les cellules pyramidales du
subiculum et des champs ammoniens (CA), sous-divisés en quatre sous-régions nommees
CAl, CA2, CA3 et CA4 (Ramon y Cajal, 1911; Lorente De N6, 1934; Amaral & Witter, 1989),
auxquelles s’ajoutent de nombreux interneurones GABAergiques (Freund & Buzsaki, 1996;
Freund, 2003; Somogyi & Klausberger, 2005).
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Figure 3 : Organisation structurale de la formation hippocampique

A. Coupe transversale de cerveau de rat au niveau de I'hippocampe. Coloration Nissl. B. Zoom sur la
formation hippocampique. Coloration Nissl. C. Structure interne de I'hippocampe et principales connexions du
circuit intro-hippocampique. CE : Cortex Entorhinal ; GD : Gyrus Denté ; H : Hile ; CA : Corne dAmmon ; S :
Subiculum ; fp : faisceau perforant ; fm : fibres moussues ; cs : collatérales de Schaffer.

L’hippocampe est connecté a de nombreuses régions cérébrales par deux faisceaux majeurs
de fibres : la fimbria-fornix en provenance des noyaux du télencéphale antérieur et le faisceau
perforant en provenance du cortex entorhinal. Le faisceau perforant constitue la plus
importante afférence corticale a I’hippocampe alors que la voie septo-hippocampique via la
fimbria-fornix constitue la voie principale de projection d’origine sous-corticale en provenance
du noyau septal médian, du thalamus, de 'amygdale, de I'hypothalamus, de I'aire tegmentale
ventrale et du tronc cérébral. Le GD, les aires CA1 et CA3 et le subiculum sont innervés par le
faisceau perforant mais la projection le plus dense s’établit entre le cortex entorhinal et la
couche moléculaire du GD (Figure 3). Le faisceau perforant est divisé en deux parties : le
faisceau perforant latéral qui projette sur le tiers externe des dendrites des cellules granulaires
du GD et le faisceau perforant médian qui projette sur le tiers médian. Au sein de
I'hippocampe, les connexions forment une boucle tri-synaptique : les axones des cellules
granulaires du GD, les fibres moussues, projettent sur les dendrites des cellules pyramidales
de laire CA3 qui projettent a leur tour via les collatérales de Schaffer sur les dendrites des
cellules pyramidales des aires CA2 et CA1 (Figure 3). Les connexions de cette boucle tri-
synaptique sont glutamatergiques et donc excitatrices. Les cellules granulaires du GD et les
cellules pyramidales des CA émettent également des collatérales vers les interneurones

inhibiteurs, qui projettent en retour vers ces deux populations neuronales. De plus, les
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interneurones regoivent aussi des terminaisons du faisceau perforant. Longtemps décrite
comme l'unique organisation interne des connexions de I'hippocampe, cette organisation tri-
synaptique n’est néanmoins pas la seule : les cellules de I'aire CA3 envoient de nhombreuses
projections sur les autres cellules pyramidales de l'aire CA3 via des collatérales récurrentes,
faisant de l'aire CA3 une région fortement interconnectée et importante pour I'acquisition
rapide d’informations (Rolls & Kesner, 2006). A contrario, les cellules pyramidales de I'aire
CALl ne sont que faiblement interconnectées. Il existe également des projections directes du
cortex entorhinal sur les aires CAl, CA2 et CA3 (Witter & Moser, 2006; Chevaleyre &
Siegelbaum, 2010). La voie principale de sortie de I'hippocampe vers les régions para-
hippocampiques se fait a partir de I'aire CA1. Les cellules pyramidales de I'aire CA1 projettent
soit directement sur les couches profondes des cortex entorhinal et périrhinal, soit
indirectement via un relais par le subiculum. Le subiculum possede des relations
bidirectionnelles avec le cortex entorhinal et projette sur les couches profondes de celui-ci.
Les neurones du cortex entorhinal projettent ensuite sur les aires corticales. De plus, le
subiculum et I'aire CA1 projettent directement sur le cortex préfrontal. Par ailleurs, des fibres
efférentes de I'hippocampe via la fimbria et le fornix projettent vers le septum latéral,
'amygdale, le noyau accumbens, la formation réticulée, le thalamus et les corps mamillaires
(Witter & Amaral, 2004; Andersen et al., 2007).

L’hippocampe est donc une structure en relation avec de nombreuses aires du cerveau : il
représente un point de convergence multimodal recevant des informations prétraitées ; et un
point de divergence puisqu’il envoie des informations vers les structures corticales et sous-
corticales. L’hippocampe peut donc influencer un grand nombre de fonctions comme les

fonctions endocriniennes, viscérales, motrices, affectives et cognitives.

B. Organisation anatomique du gyrus denté

Le GD de I'hippocampe est constitué de trois couches : la couche granulaire, la couche

moléculaire et la couche polymorphique aussi appelée hile (Figure 4).

La couche moléculaire est la moins densément peuplée de neurones, elle est pour
I'essentiel occupée par les dendrites des cellules granulaires ainsi que les fibres de la voie
perforante en provenance du cortex entorhinal. Néanmoins, quelques interneurones, les
cellules étoilées et les cellules en chandelier (Figure 4), sont présents et jouent un réle
inhibiteur sur les cellules granulaires en projetant sur leurs dendrites (Halasy & Somogyi,
1993).
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Figure 4 : Organisation cyto-architecturale du gyrus denté de I’hippocampe

(1) Cellule granulaire ; (2) Cellule en panier ; (3) Cellule étoilée ; (4) Cellule moussue ; (5) Cellule fusiforme ;
(6) Cellule polymorphique ; (7) Cellule en chandelier ; ML : Couche moléculaire ; GL : Couche granulaire
externe (ext), médiane (med) et interne (int) ; PL : Couche polymorphique ou hile. Extrait de Amaral et Witter
1995.

La couche granulaire se divise en lames dorsale et ventrale qui se rejoignent pour former la
créte, formant ainsi un V ou un U sur des sections coronales, sagittales et horizontales de
I'hippocampe. Cette couche est la plus dense du GD et est constituée essentiellement par les
cellules granulaires (Figure 4) agrégées les unes aux autres sur une épaisseur de quelques
dizaines de micromeétres chez les rongeurs. Ces cellules sont des neurones excitateurs
glutamatergiques de forme arrondie et dont le noyau occupe une large partie du soma. Ces
cellules possédent des dendrites apicales qui peuplent la couche moléculaire, alors que les
segments initiaux de leurs axones occupent la couche polymorphique dans laquelle ils se
ramifient et se rassemblent pour former les fibres moussues qui projettent sur CA3. La
population des cellules granulaires du GD est estimée a plus d’'un million chez le rat (Bayer et
al., 1982; Boss et al., 1985). Par ailleurs, quelques interneurones inhibiteurs, minoritaires dans
cette couche, se retrouvent disséminés dans la couche granulaire. La partie basale de la
couche granulaire du GD de I'hippocampe, située a la limite de la couche polymorphique,
correspond a la zone sous-granulaire (SGZ). Cette zone est peuplée de cellules en panier
GABAergiques (Figure 4). Les corps cellulaires de ces cellules sont localisés juste & la limite
entre le hile et la couche granulaire. Leurs dendrites n'ont pas ou peu d’épines et s’étendent
dans le hile et la couche moléculaire du GD. L'axone de ces cellules concentre une
arborisation dense au sein de la couche granulaire ou ils contactent le soma et les dendrites

proximales des cellules granulaires et éventuellement d’autres cellules en panier (Lorente De
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N6, 1934; Struble et al., 1978; Seress & Pokorny, 1981; Ribak & Seress, 1983; Seress &
Ribak, 1983; Freund & Buzséki, 1996).

Enfin, la couche polymorphique ou hile est constituée d'une grande variété de types
cellulaires. On y trouve les cellules moussues (Figure 4), majoritaires, glutamatergiques,
excitatrices, avec un corps cellulaire large de forme triangulaire et dont les épaisses dendrites
présentent dans le hile sont la cible de projections des cellules granulaires ; les cellules
polymorphiques (Figure 4), interneurones GABAergiques de formes variées ; et les cellules
fusiformes (Figure 4), également GABAergiques et dont les dendrites s’étendent parallelement
a la couche granulaire sur toute la longueur (Buckmaster & Jongen-Rélo, 1999). Les cellules
moussues innervent a la fois les dendrites des cellules granulaires au niveau de la couche
moléculaire et les interneurones GABAergiques du hile (Ribak et al., 1985; Amaral & Witter,
1989; Scharfman, 1995; Buckmaster et al., 1996; Freund & Buzséki, 1996; Buckmaster &
Jongen-Rélo, 1999; Amaral et al., 2007).

C. Rdle de I'hippocampe dans les processus mnésiques

Grace aux études cliniques réalisées chez des patients présentant des Iésions plus ou moins
étendues de I'hippocampe et/ou des structures I'entourant, a celles réalisées chez les
rongeurs et les primates non humains, et enfin grace aux techniques d'imagerie chez
’'Homme, I'hippocampe est depuis longtemps associé a I'encodage et au stockage de
certaines formes de mémoire a long terme. C’est I'étude du patient H.M. pendant plus de 50
ans qui a permis initialement de montrer l'importance de I'hippocampe dans certains
processus mnésiques. H.M. a subit une ablation bilatérale d’'une large portion de la formation
hippocampique et de régions adjacentes du LTM par chirurgie afin de diminuer ses crises
d’épilepsies, dont le foyer se situait dans I'hippocampe. Aprées son réveil, il est apparu qu'H.M.
souffrait de troubles de mémoire, notamment une amnésie antérograde c’est-a-dire qu'il était
incapable d’encoder de nouveaux souvenirs de maniére explicite alors que sa mémoire a
court terme était intacte. |l était donc incapable de retenir une information au-dela de quelques
minutes a moins de répéter continuellement I'information, suggérant que I'hippocampe est
nécessaire a la formation de nouveaux souvenirs a long terme (Scoville & Milner, 1957;
Milner, 1972). Malgré tout, H.M. avait conservé sa mémoire implicite puisqu’il était capable de
mémoriser de nouvelles taches motrices. H.M. souffrait également d’amnésie rétrograde de
plusieurs années mais il avait gardé le souvenir d’événements trés anciens. Ces études
menées sur plusieurs dizaines d’années ont permis de mettre en évidence le réle central de
’hippocampe dans les processus mnésiques et notamment dans la consolidation de
nouveaux souvenirs. Par la suite, de nombreuses études Iésionnelles ciblées ont été
effectuées chez des rongeurs ou des primates non humains et ont confirmé que I'hippocampe

et les cortex adjacents sont nécessaires a I'encodage de certaines formes de mémoire a long
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terme (Squire & Zola-Morgan, 1991; Squire, 1992; Logue et al., 1997; Gerlai et al., 2002;
Winters et al., 2004; Forwood et al., 2005; Goshen et al., 2011). On distingue aujourd’hui trois
théories majeures sur le role de I'hippocampe dans les processus mnésique : la théorie de la
carte cognitive de O’Keefe et Nadel (O’Keefe & Nadel, 1978), celle de la mémoire déclarative
de Squire et coll. (Schacter et al., 1993; Squire & Zola, 1996, 1997; Squire & Dede, 2015) et
celle de la mémoire relationnelle de Eichenbaum (Eichenbaum et al., 1992; Cohen et al.,
1997; Dusek & Eichenbaum, 1997; Eichenbaum, 2001, 2004, 2007).

1. Hippocampe et mémoire spatiale

La théorie de la carte cognitive postule que I'hippocampe est une structure permettant
'encodage d'informations spatiales relationnelles en élaborant une carte cognitive de
'environnement (O’Keefe & Nadel, 1978). Cette théorie a été fondée sur des études
lésionnelles mais surtout sur les propriétés de décharge des cellules pyramidales de l'aire
CA1 de Tlhippocampe, les cellules de lieu (O'Keefe & Dostrovsky, 1971). Ces cellules
déchargent en bouffées a haute fréquence lorsqu’'un animal se trouve a une localisation
particuliere au sein d’'un environnement (O’Keefe, 1976; McNaughton et al., 1984; Muller et
al., 1987; O’Keefe & Speakman, 1987), chaque cellule possédant ainsi un champ récepteur
particulier, appelé « champ spatial », pour un environnement donné. Plusieurs études utilisant
des déplacements d’indices contextuels, des rotations d’indices ou encore des changements
de tailles ou de formes de I'environnement ont confirmé les propriétés de codage de ces
neurones (Muller & Kubie, 1987; Bostock et al., 1991). D’aprés cette théorie, les cellules de
lieu participent au codage d’une représentation neuronale de la localisation de I'individu dans
un environnement. Ces cellules peuvent aussi participer a la formation de cartes distinctes
pour différents environnements, puisque une méme cellule peut présenter des champs
récepteurs différents dans plusieurs environnements (O’Keefe & Conway, 1978; Tanila et al.,
1997). Par alilleurs, il existe dans le cortex entorhinal une population particuliere de cellules
participant au codage de l'espace, les cellules de grille (Fyhn et al.,, 2004). Ces cellules
présentent un patterns régulier d’activation, avec de multiples champs d’activité disposés de
maniere a former une grille a maille triangulaire couvrant I'ensemble de I'environnement
exploré par I'animal (Hafting et al., 2005). La présence dans la formation hippocampique de
ces cellules codant un environnement ainsi que la localisation de I'animal dans celui-ci, font de
I’hippocampe une structure privilégiée pour former une carte cognitive de I'environnement.
Parallelement, les études de lésions ou d'inactivation de [I'’hippocampe ont renforcé
l'importance du réle de celui-ci dans la mémoire spatiale (Morris et al., 1982, 1990; Cassel et
al.,, 1998). Les études d’'IRM fonctionnelles chez 'Homme ont montré une activation de
I’hippocampe postérieur droit lorsque les sujets circulent dans une ville virtuelle (Hartley et al.,

2003; Maguire et al., 2003), et il a été observé que les chauffeurs de taxi londoniens qui
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doivent connaitre les 25.000 rues de la ville possédent un hippocampe postérieur d’autant
plus volumineux que leur expérience de chauffeur est longue (Maguire et al., 2000).
Néanmoins, cette théorie postule que 'hippocampe est dédié a I'encodage et au stockage de
souvenirs liés a des informations spatiales alors que certains travaux montrent que les cellules
de lieu peuvent également décharger en réponse a des éléments non spatiaux. Par exemple,
les cellules pyramidales de I'hippocampe peuvent étre activées par des entrées sensorielles
(olfactives, visuelles, auditives, somatosensorielles) (Eichenbaum et al., 1999; Wood et al.,
1999), suggérant un rbéle de l'hippocampe dans lintégration de multiples informations

nécessaires a 'encodage d’'un souvenir dans son intégralité.

En effet, étant donné qu'il est trés difficile de tester le comportement d’animaux dans des
taches d’apprentissage en l'absence de contexte spatial, une ambiguité sur la nature du
codage porté par les cellules de lieu s’est installée. Pour Eichenbaum, I'hippocampe
posséderait une fonction plus générale dans les apprentissages associatifs, I'encodage
d’'informations spatiales n’étant qu’'une composante de cette fonction (Eichenbaum et al.,
1992). Eichenbaum propose donc que les cellules pyramidales de I'hippocampe répondent a
une configuration de variables comportementales, environnementales et spatiales et non pas
a la simple position de I'animal dans son environnement. Il postule que I'hippocampe est
nécessaire a I'encodage et au stockage de mémoires relationnelles permettant de réaliser des
associations dans le domaine spatial mais aussi temporel. Les cellules de I'hippocampe
coderaient donc des conjonctions de stimuli et de caractéristiques comportementales
constituant un événement, ceci reposant sur des mécanismes Hebbiens de renforcement
synaptique par répétition des événements et permettant de constituer des réseaux de
neurones codant la succession des événements survenant au cours d’'une tache. Des
épisodes pouvant avoir des éléments en commun, une des fonctions essentielles de
I’'hippocampe serait alors d’encoder un contexte, nécessaire a la mémoire épisodique, en

fournissant un cadre spatial aux souvenirs.

La théorie de la mémoire déclarative attribue a différentes régions et circuits du cerveau des
fonctions spécifiques dans les différents types distincts de mémoire (voir I.A, page 6 ; Cohen
& Squire 1980; Squire & Zola-Morgan 1988; Knowlton & Squire 1993). Selon Squire,
I’hippocampe est nécessaire a I'encodage de la mémoire déclarative, alors que la mémoire
non déclarative est associée a d’autres structures cérébrales. Cette théorie est soutenue par
des études cliniques comme celle du patient H.M. puisqu’en I'absence d’hippocampe, il est
incapable de former a long terme de nouveaux souvenirs explicites, sémantiques et
épisodiques (Scoville & Milner, 1957). Mais H.M. est capable de réaliser une tache
procédurale non déclarative impliquant des capacités visuo-motrices (Gabrieli et al., 1993),
suggérant que le lobe temporal n'est que peu voire pas impliqué dans la mémoire
procédurale. De plus, des patients présentant des Iésions du lobe temporal sont capables

d’apprendre une tache de discrimination alors qu’ils sont incapables de s’en souvenir (Squire
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& Zola-Morgan, 1988). Les mémes lésions réalisées chez le singe montrent que la lésion de
I’hippocampe seule induit un déficit de mémoire déclarative alors qu’ils ne montrent pas de
déficit de discrimination visuelle (Mishkin, 1978). De plus, plus les lésions sont étendues dans
le lobe temporal et plus la mémoire déclarative est affectée (Squire & Zola-Morgan, 1991;
Zola-Morgan et al., 1994). Néanmoins, se pose toujours la question de savoir si I'hippocampe
est impliqgué dans le traitement de la mémoire sémantique et/ou dans le traitement de la
mémoire épisodique, difficulté d’autant plus grande que ces deux types de mémoire sont
étroitement liés. En effet, la mémoire épisodique englobe certaines informations sémantiques
puisque celles-ci peuvent se former dans un contexte ou un environnement spécifique. Par
ailleurs, certains souvenirs épisodiques associés initialement a un contexte spatial et temporel
spécifique, peuvent par répétition acquérir un contenu sémantique. Il a donc été proposé que
I’'hippocampe serait impliqué dans I'encodage de la mémoire épisodique mais aussi de la
mémoire sémantique (Squire, 2004). L’hippocampe est également impliqué dans la mémoire
de reconnaissance, c’est-a-dire la capacité a identifier des items déja rencontrés. Cette forme
de mémoire peut s’exprimer selon deux composantes : une composante de familiarité qui
dépend de structures corticales adjacentes a I'hippocampe et qui informe que les items ont
déja été rencontrés sans fournir d’informations sur le contexte, et une composante de rappel
ou reconnaissance (« recollection »), de nature plus épisodique, qui inclut des informations
sur I'’épisode au cours duquel le ou les items ont été pergus et qui dépend de I'hippocampe
(Squire, 2004).

2. Sous-régions fonctionnelles de 'hippocampe

La plupart des modeles théoriques traitent I'hippocampe comme une seule entité
fonctionnelle, or il peut étre divisé chez les rongeurs en une partie dorsale, une partie
intermédiaire et une partie ventrale selon I'axe septotemporal (Dolorfo & Amaral, 1998; Witter
& Amaral, 2004). Les portions septales font généralement référence a I’hippocampe dorsal et
les portions temporales a I'’hippocampe ventral. D’un point de vue anatomique, les connexions
corticales et sous corticales de I'hippocampe varient selon I'axe septotemporal. La majorité
des afférences provenant du cortex visuel, auditif et somatosensoriel projettent sur les cortex
entorhinal dorsolatéral et caudomédian, projetant ensuite sur la partie dorsale du GD (Burwell
& Amaral, 1998; Fanselow & Dong, 2010). La partie ventrale de I'hippocampe présente plus
de connexions avec les structures sous-corticales et le cortex préfrontal (voir pour revue
Bannerman et al. 2004; Fanselow & Dong 2010). La région ventrale du CA1l recoit les
afférences en provenance de 'amygdale (van Groen & Wyss, 1990; Pitkénen et al., 2000;
Petrovich et al., 2001) alors que le CAl intermédiaire a davantage de projections vers le
cortex infralimbique (Swanson, 1981; Verwer et al., 1997). Ces différences de connectivité

entre régions dorsales, intermédiaires et ventrales suggérent qu’elles pourraient avoir des
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réles fonctionnels différents. En effet, 'hippocampe dorsal serait plus impliqué dans les
processus cognitifs et mnésiques alors que I'hippocampe ventral serait plus impliqué dans la
gestion du stress et des émotions (Moser & Moser, 1998; Bannerman et al., 2004; Fanselow &
Dong, 2010). Par exemple, plus la partie dorsale de I'hippocampe est endommagée ou
inactivée et plus les animaux présentent des déficits de mémoire spatiale de référence alors
que les lésions de I'hippocampe ventral n’affectent pas cette fonction (Moser et al., 1993,
1995; Mao & Robinson, 1998; Bannerman et al., 1999, 2002, 2004; Maruki et al., 2001;
Broadbent et al., 2004; Pothuizen et al., 2004). La région ventrale de I'hippocampe aurait un
réle plus important dans les comportements liés a la peur et a I'anxiété puisque sa lésion
engendre un effet anxiolytigue (Bannerman et al., 1999, 2002, 2003; Alves et al., 2004;
Mchugh et al., 2004; Weeden et al., 2015). Néanmoins, cette dichotomie n’est pas toujours
aussi tranchée. Moser et Moser indiquent par exemple que le rappel d’informations en
mémoire de référence sollicite une grande partie de I'hippocampe (Moser & Moser, 1998). Par
ailleurs, la mise en mémoire fait appel a une multitude d’éléments qu’ils soient visuels,
olfactifs, tactiles, spatiaux ou émotionnels, supposant que chaque partie de I'hippocampe
participe a la mise en mémoire d’une partie des informations afin de former un souvenir

complet.

3. R6le du GD dans les processus mnésiques

Certains travaux montrent que les différentes sous-régions de I'hippocampe — CAl, CAS et
GD - ont des contributions spécifiques, mais complémentaires, dans les processus
d’apprentissage et de mémoire (Kesner et al., 2000, 2005; Goodrich-Hunsaker et al., 2008;
Hunsaker & Kesner, 2008). La lésion spécifique du GD, obtenue par injection de colchicine,
un alcaloide provoquant la mort spécifique des cellules granulaires (Goldschmidt & Steward,
1980, 1982; Sutula et al., 1983), est associée a une hyperactivité locomotrice lorsque I'animal
est placé dans un environnement familier suggérant que les stimuli ne sont pas intégrés de
maniere adaptative et ne perdent donc pas leur propriété de nouveauté d’'ou une exploration
accrue de l'environnement (Walsh et al., 1986; Jeltsch et al., 2001). Ce type de lésion
provoque également d'importants déficits de mémoire spatiale dans la tache de la piscine de
Morris (Sutherland et al., 1983; McNaughton et al., 1989; Nanry et al., 1989; Xavier et al.,
1999; Jeltsch et al., 2001), dans le labyrinthe de Hebb-Williams (Lee & Kesner, 2004), et dans
le labyrinthe radial (Walsh et al., 1986; McLamb et al., 1988; McNaughton et al., 1989; Jeltsch
et al., 2001), mais pas dans une tache de reconnaissance spatiale en alternance spontanée
dans le labyrinthe en T (Jeltsch et al., 2001). La Iésion du GD par la colchicine induit
également un déficit dans la formation d’associations temporelles (Aimone et al., 2006;

Hunsaker & Kesner, 2008; Morris et al., 2013a), suggérant un rdle du GD de I'hippocampe
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dans l'intégration temporelle des informations. Par ailleurs, on attribue classiquement au GD

un réle privilégié dans I'encodage des informations (Rolls, 1996; Kesner, 2007).

Les mémoires déclaratives reposent sur deux processus essentiels : la séparation de patterns
et la complétion de patterns (Rolls, 2013). La séparation de patterns permet de distinguer
deux événements proches, en termes de contextes, actions réalisées, localisations,
personnes, etc., mais néanmoins différents par certains éléments plus ou moins importants.
Nous sommes par exemple capables de discriminer deux pommes qui ne different que pas
des nuances de rouge. Ce mécanisme permet d’encoder de maniére différentielle des
souvenirs qui présentent des éléments communs pour éviter une possible confusion. La
séparation de patterns est définie comme le processus par lequel des représentations
entrantes relativement similaires sont orthogonalisées et transformées en sortie en
représentations neuronales distinctes des différents événements (Colgin et al., 2008). La
complétion de patterns au contraire permet de récupérer un souvenir entier a partir d’'un
fragment d’un souvenir évoquant un pattern d’activité neuronale incomplet. Le GD et l'aire
CA3 de I'hippocampe sont importants pour la fonction de séparation de patterns (Moody et al.,
1998; Kesner, 2007; Leutgeb et al., 2007; Bakker et al., 2008; Aimone et al., 2011; Yassa &
Stark, 2011; Deng et al., 2013) alors que l'aire CA3 participe fortement a la complétion de
patterns. Alors que la Iésion spécifique du GD par la colchicine n’altere pas les performances
dans un test de mémoire associative dans lequel I'animal doit associer un lieu ou se situe une
récompense a une odeur ou un objet (Gilbert & Kesner, 2003), elle affecte la capacité a
discriminer celui ou se trouve la récompense parmi deux lieux proches (Gilbert et al., 2001).
L’intensité de ce déficit de discrimination est d’autant plus important que les deux lieux
d’intérét sont rapprochés (Gilbert et al., 2001). De méme, la lésion spécifique du GD induit des
déficits de discrimination entre deux stimuli visuels (Toga & Lothman, 1983), de formation de
représentations contextuelles (Morris et al., 2013b), et de séparation de patterns en labyrinthe
radial (Morris et al., 2012). Enfin, la manipulation spécifique de la fonctionnalité du GD en
inhibant la sous-unité NR1 des récepteurs NMDA dans les cellules granulaires induit un déficit
dans la discrimination de contextes (McHugh et al., 2007). L'ensemble de ces données
montre que le GD de I'hippocampe est impliqué dans la fonction de séparation de patterns,
suggérant un role dans la gestion des interférences afin de discriminer deux événements
présentant de larges similitudes. L’hippocampe pourrait ainsi étre une structure clé dans

I'encodage de mémoires complexes comme la mémoire épisodique (voir II.C, page 20).

D. Potentialisation a long terme dans I'hippocampe

Comme nous l'avons vu dans la partie I.B, la formation et la mise en mémoire a long terme
des informations reposent sur des modifications de I'efficacité de la transmission synaptique

au sein des réseaux activés par I'apprentissage ainsi que sur le remodelage structural de

25



I’architecture de ces réseaux. D’'un point de vue cellulaire, comme nous I'avons évoqué plus
haut, la plupart des modeéles neurobiologiques de la mémoire reposent sur I'hypothése
proposée par Donald Hebb selon laquelle I'efficacité de la transmission synaptique entre deux
neurones se renforce lorsque ceux-ci sont répétitivement et simultanément activés de facon
intense (Hebb, 1949). Depuis la découverte de I'existence d’'un tel mécanisme de plasticité, la
PLT dans le GD chez le lapin (Bliss & Gardner-Medwin, 1973; Bliss & Lemo, 1973), il est
maintenant établi qu’il s’agit d’'une propriété essentielle des synapses excitatrices chez de
nombreuses espéces, dont le rat, la souris, les oiseaux et méme chez 'homme (Beck et al.,
2000), dans diverses autres régions cérébrales telles que les aires CAl et CA3 de
I’'hippocampe, 'amygdale, le striatum ainsi que de nombreuses aires corticales sensorielles,
motrices ou associatives comme le cortex préfrontal (voir pour revue Bennett, 2000). Dans
I’'hippocampe, cette augmentation de l'efficacité de la transmission synaptique peut perdurer
plusieurs jours voire des mois aprés I'application de la stimulation tétanique chez le rat (voir
pour revue Abraham, 2003).

On connait maintenant les grandes étapes des mécanismes moléculaires qui sous-tendent les
modifications durables des synapses nécessaires au processus de consolidation mnésique

(figure 5; voir pour revue Laroche, 2010).
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Figure 5: Représentation schématique des principales étapes des mécanismes moléculaires de
la plasticité synaptique

L’activation synaptique du neurone post-synaptique amorce une succession de réactions moléculaires
conduisant a la modification durable de la synapse. Extrait de Laroche 2010.
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L’'induction de cette forme de plasticité nécessite I'activation des récepteurs NMDA du
glutamate (Collingridge et al., 1983; Errington et al., 1987; Davis et al., 1992; Bliss &
Collingridge, 1993; Tsien et al., 1996; voir pour revue Abraham & Williams, 2003) qui
fonctionnent comme des détecteurs de coincidence temporelle et spatiale entre une libération
importante de glutamate du neurone présynaptique et une dépolarisation intense du neurone
post-synaptique. Suite a la dépolarisation post-synaptique induite par l'activation des
récepteurs AMPA par le glutamate, le blocage du canal NMDA par le Mg?* est levé entrainant
une entrée massive d’ions calcium dans le neurone post-synaptique. Ce mécanisme constitue
I'élément déclencheur de la plasticité ; il amorce une succession de réactions moléculaires

conduisant a la modification durable de la synapse.

La premiére étape est I'activation par le calcium de nombreuses voies de signalisation
neuronales impliquant a la fois des kinases et des phosphatases. Ceci entraine la
phosphorylation des récepteurs AMPA, augmentant ainsi leur conductance (Malinow et al.,
2000), et favorise également l'insertion d’'un nombre accru de nouveaux récepteurs AMPA a la
membrane post-synaptique (Kullmann, 2003; Malinow, 2003), rendant la synapse plus
sensible a toute activation ultérieure. De plus, ces voies de signalisation permettent de
convertir des synapses dites « silencieuses » (sans récepteurs AMPA) en synapses actives
grace a la mobilisation des mécanismes de transport et d’ancrage des récepteurs (Isaac et al.,
1995; Soderling & Derkach, 2000; Lisman, 2003). Au niveau présynaptique, certaines kinases
vont mobiliser des cascades protéiques contrélant la mobilisation des vésicules synaptiques a
la membrane ainsi que les processus d’exocytose afin de favoriser la libération de glutamate
lorsque les synapses seront a nouveau activées (Bliss & Collingridge, 1993). Par ailleurs, il
existe une régulation tres fine de la balance entre l'activité des kinases et celle des
phosphatases permettant de contréler finement ces mécanismes de signalisation
intracellulaire (Bliss & Collingridge, 1993; Bhalla & lyengar, 1999; Soderling & Derkach, 2000)

afin de maintenir ou d’abroger la plasticité synaptique.

A l'issue de cette premiére étape, les modifications synaptiques peuvent étre stabilisées sur le
long terme. Les mécanismes de maintien et d’expression a long terme de la PLT pour
stabiliser et consolider les modifications synaptiques reposent en grande partie sur I'activation
de génes et la synthése de protéines (voir pour revue Abraham & Williams, 2003). En effet, la
PLT peut étre dissociée selon deux composantes, la PLT précoce, dont les mécanismes sont
décrits précédemment, et la PLT durable dépendante de la transcription génique et de la
synthese de protéines (Nguyen et al., 1994; Frey & Morris, 1997). L'initiation des régulations
transcriptionnelles permettant de modifier I'expression génique implique |la aussi des cascades
d’activation de kinases qui, en plus de leur action locale sur les protéines-substrats des
synapses, vont envoyer un signal vers le noyau. Une des voies de signalisation essentielle est
celle des MAPK. En effet, I'induction d’'une PLT conduit a la phosphorylation rapide des MAPK

et cette étape conditionne le maintien a long terme de la PLT (Davis et al., 2000; Bozon et al.,
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2003b; Sweatt, 2004; voir pour revue Davis & Laroche, 2006). Une fois phosphorylées, les
MAPK entrent dans le noyau des neurones ou elles activent, de facon directe ou indirecte, des
facteurs de transcriptions tels que CREB (CAMP Response Element-binding protein) et Elk-1
(Davis et al., 2000) qui se fixent sur des sites spécifiques sur 'ADN situés au niveau des
promoteurs de génes immédiats précoces pour réguler leur expression. Certains comme
BDNF, Homer ou Arc codent des protéines qui agissent directement au niveau de la synapse,
alors que d’autres comme Zif268 ou c-Fos codent des facteurs de transcription inductibles qui
vont a leur tour activer de nombreux genes cibles dits « effecteurs tardifs » (voir partie 2 sur le
gene immédiat précoce Zif268, page 151). C'est donc un mécanisme en deux étapes,
composé d’'une premiére vague rapide d’expression de génes précoces qui agissent comme
des « commutateurs moléculaires » induisant une seconde vague d’expression génique
complexe constituée par des changements d’expression de nombreux génes effecteurs dont
les protéines vont permettre de remodeler durablement les réseaux neuronaux (voir pour
revue Laroche, 2010). In fine, ces mécanismes vont conduire a des changements profonds du
fonctionnement et de la structure méme des réseaux neuronaux, en modifiant durablement
I'efficacité des synapses, mais également en permettant la formation de nouvelles connexions
fonctionnelles (modifications de la forme et du nombre d’épines dendritiques et de synapses,
augmentation du nombre de boutons multi-synaptiques, alignement de récepteurs en face des
sites de libération, croissance de nouvelles épines dendritiques et de nouvelles connections
synaptiques) (Geinisman et al., 1991, 1992, 1996; Moser et al., 1994; Edwards, 1995; Isaac et
al., 1995; Engert & Bonhoeffer, 1999; Maletic-Savatic et al., 1999; Toni et al., 1999, 2001).

En paralléle et de fagon complémentaire & la PLT, il existe également un autre type de
plasticité synaptique, la dépression a long terme (DLT), aboutissant a un affaiblissement
durable de I'efficacité synaptique (voir pour revue Bruel-Jungerman et al., 2007a). Découverte
initialement dans le cervelet, ses mécanismes restent encore peu connus par rapport a ceux
de la PLT. Contrairement a celle-ci, la DLT dans I'hippocampe ou dans différentes aires
corticales peut étre déclenchée par des stimulations synpatiques a basse fréquence qui
aboutissent in fine a un affaiblissement des connexions synaptiques. L'induction de cette
forme de plasticité est également permise par I'activation des récepteurs NMDA et I'entrée
d’'ions calcium mais I'amplitude ainsi que la cinétique d’entrée différentes du calcium permet
d’aboutir a une DLT via la déphosphorylation des récepteurs AMPA par les phosphatases et a
leurs internalisations (Collingridge et al., 2004). La DLT pourrait représentée un mécanisme
d’oubli de linformation mais également servir a renforcer I'émergence de schémas de
connexions en affaiblissant les connexions inutilisées afin de rendre plus « saillantes » les
connexions renforcées. |l a d’ailleurs été montré dans le GD que l'induction d’'une PLT dans
certaines synapses est toujours associée a une DLT dans d’autres synapses de la méme
population neuronale (Doyére et al., 1997). Certaines données récentes suggerent que des

diminutions d’efficacité synaptique de type de DLT surviennent dans I'hippocampe lors de
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I'exploration d’objets ou de I'acquisition de taches spatiales (Goh & Manahan-Vaughan, 2013),
suggérant que des mécansimes de DLT, comme ceux de la PLT, jouent un rdle important
dans la consolidation mnésique (Voir pour revue Kemp & Manahan-Vaughan, 2007; Kemp et
al., 2013). Toutefois, le role exact de la DLT dans les processus mnésiques reste encore trés

peu connu.

E. La PLT : un modele de mécanismes de la mémorisation

Depuis la découverte de la PLT, un nombre important de recherches a été consacré a
I'exploration du rdle fonctionnel de cette forme de plasticité dans I'apprentissage et la
mémoire. On distingue dans ce domaine trois grands types de stratégies expérimentales :
I'enregistrement de potentiels synaptiques et des mesures de PLT dans différentes structures
du cerveau chez des animaux placés en situation d’apprentissage; la recherche de
similitudes entre les mécanismes cellulaires et moléculaires de la PLT et ceux induits lors de
I'apprentissage ; les approches interventionnelles consistant a modifier expérimentalement la
plasticité (perte ou gain de fonction par manipulation pharmacologique ou génétique) et a
analyser les conséquences sur I'apprentissage et la mémoire. Les données issues de ces
approches ont été discutées dans de nombreuses revues (voir pour revue Bruel-Jungerman et
al., 2007a; Laroche, 2010; Stuchlik, 2014). Pour prendre quelques exemples, les premiéeres
données montraient une corrélation entre les capacités d’expression de la PLT dans
’hippocampe et les performances des animaux (Barnes & McNaughton, 1985; Bloch &
Laroche, 1985; Laroche et al., 1989). L’enregistrement de potentiels synaptiques in vivo a
aussi permis de mettre en évidence des augmentations de la transmission synaptique dans
I'hippocampe pendant l'apprentissage (Whitlock et al., 2006). Pour ce qui est des
mécanismes, différentes études ont permis de mettre en évidence que les mécanismes
moléculaires de la PLT sont également observés dans différentes structures et lors de
différentes taches pendant la consolidation mnésique ou aprés le rappel : activation des
récepteurs NMDA, augmentation de la libération de glutamate, phosphorylation de kinases et
de facteurs de transcription, régulation transcriptionnelle de génes, modifications
morphologiques des synapses, etc. (Laroche et al., 1987; Morris & Frey, 1997; Geinisman,
2000; Geinisman et al., 2000, 2001; Malleret et al., 2001; Guzowski et al., 2001; Jones et al.,
2001; Genoux et al., 2002; Bozon et al., 2003b; Kelly et al., 2003; Leuner et al., 2003; Maviel
et al., 2004; Morris, 2013). Ces données établissent donc un lien fort entre les mécanismes
impliqués dans le PLT et ceux qui sous-tendent la mémorisation. Enfin, la manipulation
expérimentale des mécanismes biochimiques et moléculaires sous-tendant la PLT aboutit &
des déficits corrélés d’apprentissage et/ou de rétention de certaines taches dépendantes de
I’hippocampe (voir pour revue Lynch, 2004). Par exemple, I'inactivation de la sous-unité NR1

du récepteur NMDA dans I'aire CA1 ou le blocage pharmacologique des récepteurs induit des
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déficits d’apprentissage spatial associés a un déficit d'induction de la PLT dans cette méme
aire (Davis et al., 1992; Tsien et al., 1996). A contrario, la surexpression de la sous-unité
NR2B induit une amélioration des performances mnésiques associée a une augmentation de
la PLT dans I'hippocampe (Tang et al., 1999). Par ailleurs, I'inhibition génétique de certaines
phosphatases, augmentant l'activité des kinases, induit une facilitation de la mémoire
(Malleret et al., 2001; Genoux et al., 2002) alors que la surexpression de phosphatases induit
une réduction de la PLT associée a des déficits d’apprentissage (Mansuy et al., 1998). De
plus, I'inactivation de certains kinases, notamment celles de la voie des MAPK, l'inhibition des
synthéses protéiques, ou l'inactivation de génes codant certains facteurs de transcription
comme CREB ou Zif268, provoquent des déficits de mémoire a long terme, sans altération de
la mémoire & court terme, associés a un déficit du maintien de la PLT (Grant et al., 1992;
Abeliovich et al., 1993a, 1993b; Bourtchuladze et al., 1994; Bach et al., 1995; Mayford et al.,
1996; Atkins et al., 1998; Giese et al., 1998; Blum et al., 1999; Jones et al., 2001; Kida et al.,
2002; Kelly et al., 2003; Silva, 2003; Tonegawa et al., 2003; Bozon et al.,, 2003a, 2003b;
Lynch, 2004). Ces travaux suggérent que les mécanismes d’induction et de maintien de la
PLT sont essentiels a la formation et a la stabilisation de représentations neuronales de

I'information en mémoire.

Les mécanismes de plasticité synaptique a long terme restent le modéle expérimental le plus
communément accepté pour expliquer le maintien durable de traces mnésiques dans
différentes structures cérébrales. Cependant, les recherches récentes ont mis en évidence
une autre forme de plasticité cérébrale dans certaines régions cérébrales chez I'adulte par

ajout de nouveaux neurones, c’est la neurogenése adulte.
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Chapitre 2

La neurogenese adulte hippocampique

[1l. Un nouveau type de plasticité cérébrale

A. Histoire de la découverte de la neurogenese

Depuis la fin du XIX°™ siécle, la notion de plasticité cérébrale du cerveau des mammiféres
adultes a considérablement évoluée. Alors qu’il a longtemps été admis que la structure du
cerveau adulte demeurait fixe, il a été montré que les éléments du systeme nerveux
présentent des modifications au niveau de la synapse : la synaptogenese (Ramon y Cajal,
1894) et le remodelage synaptique. Néanmoins, du fait de l'architecture particulierement
élaborée du cerveau adulte, I'ajout de nouveaux neurones au sein de cette structure n’était
pas envisageable et la production de nouveaux neurones était restreinte aux périodes de
développement embryonnaire et post-natal. En effet, les techniques a disposition ne
permettaient pas alors d’observer des cellules en division dans le cerveau des mammiféres
adultes (voir pour revue Gross, 2000; Rakic, 2002; Ming & Song, 2005; Aimone et al., 2014).
Cependant, dés la premiére moitié du XX°™ siécle, quelques études ont commencé a
suggeérer I'existence d’une neurogenése post-natale dans le cerveau de certains mammiferes
au niveau de la paroi des ventricules latéraux et dans la zone sous-ventriculaire (SVZ)
(Hamilton, 1901; Allen, 1912; Bryans, 1959; voir pour revue Gross, 2000; Ming & Song, 2005;
Aimone et al., 2014). Malgré leur publication, ces premieres données, faute de preuve qu’il

s’agissait de cellules neuronales, sont restées ignorées par la communauté scientifique.

A la fin des années 1950, I'apparition d’'une nouvelle méthode de détection de la prolifération
cellulaire — l'autoradiographie de la thymidine tritiée — a permis une avancée considérable
dans la mise en évidence et I'analyse de la neurogenése. La thymidine tritiée est un analogue
radio-marqué de la thymidine qui s’'incorpore a ’'ADN lors de la réplication dans les cellules en
division, permettant ainsi de dater I'age des cellules marquées (Figure 6). Grace a cette
technique, Altman et coll. ont publié une série d’études réalisées chez le rat et le chat
montrant la présence de nouvelles cellules nerveuses dans différentes zones du cerveau
adulte dont le néocortex, le GD de I'hippocampe et le bulbe olfactif (BO) (Figure 6; Altman,
1962, 1963, 1969; Altman & Das, 1965, 1966).
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Figure 6 : Marquage de cellules nouvellement formées gréace a la technique de la radiographie de
la thymidine tritiée dans le GD de I’hippocampe de rat adulte

A. Exemple de cellules agées de 10 jours. Extrait de Altman et Das, 1965. B. Exemple d'une cellule agée de
30 jours en microscopie électronique. La présence d’une extension dendritique (fleches) indique que cette
cellule est un neurone. Barre d’échelle : 2 um. Extrait de Kaplan et Hinds, 1977.

Néanmoins, 'ensemble de ces travaux, malgré le fait qu’ils aient été publiés dans des revues
prestigieuses, n‘ont eu que trés peu d’'impact et ont également été ignorés car les techniques
disponibles a I'époque ne permettaient pas non plus de déterminer sans ambiguité l'identité
de ces cellules. L’avis prévalent étant que seules les cellules gliales étaient capables de se

diviser, une réticence persistait sur la division possible des neurones.

Dans les années 70, 'apparition des techniques de microscopie électronique a permis de
confirmer le statut neuronal de cellules en division dans le cerveau adulte (Figure 6). En effet,
grace a cette technique, les caractéristiques morphologiques des cellules sont clairement
identifiables et distinctes entres les neurones et les différents types de cellules gliales. Kaplan
et coll. publient alors une série d’études montrant que les cellules radiomarquées a la
thymidine tritiée dans le GD de I'hippocampe, le BO, et le cortex visuel de rats adultes
possedent des caractéristiques ultrastructurales de neurones, comme des prolongements
neuritiqgues et des contacts synaptiques (Kaplan & Hinds, 1977; Kaplan, 1981, 1985; Kaplan &

Bell, 1984).

Ces derniers travaux, bien que confirmant ceux d’Altman, n’ont pas pour autant ébranlé le
dogme de I'absence d’'une neurogenése adulte car dans le méme temps, I'équipe de Rakic
publie en 1985 une étude chez le primate adulte qui s’'oppose fermement a I'existence d’une
neurogenese adulte (Rakic, 1985a, 1985b). Cette étude a pris le dessus au niveau de la
communauté scientifique par rapport aux études réalisées par Kaplan et coll car l'idée de
I'ajout de nouveaux neurones dans le cerveau adulte était en opposition avec la conception
théorique de la nécessité d’une stabilité structurale des réseaux neuronaux pour le maintien a
long terme de la mémoire (Rakic, 1985a; Eckenhoff & Rakic, 1988). Néanmoins, Rakic est
prét a admettre la présence de neurogenése adulte chez certains mammiféres moins évolués
gue le primate, notamment les rongeurs, sans toutefois lui accorder de I'importance (Kaplan,

2001) — « Identification of neurogenesis in rats was phylogenetically specific to lower
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mammalian forms ; the rates of neurogenesis in rats were too small to have any significance »
Rakic (1984).

Différents facteurs ont contribué a I'abolition du dogme au début des années 1990 : une série
d’expériences réalisées chez I'oiseau montrant une neurogenese adulte abondante (voir pour
revue Nottebohm, 2002) ; la mise en évidence in vitro de cellules souches adultes neuronales
a partir de la SVZ du cerveau adulte de souris (Reynolds & Weiss, 1992) ; et enfin I'arrivée de
nouvelles techniques de marquages permettant de distinguer les neurones des cellules
gliales, grace notamment a l'utilisation d’un nouvel analogue de la thymidine, la 5-bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU) qui est incorporée spécifiquement dans I’ADN des cellules en division, au
moment de la phase S du cycle cellulaire (Figure 7; Gratzner, 1982; Miller & Nowakowski,
1988; Nowakowski et al., 1989; voir pour revue Taupin, 2007). De plus, ce margueur présente
’'avantage d’étre plus facilement détectable par des techniques d'immunohistochimie (Figure
7) et permet, lorsqu’il est couplé a la détection d’autres marqueurs spécifiques d’autres types
cellulaires, d’identifier sans ambiguité l'identité des cellules formées en microscopie confocale
(Figure 7).

Aujourd’hui I'existence de la neurogenése dans le cerveau adulte est admise chez plusieurs

especes animales dont les mammiféeres (voir pour revue Cayre et al., 2002).

Approche nucléotidique

i
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Figure 7 : Marquage de cellules nouvellement formées grace a I'utilisation de la BrdU dans le GD
de I’hippocampe de rongeur

A. L’approche nucléotidique repose sur l'incorporation d’'un analogue de la thymidine (BrdU) au cours de la
phase S du cycle cellulaire et conduit & un marquage nucléaire des cellules néoformées. Modifié d’aprés Ming
& Song 2005. B et C. Exemple de doubles marquages en immunohistochimie a fluorescence de cellules
BrdU+ exprimant soit le marqueur d’immaturité neuronale DCX (B), soit le marqueur de maturité neuronale
NeuN (C). D. Marquage en immunohistochimie & la DAB de cellules du GD ayant incorporé la BrdU dans leur
ADN. Extrait de Veyrac et al. 2013.
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B. La neurogenése adulte dans le regne animal

1. Chez les invertébrés

Le cerveau des insectes était considéré comme particulierement inflexible et stable une fois a
'age adulte. Néanmoins, Cayre et coll. ont montré que 25% des interneurones sont
continuellement ajoutés a I'dge adulte dans les corps pédonculés, structures impliquées dans
intégration multisensorielle des signaux en provenance des antennes, des yeux et des
palpes, et dans I'apprentissage et la mémoire chez différentes espéces d'Orthoptéres et de
Coléopteres (Cayre et al., 1994, 1996, voir pour revue 2002). La présence d’une neurogenese
adulte a également été montrée chez la drosophile dans le cortex médullaire des lobes
optigues (Fernandez-Hernandez et al., 2013). Cependant, il n'a pas été montré de
neurogenese adulte chez I'abeille, le papillon monarque ou encore chez le criquet migrateur.
La raison de ces différences entre espéces d’insectes reste inconnue (voir pour revue Cayre
et al.,, 2002). Néanmoins, certains auteurs suggerent que la persistance de la neurogenese
adulte chez certains insectes pourrait étre liée a leur complexité comportementale (Bieber &
Fuldner, 1979), méme si cette hypothése n’est pas complétement satisfaisante puisque
certains insectes avec des comportements sociaux complexes, comme l'abeille ou la fourmi,
ne présentent pas de neurogenése adulte. Cayre et al. montrent que l'absence de
neurogenése chez le criquet induit un déficit d’apprentissage associatif olfactif et de rétention,
suggérant que les nouveaux neurones participent a l'intégration de signaux olfactifs et a

I’'adaptation a I'environnement (Scotto-Lomassese et al., 2003; Cayre et al., 2007).

Chez les crustacés, la neurogenése perdure a I'age adulte a travers I'addition de différents
types cellulaires dans la voie olfactive, suggérant une certaine plasticité de ce circuit cérébral
(voir pour revue Cayre et al., 2002; Sandeman et al., 2011). Cet ajout de nouveaux neurones
a été montré chez le crabe dans la voie centrale olfactive (Schmidt, 1997) et chez I'écrevisse
ou de nouveaux interneurones sont incorporés dans les deux noyaux bilatéraux contenant les
neurones associés aux lobes olfactif et accessoire, structures qui recoivent des signaux
olfactifs mais également des signaux visuels et tactiles (Sandeman & Sandeman, 2000). Les
auteurs montrent également que I'environnement dans lequel évoluent les écrevisses module
le niveau de la neurogenése. Ces données suggerent un réle des nouveaux neurones dans
I'adaptation a I'évolution constante de leur environnement (olfaction, vision, stimulations

tactiles, interactions sociales, etc.).

2. Chez les vertébrés non mammiféres

Chez les poissons et notamment ceux de I'ordre des gymnotiformes dont le poisson zébre le
cerveau continue d’étre modifié a 'dge adulte via I'addition de nouvelles cellules, que ce

soient des neurones ou des cellules gliales (voir pour revue Cayre et al., 2002; Zupanc, 2008;
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Schmidt et al., 2013). Les zones de forte prolifération sont localisées a la surface des régions
ventriculaires du télencéphale, une dans la partie dorsale et une dans la partie ventrale. La
zone ventrale de prolifération s’étend du BO a la commissure antérieure et la zone dorsale
tout le long de la surface des ventricules (voir pour revue Kaslin et al., 2008; Kizil et al., 2012).
A la surface du troisieme ventricule, les noyaux bilatéraux de neurones impliqués dans le
contréle d’un organe électrique utilisé lors d’interactions sociales chez le « knifefish »,
montrent un fort taux de prolifération de cellules neuronales (Zupanc & Zupanc, 1992). Il a
également été montré une prolifération cellulaire dans la couche moléculaire du cervelet a la
surface du quatrieme ventricule et une migration des nouveaux neurones produits dans la
couche granulaire (Zupanc & Horschke, 1995; voir pour revue Kizil et al., 2012). Il est
intéressant de noter qu’en paralléle de la prolifération neuronale, il y a également un fort taux
d’apoptose suggérant une régulation fine du nombre de nouveaux neurones formés (Zupanc,
1999, 2008). Chez le poisson rouge, il existe une neurogenése dans le systeme visuel et plus
particulierement dans le tectum optique, les cellules produites dans I'aire germinale de la
partie caudale du tectum migrant ensuite vers la partie rostrale du tectum (Raymond & Easter,
1983; voir pour revue Kizil et al., 2012). Cette neurogenese semble modulée par les fibres
afférentes du nerf optique en provenance de la rétine suggérant ainsi une modulation par
'environnement (Raymond et al., 1983). Plusieurs études montrent que le niveau de
neurogenese peut étre régulé par la hiérarchie sociale au sein d’'un groupe (voir pour revue
Zupanc & Sirbulescu, 2011).

Il existe trés peu d’études de la neurogenése adulte chez les amphibiens. Mais chez la
grenouille adulte, des nouvelles cellules sont continuellement générées dans la cavité
préoptique de la zone ventriculaire et sont ensuite recrutées par le noyau préoptique de
I’hypothalamus (Chetverukhin & Polenov, 1993). Il existe également une neurogenése dans le
télencéphale, le thalamus, I'hypothalamus et le cervelet (Raucci et al. 2006; (voir pour revue
Kaslin et al., 2008). Le taux de neurogenése peut étre modulé en fonction de la saison chez la
grenouille et la salamandre suggérant un lien entre la neurogenése et l'adaptation a

I'environnement (voir pour revue Kaslin et al., 2008).

Chez les reptiles, tortues et lézards, une neurogenése adulte forte a été montrée dans le
télencéphale et plus particulierement dans la paroi des ventricules latéraux, le noyau
sphérique, le BO, le cortex, le septum et le striatum (Pérez-Cariellas & Garcia-Verdugo, 1996;
Pérez-Cafiellas et al., 1997; voir pour revue Font et al., 2001; Garcia-Verdugo et al., 2002;
Kaslin et al., 2008). Les nouveaux neurones naissent dans les parois des ventricules latéraux
pour ensuite migrer vers les différentes régions du télencéphale ou ils s’integrent dans les
réseaux neuronaux préexistants. Néanmoins, le réle fonctionnel de la neurogenése adulte
chez les reptiles n’est pas clair méme s’il semble qu’elle soit impliquée dans la plasticité
olfactive, I'apprentissage et la mémoire (voir pour revue Font et al., 2001). De plus, le taux de

neurogenése peut étre modulé par la photopériode ou la température chez le Iézard suggérant
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également un lien entre la neurogenése et I'adaptation a I'environnement (voir pour revue
Kaslin et al., 2008).

Chez les oiseaux (Canaris, diamants mandarins, mésange), il existe une neurogenese adulte
tout au long de la vie au niveau de la paroi des ventricules latéraux. Ces nouveaux neurones
migrent sur une courte distance dans le télencéphale, notamment dans I'hippocampe aviaire
et le HVC (acronyme utilisé comme nom propre), structure impliquée dans la production du
chant (voir pour revue Alvarez-Buylla, 1992; Garcia-Verdugo et al., 2002; Nottebohm, 2002;
Kaslin et al., 2008). L'utilisation de la microscopie électronique a permis de montrer que les
nouvelles cellules produites sont des neurones qui recoivent des synapses au niveau du soma
et des dendrites (Burd & Nottebohm, 1985) et sont capables de répondre a la présentation
d’'un son par I'’émission de potentiels d’action (Paton & Nottebohm, 1984). Comme chez les
poissons, la relation entre I'addition de nouveaux neurones dans le cerveau adulte des
oiseaux et la mort d’autres neurones en fonction de la saison suggére une régulation de la
neurogenése en fonction des modifications environnementales (Barnea & Nottebohm, 1994;
Kirn et al., 1994; voir pour revue Nottebohm, 2002). Certains comportements des oiseaux ont
été mis en relation avec la neurogenése adulte. Par exemple, la complexité sociale d’'un
groupe d’individus ou la mémorisation du chant des oisillons augmentent le taux de
neurogenése (Barnea et al., 2006; Barkan et al., 2007). De méme, le comportement de mise
en réserve de nourriture a I'approche de I'hiver, qui implique un apprentissage spatial, induit
une augmentation du volume de I'hippocampe aviaire par I'ajout de nouveaux neurones dans
cette structure (Barnea & Nottebohm, 1994, 1996; Patel et al., 1997; Hoshooley & Sherry,
2007; voir pour revue Barnea, 2009; Sherry & Hoshooley, 2010). Certains auteurs montrent
également un lien entre la neurogenése adulte dans le HVC et 'acquisition, la production et le
maintien du chant chez les oiseaux chanteurs (Wang et al., 1999; Scharff, 2000; voir pour
revue Nottebohm, 2002). L’ensemble de ces données suggére comme chez les insectes, que
la neurogenése adulte pourrait jouer un rdle dans les processus d’adaptation a

I'environnement chez I'oiseau ainsi que dans certains types d’apprentissage.

3. Chez les vertébrés mammiferes

Comme nous l'avons vu précédemment, la neurogenése adulte a été initialement mise en
évidence chez le rat et le chat par Altman (Altman, 1962, 1963, 1969; Altman & Das, 1965,
1966), données ensuite confirmées chez le rat et le primate par Kaplan (voir I.A, page 30 ;
Kaplan & Hinds, 1977; Kaplan, 1981; Kaplan & Bell, 1984). Depuis, la neurogenese adulte a
été démontrée dans le cerveau de nombreuses autres especes de mammiferes dont les
rongeurs (souris, cochon d’inde, campagnol des prés, écureuil, rat taupe), le scandentia, un
petit mammifére arboricole, le hérisson, la taupe, le renard, I'éléphant, la loutre, les chauve-

souris, le lapin, la vache, le chien, le mouton (Cameron et al., 1993; Gould et al., 1997; Pérez-
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Martin et al., 2003; Amrein et al., 2004a, 2004b, voir pour revue 2011, 2015; Ngwenya et al.,
2011, Patzke et al., 2014; Lowe et al., 2015), mais également chez le singe et chez 'lHomme
(Eriksson et al., 1998; Gould et al., 1998, 1999b, 2001; Kornack & Rakic, 1999, 2001; Pencea
et al., 2001; Bédard & Parent, 2004; Spalding et al., 2013; voir pour revue Bergmann et al.,
2015; Ernst & Frisén, 2015).

Nous centrerons la suite de I'exposé sur la neurogenése chez les mammiféres adultes.

C. Foyers neurogéniques dans le cerveau adulte

Depuis sa découverte dans le cerveau adulte des mammiféres, il a été montré que la
neurogenése est principalement confinée dans deux zones du cerveau, le bulbe olfactif et le

GD de I’hippocampe (Figure 8).

Cependant, la production de nouvelles cellules a également été mise en évidence dans
d’autres régions cérébrales telles que certaines aires néocorticales, le cortex piriforme,
'amygdale, le striatum, la substance noire, la moelle épiniére, le complexe vagal dorsal ou
encore I'hnypothalamus (voir pour revue Migaud et al., 2010). A I'heure actuelle, ces zones ne
sont pas considérées comme étant neurogéniques : I'existence d’'une neurogenése dans ces
régions en conditions basales reste controversée puisque des études n’ont détecté la
génération de nouveaux neurones dans ces zones seulement qu'aprés un stress ou des
manipulations pharmacologiques (Magavi et al., 2000; Abrous et al., 2005; voir pour revue
Emsley et al., 2005; Ming & Song, 2005; Li et al., 2015). Par ailleurs, il reste a prouver que les
cellules souches neurales de ces nouvelles zones de neurogenése partagent in vivo les
propriétés des cellules souches neurales présentes dans les deux niches neurogéniques du
cerveau adulte et qu'elles donnent naissance a des nouveaux neurones fonctionnellement

intégrés dans ces zones cérébrales.

Dans le cas de la neurogenése olfactive et hippocampique, les nouvelles cellules sont
produites dans des régions spécifiques appelées niches neurogéniques (Figure 8). Elles
sont au nombre de deux dans le cerveau adulte des mammiféres: la zone sous-
ventriculaire (SVZ) bordant les ventricules latéraux qui alimente le BO en nouvelles cellules
et la zone sous-granulaire (SGZ) du GD de I'hippocampe (Figure 8; Cameron et al., 1993;
Lois & Alvarez-buylla, 1994; Doetsch, 2003a; voir pour revue Ming & Song, 2011; Gheusi et
al., 2013; Aimone et al., 2014).
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Figure 8 : Principales zones neurogéniques dans le cerveau adulte des rongeurs
A. Coupe sagittale de cerveau adulte de rongeur. B, C, D et F. SVZ et BO. Coupes frontales. E et G. GD de
I'hippocampe. Coupes frontales. Extrait de Zhao et al. 2008.

Brievement, dans les régions olfactives, les nouvelles cellules sont produites dans la SVZ a
partir de cellules souches (cellules de type B ; Figure 9) situées dans la SVZ des ventricules
latéraux ou elles proliférent pour donner naissance a des cellules progénitrices transitoires
(cellules de type C; Figure 9), elles-mémes capables de proliférer et de se différencier en
neuroblastes (cellules de type A ; Figure 9). Ceux-ci migrent ensuite le long de la voie de
migration rostrale (RMS) pour atteindre le BO ou ils achévent leur processus de maturation et
deviennent des interneurones inhibiteurs de type granulaire ou périglomérulaire
GABAergiques et s’integrent dans les circuits préexistants (voir pour revue Lledo et al., 2006;
Gheusi et al., 2009, 2013).

Les objectifs de cette these étant centrés sur le réle des nouveaux neurones du GD de
I'hippocampe dans la mémoire, je me limiterai dans cette introduction a la description de la

neurogenese hippocampique adulte.
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Figure 9 : La neurogeneése adulte du bulbe olfactif
Les nouvelles cellules sont produites dans la SVZ & partir des cellules souches de type B, puis migrent le long
du RMS pour s’intégrer au sein des réseaux neuronaux du BO. Extrait de Zhao et al. 2008.

V. Mécanismes de la neurogenéese hippocampique adulte

La neurogenése désigne I'ensemble des processus qui, a partir de la prolifération de
précurseurs, conduisent a I'intégration fonctionnelle des nouveaux neurones dans les circuits

cérébraux.

Elle prend son origine dans la SGZ ou des cellules souches/progénitrices (cellules dites de
type 1) ont été observées (Figure 10). Aprés prolifération, elles donnent naissance a une
population de cellules progénitrices transitoires (cellules dites de type 2) capables de proliférer
abondamment et de se différencier en neuroblastes (Figure 10). Les cellules nouvellement
formées migrent sur une courte distance (200 um) dans la partie interne de la couche
granulaire du GD ou elles achévent leur processus de maturation pour devenir
majoritairement (60 a 80%) des cellules granulaires intégrées aux réseaux préexistants
(Figure 10; Kempermann et al., 2003; Zhao et al., 2006, voir pour revue 2008; Aimone et al.,
2014; Crowther & Song, 2014). Environ 15% des neurones nouvellement formés se
différencient en cellules GABAergiques de type cellules en panier (Liu et al., 2003). Et environ
10% se différencient en cellules gliales, majoritairement en astrocytes, mais également en
cellules microgliales (Cameron et al., 1993; Steiner et al., 2004). Le nombre de cellules
nouvellement formées dans le GD s’éléve a environ 9000 cellules par jour chez le rat jeune
adulte (Cameron & Mckay, 2001) ce qui représente quotidiennement moins de 1% de la
population totale des cellules granulaires du GD. Néanmoins, des estimations chez le rat
suggeérent qu’'environ 6% de la couche granulaire est constituée de neurones nouvellement

générés (Cameron & Mckay, 2001).
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Figure 10 : Neurogenése du GD de I’hippocampe

Les nouvelles cellules sont produites dans la SGZ a partir des cellules progénitrices de type 1. Les cellules
deviennent matures et migrent au sein de la couche granulaire du GD puis sont sélectionnées pour s’intégrer
au sein des réseaux neuronaux. Extrait de Aimone et al. 2014.

A. Origine de la neurogenese

Une cellule souche nerveuse se définit comme étant une cellule capable de proliférer
indéfiniment (capacité d’auto-renouvellement) et de nature multipotente, c’est-a-dire capable
de donner naissance a la fois a des cellules gliales (astrocytes et oligodendrocytes) et a des
neurones. En revanche, une cellule progénitrice se caractérise par sa capacité de prolifération
limitée dans le temps et elle peut étre ou non multipotente (Gage, 1998, 2000; Gage &
Kempermann, 1998). L’identification et I'isolement des cellules souches/progénitrices dans la
SGZ sont difficiles a réaliser puisque ces cellules sont rares et la nature (souche ou
progénitrice) de ces cellules fait I'objet de nombreux débats, notamment du point de vue du
critere de l'auto-renouvellement (voir pour revue Bonaguidi et al.,, 2012). Les données
actuelles montrent une hétérogénéité de la nature des cellules a l'origine de la neurogenéese
adulte dans le GD de I'hippocampe (voir pour revue Bonaguidi et al., 2012). Dans le modéle
prédominant de la neurogenese adulte hippocampique, les cellules de type astrocytaire
(cellule de type 1) produisent des cellules progénitrices (cellule de type 2), qui produisent a

leur tour des neuroblastes (cellule de type 3) (Figure 11).
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Les cellules astrocytaires de type 1 sont de type glie radiaire avec un soma triangulaire
associé a une longue et unique dendrite apicale qui s’étend dans toute la largeur de la couche
granulaire du GD de I'hippocampe (Figures 11 et 12; Seri et al., 2001; Filippov et al., 2003;
Fukuda et al., 2003; Kronenberg et al., 2003). Elles expriment la nestin, une protéine du
cytosquelette, ainsi que la glial fribrillary acidic protein (GFAP), protéine typique des
astrocytes et de la glie radiaire, et présentent des propriétés morphologiques et
électrophysiologiques comparables a celles des astrocytes (Figure 11; Filippov et al., 2003;
Fukuda et al., 2003; Encinas et al., 2006; Steiner et al., 2006). L’analyse in vivo de ces
cellules montrent qu’elles présentent les caractéristiques de cellules souches, puisqu’elles
sont capables de s’auto-renouveler et de produire des neurones et des cellules gliales
(Bonaguidi et al., 2011). Néanmoins, certains auteurs montrent que ces cellules présentent
une capacité d’auto-renouvellement réduite (Encinas et al., 2011; Dranovsky et al., 2012). Ces
données suggerent qu'il existerait des sous-types de cellules de type 1 présentant des
capacités d’auto-renouvellement et de différenciation plus ou moins prononcées (voir pour

revue Bonaguidi et al. 2012).
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Figure 11 : Modéle du lignage cellulaire permettant la genése des nouveaux neurones dans la
SGZ du GD de I’hippocampe

Les cellules de type 1 se divisent pour donner soit des progéniteurs astrocytaires a I'origine des nouveaux
astrocytes matures, soit des progéniteurs de type 2 qui se divisent en neuroblastes a I'origine des nouveaux
neurones matures. Les cellules expriment différents marqueurs en fonction de leur type. Extrait de Bonaguidi
et al. 2012.

Les cellules de type 1 donnent naissance, par division asymétrique, a une cellule de méme
type, permettant de maintenir la stabilité de la population des cellules de type 1 dans le GD, et
a une cellule, dite de type 2 (Figure 11). Ces cellules de type 2 étaient décrites a I'origine
comme étant des progéniteurs neuronaux (Altman & Das, 1965; Kaplan & Hinds, 1977;

Kaplan & Bell, 1984; Doetsch, 2003b). Ce sont des petites cellules progénitrices immatures,
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transitoires, avec un noyau dense irrégulier, qui commencent a migrer tangentiellement dans
la couche granulaire et qui présentent un taux de division plus rapide et important que les
cellules de type 1 aboutissant a la formation de clusters (Parent, 2007). Ces cellules
expriment toujours la nestin mais plus la GFAP et peuvent étre divisées en plusieurs sous-
types selon qu’elles expriment ou non la protéine T-domain transcription factor (Tbhr2) et/ou la
Doublecortin (DCX), une protéine associée aux microtubules et impliquée dans la migration
des neuroblastes (Nacher et al., 2001a; Brown et al., 2003b), ainsi que la PSA-NCAM, une
molécule d’adhésion (Seki & Arai, 1991). Cette population de cellules de type 2 est la plus
hétéroclite puisque certaines cellules de cette population sont engagées dans la voie de
différenciation neuronale (Kempermann et al., 2004; Steiner et al., 2004, 2006; voir pour revue
Bonaguidi et al., 2012). De plus, les cellules de type 2 expriment les récepteurs du GABA de
type A, indiquant qu’en fonction de leur &ge elles recoivent déja des afférences
GABAergiques. Par ailleurs, l'activation de ces récepteurs induit I'expression du facteur de
transcription Neurogenic differentiation (NeuroD) favorisant la différenciation neuronale
(Tozuka et al., 2005; Wang et al., 2005b). Ces résultats indiquent que les cellules de type 2
montrent déja des signes de différenciation neuronale, tant électrophysiologiques que

morphologiques (Filippov et al., 2003; Fukuda et al., 2003; Kronenberg et al., 2003).

La division asymétrique ou la maturation des cellules de type 2 aboutit aux cellules de type 3,
aussi appelées neuroblastes (Figures 11 et 12; Doetsch, 2003b). Ce sont des cellules
présentant un noyau rond ou légérement triangulaire et qui sont encore capables de proliférer
tout en étant engagées dans la voie de différenciation neuronale puisque toutes les cellules
expriment la DCX et la PSA-NCAM (Seki, 2002). Par ailleurs, la partie dorsale du GD de
I’hippocampe contient un plus grand nombre de cellules progénitrices que la partie ventrale
(Jinno, 2011a; Bekiari et al., 2014).

B. Niche neurogénique

Les cellules progénitrices se situent dans la niche neurogénique qui constitue un micro-
environnement composé de cellules et de facteurs spécifiques nécessaires a leur prolifération,

différenciation et intégration au sein des réseaux neuronaux (Figure 12).
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Figure 12 : Architecture de la niche neurogénique du GD de I’hippocampe

La niche neurogénique est constituée d’astrocytes, de cellules microgliales, d’interneurones et de vaisseaux
sanguins fournissant I'environnement nécessaire au maintien, a la prolifération et a la différenciation des
cellules progénitrices. Modifié d’aprés Doneda et al. 2013.

Dans le GD de [l'hippocampe, la niche est constituée de cellules endothéliales,
d’oligodendrocytes, de différents types de neurones et d’astrocytes (Figure 12; Wurmser et
al., 2004; voir pour revue Ehninger & Kempermann, 2008; Benarroch, 2013; Donega et al.,
2013; Aimone et al., 2014). Ces derniers jouent un role essentiel dans la différenciation
neuronale des progéniteurs ainsi que dans l'intégration des nouveaux neurones (Song et al.,
2002; Ma et al., 2005). Par ailleurs, les cellules progénitrices expriment des marqueurs
identiques a ceux des cellules endothéliales et se situent & proximité des vaisseaux sanguins
(Palmer et al., 2000; Alvarez-Buylla & Lim, 2004). Ceci suggére une relation étroite entre les
cellules progénitrices et la vascularisation, notamment via le vascular endothelial growth factor
(VEGF) qui favorise leur prolifération (Jin et al., 2002b; Cao et al., 2004; Schanzer et al., 2004;
voir pour revue Fournier & Duman, 2012; Aimone et al., 2014; Kirby et al., 2015).

Le maintien de la niche neurogénigue et de la prolifération des cellules progénitrices au sein
de cette niche sont favorisés par de nombreux facteurs (voir pour revue Benarroch, 2013). Les
génes Prospero homeobox protein 1 (Proxl) et SRY box-containing gene-2 (Sox2) sont

importants pour le maintien des cellules progénitrices au sein de la niche neurogénique
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(Lavado et al., 2010; voir pour revue Mu et al., 2010) et différents facteurs sont nécessaires a
leur prolifération, parmi lesquelles on peut citer Sonic hedgehog (Shh), le Brain derived
neurotrophic factor (BDNF), I'Insulin-like growth factor 2 (IGF2), la protéine disrupted-in-
schizophrenia 1 (DISC1) ou encore le régulateur épigénétigue Growth arrest and DNA
damage (Gadd45b) (voir pour revue Mu et al., 2010; Benarroch, 2013). De méme, le GABA
joue un réle essentiel dans le taux de prolifération des cellules progénitrices de type 1
(Duveau et al., 2011; Felice et al., 2012; Gassmann & Bettler, 2012; Song et al., 2012;
Giachino et al., 2014). Tous ces composants de la niche neurogénique sont déterminants pour
le maintien de la prolifération et la différenciation des cellules progénitrices et peuvent

influencer leur devenir en lien avec I'activité neuronale (voir pour revue Zhao et al., 2008).

C. Maturation des nouveaux neurones

Les cellules de type 3 se différencient majoritairement en cellules granulaires immatures qui
deviennent par la suite matures. Ce processus de maturation se traduit par la croissance de
leurs prolongements neuritiques ainsi que par l'intégration synaptique des nouveaux neurones
au sein des réseaux neuronaux préexistants (Figure 13). L’étude détaillée de la maturation de
ces cellules nouvellement formées dans le GD a été facilitée par I'utilisation de modéle de
souris transgéniques ou de vecteurs rétroviraux qui permettent la visualisation de la
morphologie compléete de ces cellules (Figure 13; Van Praag et al., 2002; voir pour revue Ming
& Song, 2005; Imayoshi et al., 2011).
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Figure 13: Marquage de cellules nouvellement formées par I’approche rétrovirale et
transgénique

A. L’approche rétrovirale repose sur I'expression spécifique de la GFP dans les cellules en cours de division
alors que l'approche transgénique repose sur I'expression spécifique de la GFP en aval d’'un promoteur
particulier (Nestin, POMC, GFAP, etc.). Modifié de Ming & Song 2005. B. Exemple de nouveaux neurones
agés de 4 semaines marqués a la GFP suite a I'injection d’'un vecteur rétroviral. Extrait de Veyrac et al. 2014.

44



Concernant les modéles de souris transgéniques, les plus utilisés sont les souris Nestin-Cre
qui permettent I'expression de la Green Fluorescent Protein (GFP) en présence de Tamoxifen
dans les cellules exprimant la nestin c’est-a-dire dans les cellules souches et les cellules
progénitrices neuronales. On trouve également des modeles de souris transgéniques dont
I'expression de la GFP est sous la dépendance de promoteur de génes s’exprimant dans les
cellules astocytaires. Les vecteurs rétroviraux contiennent la séquence d’un géne rapporteur,
en général la GFP, mais ne contiennent pas les séquences d’adressage nucléaire, de telle
sorte que lintégration du vecteur rétroviral dans le génome des cellules hotes se fait
uniguement dans les cellules en cours de division, au moment de la rupture de la membrane
nucléaire. La visualisation et I'analyse des cellules marquées peuvent étre effectuées a
différents temps aprés l'injection du vecteur, permettant ainsi la caractérisation des différents
stades de maturations morphologique et électrophysiologique des nouveaux neurones. Ces
études peuvent également étre réalisées chez des lignées de souris génétiguement modifiées
exprimant la GFP soit en aval du promoteur du géne nestin, ce qui permet de marquer les
cellules progénitrices (Figure 13; Yamaguchi et al., 2000; Kempermann et al., 2004; Wang et
al., 2005b; Lagace et al., 2007b), soit en aval du promoteur du géne proopiomelanocortin
(pomc) permettant de marquer spécifiguement les neurones immatures (Overstreet et al.,
2004; Overstreet-Wadiche et al., 2005; Overstreet-Wadiche & Westbrook, 2006).

1. Expression des marqueurs de maturation neuronale

Environ 3 jours apres la division initiale, prés des deux tiers des cellules ont atteint le premier
stade post-mitotique (Kempermann et al., 2004), ce qui correspond a une population de
neurones immatures exprimant de facon transitoire des marqueurs précoces de différenciation
neuronale parmi lesquelles DCX, PSA-NCAM, ou Prox-1, un facteur de transcription exprimé
précocement (Kronenberg et al., 2003), ainsi que la calretinin (CR), une protéine de liaison au
calcium exprimée majoritairement vers 1 semaine apres la naissance des nouveaux neurones
(Figure 14; Brandt et al., 2003). L’expression de la CR et de DCX est ensuite remplacée par
celle de la calbindin (CB) et de la protéine Neuronal nuclei (NeuN), deux protéines exprimées
exclusivement dans les neurones matures (Figure 14; Kempermann et al., 1997a; Brandt et
al., 2003; McDonald & Wojtowicz, 2005; Encinas et al., 2006; Snyder et al., 2009a). Bien que
la CB soit exprimée dans toutes les cellules granulaires matures, elle ne constitue pas a elle

seule un marqueur de maturation.
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Cellule Cellule Neuroblaste Neuroblaste Neurone Cellule
progénitrice progénitrice Type 1 Type 2 immature granulaire
quiescente proliférative
nestin-CFpP* nestin-CFp* nestin-CFP~ nestin-CFP~ nestin-CFP~ nestin-CFP~
nestin* nestin*/= nestin~ nestin~ nestin~ nestin~
GFAP* GFAP™ GFAP~ GFAP~ GFAP~ GFAP~
vimentin* vimentin™ vimentin™ vimentin™ vimentin™ vimentin~
sox2* Sox2* Sox2~ Sox2™ Sox2~ Sox2~
BFABP* BFABP* BFABP~ BFABP~ BFABP~ BFABP™

Dex* Dex* Dex* Dex™
PSA-NCAM* PSA-NCAM* PSA-NCAM* PSA-NCAM™
plll-tubulin* plll-tubulin* plll-tubulin* plll-tubulin*
Prox-1* Prox-1* Prox-1* Prox-1*
NeuN* NeuN* NeuN*
calbindin

Figure 14: Expression de différents marqueurs au cours de la maturation des nouveaux
neurones dans le GD

En noir, marqueur exprimé ; en gris, marqueur précédemment exprimé qui ne s’exprime plus. Modifié d’apres
Encinas et al. 2006.

Globalement, I'expression des marqueurs d'immaturité neuronale comme DCX et PSA-NCAM
est présente trés tot dans le soma et les dendrites des nouveaux neurones, puis elle diminue
progressivement au profit de I'expression de marqueurs de maturité neuronale comme NeuN
et CB avec une possible co-expression des marqueurs d'immaturité neuronale en méme
temps que des marqueurs de maturité neuronale (Figure 14; Cameron et al., 1993; Brown et
al., 2003b; Kempermann et al., 2003; Esposito et al., 2005; McDonald & Wojtowicz, 2005;
Encinas et al., 2006; Snyder et al., 2009a). A I'age de 4 semaines, la majorité des nouveaux
neurones expriment la CB (Kempermann et al., 1997a). Néanmoins, des différences de
maturation neuronale sur la base de I'expression de ces différents marqueurs ont été mises

en évidence chez le rat et chez la souris (Snyder et al., 2009a)

2. Migration au sein de la couche granulaire

Dans le GD de I'hippocampe, les nouveaux neurones migrent sur une courte distance, environ

200 pm, de la SGZ vers la couche granulaire du GD, durant les 4 semaines de leur maturation
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(Miller & Nowakowski, 1988; Altman & Bayer, 1990; Cameron et al., 1993; Kempermann et al.,
2003; voir pour revue Ming & Song, 2005). Plusieurs auteurs montrent que les nouveaux
neurones agés de 3 a 7 jours se retrouvent la plupart du temps sous forme de « clusters »
dans la SGZ et pour une plus faible partie isolés dans le premier tiers de la couche granulaire
(Cameron et al., 1993; Kempermann et al., 2003; Espdsito et al., 2005; Piatti et al., 2006;
Zhao et al., 2006; voir pour revue Mongiat & Schinder, 2011). A 'age de 14 jours, les
nouveaux neurones immatures et matures se situent principalement dans le premier tiers de
la couche granulaire du GD (Cameron et al. 1993; Espdésito et al. 2005; Gu, Janoschka, et al.
2012), indiquant une migration préférentielle des nouveaux neurones entre 7 et 14 jours,
lorsque I'expression de DCX est la plus forte (Brown et al., 2003b). A partir de I'dge de 1 mois,
les nouveaux neurones migrent moins et sont majoritairement présents dans les deux
premiers tiers de la couche granulaire du GD (Cameron et al., 1993; Kempermann et al.,
2003; Esposito et al.,, 2005; Spampanato et al., 2012). La présence d’'une migration des
nouveaux neurones au sein de la couche granulaire indique que le GD de I'hippocampe
conserve des conditions propices a la migration des nouvelles cellules au sein de la couche
granulaire. On retrouve notamment dans cette structure la présence de glie radiaire qui
permet la migration des cellules nouvellement formées durant le développement (Rickmann et
al., 1987; Gould et al., 1992; Cameron et al., 1993).

3. Sélection des nouveaux neurones

La neurogenése adulte apparait comme un processus peu économe puisque seule une faible
proportion des cellules nouvellement formées survit a long terme. En effet, au cours des 4
premiéres semaines apres leur naissance, les cellules nouvellement formées sont soumises a
un processus de sélection au cours duquel elles sont soit intégrées au sein des réseaux
neuronaux préexistants, soit éliminées par apoptose (Altman & Das, 1965; Cameron et al.,
1993; Kempermann et al., 1997b; Hastings & Gould, 1999; Dayer et al., 2003; voir pour revue
Zhao et al., 2008; Aasebg et al., 2011). En condition basale, seule une certaine proportion des
nouvelles cellules produites survit : environ 30% de la population de départ chez la souris et
60% chez le rat (Kempermann et al., 2003; Snyder et al., 2009a), alors que les autres cellules
meurent par apoptose (Biebl et al., 2000; Sun et al., 2004; Kuhn et al., 2005). Par ailleurs, la
sélection des nouveaux neurones est plus forte dans la partie dorsale du GD que dans la

partie ventrale ou le niveau de neurogenése est plus stable (Bekiari et al., 2014).

4. Maturation morphologique

Parallélement a I'expression de certains marqueurs de maturité neuronale, les nouveaux

neurones entament un processus de développement de leur arborisation dendritique.
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L'utilisation de vecteurs rétroviraux a permis de montrer que celle-ci commence a se
développer lors des 2 premiéres semaines aprés la naissance des nouveaux neurones
(Figure 15; Van Praag et al., 2002; Esposito et al., 2005; Ge et al., 2006; Zhao et al., 2006;
voir pour revue Toni & Sultan, 2011).

A 3jours 7 jours

8 semaines

GFPDAPI

14 jours

-

Figure 15 : Maturation morphologique des nouveaux neurones du GD

Les nouveaux neurones sont marqués grace a linjection d’un vecteur rétroviral GFP. A. Maturation
morphologique de I'arborisation dendritique des nouveaux neurones a différents temps apres leur naissance.
Extrait de Ge et al. 2006. B. Connexion axonique des nouveaux neurones agés de 8 semaines sur les cellules
pyramidales de I'aire CA3 de I'hippocampe. Extrait de Faulkner et al. 2008.

Dés le début de leur maturation, les cellules granulaires immatures présentent une courte
dendrite apicale dépourvue d’épines dendritiques, n’atteignant que le deuxiéme tiers de la
couche moléculaire (Wang et al., 2000; Ambrogini et al., 2004a; Espésito et al., 2005; Ming &
Song, 2005; Zhao et al., 2006). L’axone commence a se développer en direction de I'aire CA3
entre 3 et 10 jours aprés la naissance des nouveaux neurones et les premiers contacts
synaptiques avec leurs neurones cibles apparaissent dés la deuxiéme semaine (Hastings &
Gould, 1999; Markakis & Gage, 1999; Ribak et al., 2004, Piatti et al., 2006; Zhao et al., 2006;
Faulkner et al., 2008; Toni et al., 2008; voir pour revue Mongiat & Schinder, 2011; Gu et al.,
2012a, 2012b). Plus récemment, Llorens-Martin et coll. montrent que certains nouveaux
neurones sont également connectés aux neurones pyramidaux de 'aire CA2 (Llorens-martin
et al.,, 2015). En paralléle, les prolongements dendritiques augmentent dans la couche
moléculaire (Markakis & Gage, 1999; Zhao et al., 2006; voir pour revue Gu et al., 2012b;

Aimone et al., 2014) et vers le 10°me jour, 'arborisation dendritique atteint le premier tiers de la
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couche moléculaire, le deuxiéme tiers vers le 14°™ jour et le tiers externe vers le 21°™ jour
(zhao et al., 2006). Lorsque I'arborisation dendritique atteint un certain degré de complexité,
environ 2 semaines apres la naissance des nouveaux neurones, les premiéres épines
dendritiques apparaissent (Wang et al., 2000; Zhao et al., 2006; Spampanato et al., 2012). A
partir de la troisieme semaine, l'arborisation dendritique subit d’'importantes modifications
structurales notamment en termes de type, densité et de motilité des épines dendritiques
(Ambrogini et al., 2004a; Zhao et al., 2006; Toni et al., 2007, 2008; voir pour revue Toni &

Sultan, 2011).

Durant cette période de maturation, les nouveaux neurones deviennent plus vite matures dans
la partie dorsale du GD que dans la partie ventrale, que ce soit en termes d’expression des
marqueurs de maturité neuronale, de croissance dendritique ou de formation des épines
dendritiques (Piatti et al., 2011; Bekiari et al., 2014).

Un mois aprés leur naissance, les cellules granulaires néoformées possedent des
caractéristiques morphologiques comparables a celles des neurones matures préexistants.
Néanmoins, I'arborisation dendritique des nouveaux neurones ainsi que la densité des épines
dendritiques continuent a se complexifier au cours des mois suivants jusqu’a 4 mois, age
auquel les cellules granulaires néoformées présentent une morphologie identique a celle des
neurones préexistants (Van Praag et al., 2002; Laplagne et al., 2006; Zhao et al., 2006; Toni
et al., 2007, 2008; Faulkner et al., 2008; voir pour revue Mongiat & Schinder, 2011; Gu et al.,
2012b; Aimone et al., 2014; Aguilar-Arredondo et al., 2015).

5. Maturation et intégration fonctionnelle

Dés la premiére semaine, malgré l'absence d’afférences, les progéniteurs tardifs et les
nouveaux neurones immatures sont capables d’émettre des potentiels d’action (PA) de faible
amplitude, méme si la forte résistance d’entrée et la faible capacitance membranaire des
nouveaux neurones ainsi que leur faibles courants sodiques entrants et potassiques sortants
montrent qu’ils possédent des caractéristiques électrophysiologiques immatures a cet age (Liu
et al., 2000; Wang et al., 2000, 2005b; Van Praag et al., 2002; Filippov et al., 2003; Fukuda et
al., 2003; Ambrogini et al., 2004a; Esposito et al., 2005; Overstreet-Wadiche et al., 2005;
Mongiat et al., 2009).

Au cours des 2 premiéres semaines aprés leur naissance, les nouveaux neurones regoivent
les premiéres afférences fonctionnelles depuis les cellules pyramidales du cortex entorhinal
(Figure 16; De La Rosa-Prieto et al.,, 2015). Bien qu'a ce stade les nouveaux neurones
expriment a la fois des récepteurs glutamatergiques et GABAergiques, ces premieres
afférences au niveau des dendrites sont exclusivement GABAergiques et sont essentielles a

la maturation correcte des nouveaux neurones (Espésito et al., 2005; Overstreet-Wadiche et
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al., 2005; Tozuka et al., 2005; Wang et al., 2005b; Ge et al., 2006; voir pour revue Mongiat &
Schinder, 2011; Gu et al., 2012b). A ce stade, la transmission GABAergique est dépolarisante
(Figure 16 ; Ambrogini et al., 2004a; Overstreet-Wadiche et al., 2005; Ge et al., 2006; voir pour
revue Piatti et al., 2006; Aasebg et al., 2011; Gu et al., 2012b). En effet, durant cette période,
les nouveaux neurones expriment le co-transporteur du chlore Na-K-Cl-cotransporter 1
(NKCC1) qui favorise la sortie du chlore de la cellule entrainant ainsi une dépolarisation post-
synaptique lors d’une libération de GABA (Tozuka et al., 2005). Cette action dépolarisante du
GABA est essentielle pour I'établissement des afférences synaptiques fonctionnelles, la
croissance dendritique, la maturation et l'intégration fonctionnelle des nouveaux neurones
(Tozuka et al., 2005; Ge et al., 2006; voir pour revue Aimone et al., 2014; Pallotto & Deprez,
2014), ainsi que pour l'incorporation synaptique des récepteurs glutamatergiques AMPA
(Chancey et al., 2013).
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Figure 16 : Intégration fonctionnelle des nouveaux neurones au sein des réseaux neuronaux de
I’hippocampe

Des la premiére semaine les nouveaux neurones recgoivent des afférences dépolarisantes GABAergiques
(bleu) qui deviennent hyperpolarisantes au cours de la troisieme semaine. A partir de la deuxieme semaine,
les nouveaux neurones regoivent les premiéres afférences glutamatergiques (en violet) en paralléle de la
formation des efférences vers I'aire CA3 (en vert). Extrait de Zhao et al. 2008.

A la fin de la deuxieme semaine, les cellules granulaires nouvellement formées ont des
contacts synaptiques fonctionnels avec des interneurones, des cellules moussues et
pyramidales de I'aire CA3 (Toni et al., 2008). Parallelement au développement des afférences
synaptiques glutamatergiques au cours de la troisieme semaine, les afférences
GABAergiques deviennent hyperpolarisantes (Figure 16; Ambrogini et al., 2004a; Ge et al.,
2006). A ce stade, I'expression du co-transporteur du chlore, le K-Cl-cotransporter 2 (KCC2),
augmente graduellement tandis que celle de NKCC1 diminue (Ge et al., 2006). KCC2 étant un

exportateur de chlore, la concentration intracellulaire de chlore diminue dans la cellule
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entrainant ainsi une hyperpolarisation des nouveaux neurones lors d'une libération de GABA.
Le passage de l'action dépolarisante a hyperpolarisante du GABA au niveau des nouveaux

neurones est appelé « switch » GABAergique (Ge et al., 2006).

Environ 4 semaines aprés leur naissance, les nouvelles cellules granulaires recoivent des
afférences glutamatergiques fonctionnelles et émettent des PA comme les neurones matures
(Van Praag et al., 2002; Mongiat et al., 2009; Gu et al., 2012a), ainsi que des trains de PA

associés a un phénomene d’adaptation a la haute fréquence (Espdésito et al., 2005).

La derniére étape de lintégration synaptique des nouveaux neurones, entre 3 et 6 semaines
apres leur naissance, consiste en la formation des connexions synaptiques GABAergiques au
niveau de leur soma et des derniéres connexions des afférences glutamatergiques au niveau
de leurs dendrites (Van Praag et al., 2002; Espoésito et al., 2005). Carlén et coll. en 2002
montrent que les nouveaux neurones agés de 3 a 7 semaines sont effectivement intégrés
fonctionnellement dans les réseaux neuronaux de I'hippocampe (Carlén et al., 2002). Pour
cela, les auteurs ont utilisé un vecteur viral GFP PRV GS518 comme traceur trans-synaptique
rétrograde pour marquer les neurones connectés au sein d'un méme réseau. L’injection de ce
vecteur dans l'aire CA1 de l'hippocampe couplée a linjection et au marquage de BrdU a
permis de montrer que les nouveaux neurones infectés, donc synaptiguement connectés sont
agés de 3 a 7 semaines (Carlén et al., 2002). Bien qu’intégrés au réseau hippocampique, les
nouveaux neurones présentent néanmoins a ce stade une activité évoquée différente de celle
des neurones matures. En effet, en réponse a un protocole de stimulation en double chocs de
la voie perforante, les nouveaux neurones agés de 4 semaines expriment une dépression et
non une facilitation comme observée sur des neurones matures (Van Praag et al., 2002),

indiquant que I'élément présynaptique n’a pas complétement achevé sa maturité.

L’induction pharmacologique ou comportementale de I'expression des génes immédiats
précoces (IEGs) dans les nouveaux neurones est également un indice de leur intégration au
sein des réseaux puisqu’ils sont induits en réponse a une activité synaptique (Jessberger &
Kempermann, 2003; Aguilar-Arredondo et al., 2015). Les IEGs sont des genes dont
I'expression est induite rapidement et transitoirement en réponse a des signaux
extracellulaires et dont I'induction ne nécessite pas de synthése protéique (voir partie 2, page
151). Linjection de kainate chez la souris n’'induit pas d’expression des IEGs (c-Fos, Zif268)
dans des nouveaux neurones agés de 2 semaines mais induit une expression dans 25% des
nouveaux neurones agés de 3 semaines, dans 50% de ceux agés de 4 semaines et dans
80% de ceux agés de 7 semaines, proportion équivalente a I'induction de I'expression des
IEGs dans les neurones préexistants (Jessberger & Kempermann, 2003; Snyder et al.,
2009a). Ces résultats suggérent que chez la souris, les houveaux neurones de 2 semaines ne
peuvent étre recrutés par l'activité des réseaux contrairement a ceux agés de 3 semaines.

Chez le rat, linduction d'une PLT dans le GD de I'hippocampe par stimulation de la voie
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perforante stimule I'expression du facteur de transcription Zif268 dans les nouveaux neurones
agés de 2 semaines mais pas de ceux agés de 1 semaine (Bruel-Jungerman et al., 2006). De
méme, Snyder et coll. montrent que I'injection de kainate chez le rat induit I'expression d’'IEGs
a partir de la deuxieme semaine équivalente a celle observée dans des neurones matures

préexistants agés de 4 semaines (Snyder et al., 2009a).

L’ensemble de ces résultats montre que les nouveaux neurones présentent des
caractéristigues morphologiques et électrophysiologiques fonctionnelles dés l'age de 2
semaines chez le rat et a 'age de 3 semaines chez la souris. L'expression des IEGs (c-Fos et
Zif268) semble étre un bon indicateur de l'intégration des nouveaux neurones puisque leur
cinétique d'expression est cohérente avec leur maturation morphologique et
électrophysiologique. Ces résultats suggeéerent que les nouveaux neurones peuvent étre

recrutés par I'activité synaptique avant méme qu'’ils ne soient complétement matures.

6. Des propriétés électrophysiologiques particuliéres

Bien que les nouveaux neurones formés a un moment donné ne représentent qu’'une faible
proportion des neurones du GD de I'hippocampe, plusieurs études montrent que, durant une
période dite critique, les cellules granulaires nouvellement formées ont des propriétés
électrophysiologiques particuliéres par rapport aux cellules granulaires matures (Figure
17).

1|4 28 4]2 days after cell birth

| | |
|type 12-2a-2.2b | newborn neuron

Morphologie

Electrophysiologie

Intégration fonctionnelle

Figure 17: Les nouveaux neurones présentent des propriétés électrophysiologiques
particuliéres

Le développement des nouveaux neurones dans le GD de I'hippocampe est caractérisé par une maturation
morphologique, des propriétés électrophysiologiques particulieres et une intégration fonctionnelle au sein des
réseaux neuronaux de I'hippocampe. Modifié de Zhao et al. 2008.

Tout d’abord, les nouveaux neurones présentent une forte résistance membranaire et,
contrairement aux neurones matures qui sont capables d’émettre des trains de PA suite a une
stimulation, les nouveaux neurones agés de 1 a 3 semaines présentent des propriétés
membranaires qui leur permettent de générer des PA plus facilement que des neurones plus

matures, méme s’ils n’émettent qu'un ou que quelques PA (Schmidt-Hieber et al., 2004;
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Mongiat et al., 2009; Spampanato et al., 2012). Ces données suggérent que lors de
I'activation des réseaux neuronaux dans lesquels ils sont intégrés, il serait donc plus facile de
recruter les nouveaux neurones d’'un age critique que des neurones plus matures. Ce seuil
plus bas de génération de PA est di a la présence de canaux calcium de type T capables de
générer des courants lents favorisant ainsi I'initiation rapide de PA (Ambrogini et al., 20044a;
Schmidt-Hieber et al., 2004; Gu et al.,, 2012a, voir pour revue 2012b). Par ailleurs, cette
période temporelle d’hyperexcitabilité des nouveaux neurones est plus courte dans la partie

dorsale du GD de I'hippocampe que dans la partie ventrale (Piatti et al., 2011).

Comme exposé ci-dessus (voir IV.C.5, page 49), les afférences GABAergiques sont
dépolarisantes jusqu’a la troisieme semaine de maturation des nouveaux neurones (Espésito
et al., 2005; Overstreet-Wadiche et al., 2005, 2006; Tozuka et al., 2005; Wang et al., 2005b;
Ge et al., 2006), favorisant ainsi leur dépolarisation lors d’une activation, méme faible, des
réseaux neuronaux hippocampiques (Mongiat et al., 2009). De plus, les nouveaux neurones
immatures présentent une dendrite basale qui s’étend de fagon transitoire dans le hile et qui
se rétracte lorsque les nouveaux neurones deviennent matures (Ribak et al., 2004). Cette
dendrite basale pourrait étre une autre source d’influx excitateurs lors d’une stimulation,

favorisant la participation des nouveaux neurones a I'activité des réseaux hippocampiques.

Deux formes de PLT sont présentes dans le GD de I'hippocampe : une forme inductible
uniquement en présence d’inhibiteur de la transmission GABAergique et une inductible sans
inhibiteur GABAergique (Snyder et al., 2001). En effet, il existe une forte inhibition
GABAergique dans le GD (Wigstrom & Gustafsson, 1983) et l'utilisation d’inhibiteurs de la
transmission GABAergique permet d’augmenter 'amplitude de la PLT. Wang et coll. montrent
in vitro que les cellules granulaires localisées dans la partie inférieure de la couche granulaire,
riche en cellules nouvellement formées, présentent un seuil d'induction de la PLT plus bas
que celles localisées dans la partie externe de la couche et cette PLT est inductible méme si
la transmission GABAergique est intacte (Wang et al.,, 2000). De plus, le blocage de la
neurogenése hippocampique adulte par irradiation ou dans des modéles de souris
transgéniques entraine une perte de la PLT mais uniquement de celle inductible en présence
d’'une transmission GABAergique intacte (Snyder et al., 2001; Saxe et al., 2006). En I'absence
de neurogenese adulte, la PLT inductible en présence d’inhibiteurs GABAergique reste intacte
(Snyder et al., 2001; Saxe et al.,, 2006). Ces résultats montrent donc que les cellules
nouvellement formées ont des propriétés électrophysiologiques différentes de celles des
neurones matures et que l'induction de la PLT en présence d'une transmission GABAergique
intacte nécessite la neurogenése adulte. Par ailleurs, alors que linduction d’'une PLT des
neurones matures nécessite une forte stimulation, une stimulation plus faible est suffisante
pour induire une PLT des nouveaux neurones (Wang et al., 2000; Schmidt-Hieber et al., 2004;
Esposito et al., 2005; Ge et al., 2007; voir pour revue Mongiat & Schinder, 2011; Gu et al.,

2012b), indiquant que le seuil d’induction de la PLT est plus faible pour les nouveaux
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neurones. L'amplitude de la PLT des nouveaux neurones en réponse a une stimulation
tétanique est par ailleurs plus importante que celle des neurones matures (Ge et al., 2007).
Cette période de facilitation de la plasticité synaptique est transitoire, entre 4 et 6 semaines
aprés la naissance des nouveaux neurones chez la souris (Schmidt-Hieber et al., 2004;
Esposito et al., 2005; Ge et al., 2007; Gu et al., 2012a, voir pour revue 2012b; Pallotto &
Deprez, 2014). Cette potentialisation dépend de I'expression de la sous-unité NR2B des
récepteurs NMDA du glutamate dans les nouveaux neurones au cours de leur maturation (Ge
et al., 2007). En effet, les récepteurs NR2B sont impliqués dans la régulation de la plasticité
synaptique en favorisant notamment la PLT (Tang et al., 1999; Barth & Malenka, 2001; Liu et
al., 2004; Barria & Malinow, 2005; Kim et al., 2005; Zhao et al., 2005; voir pour revue Gu et
al., 2012b; Spampanato et al., 2012). C’est également durant cette période comprise entre 4
et 6 semaines aprés leur naissance que les nouveaux neurones montrent le plus de
modifications morphologiques au niveau du nombre et de la morphologie des épines

dendritiques (voir pour revue Toni & Sultan, 2011).

L’ensemble de ces données montre donc que les cellules granulaires nouvellement formées
dans le GD de I'hippocampe présentent des propriétés particuliéres d’excitabilité et de
plasticité durant une période critique dont la durée peut varier en fonction de l'activité des
réseaux neuronaux du GD (Figure 17; Piatti et al.,, 2011). Cette hyperexcitabilité des
nouveaux neurones pourrait leur conférer un réle spécifique et essentiel dans les fonctions

hippocampiques (voir Chapitre 3, page 69).

D. Cellules granulaires matures

Comme nous I'avons vu, les cellules néoformées poursuivent leur maturation jusqu’a I'age de
4 mois, age auquel elles présentent une morphologie similaire a celle des cellules
préexistantes. Le soma des cellules est rond, I'axone est connecté aux cellules pyramidales
de l'aire CA3 et CA2 et les dendrites épineuses se ramifient dans la couche moléculaire et
recoivent des afférences GABAergiques et glutamatergiques fonctionnelles (Van Praag et al.,
2002; Esposito et al., 2005; Zhao et al., 2006). Les cellules granulaires matures expriment
NeuN et la CB (Brandt et al., 2003; Snyder et al, 2009a). D'un point de vue
électrophysiologique, les nouveaux neurones matures présentent une faible résistance
d’entrée membranaire et une haute capacitance membranaire, caractéristiques des neurones
matures (Espdsito et al., 2005). Le passage d’un neurone immature a un nouveau neurone
mature complétement fonctionnel, indissociable d’'un autre neurone mature du GD, est, on I'a
VU, un mécanisme complexe comprenant de nombreuses étapes essentielles a la maturation
et a lintégration adéquates des nouveaux neurones au sein des réseaux neuronaux de

I’hippocampe.
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V. Régulation de la neurogenese hippocampique adulte

Les différentes étapes de la neurogenese adulte, depuis la prolifération des cellules

progénitrices jusqu’a la maturation et l'intégration fonctionnelle des nouveaux neurones au

sein des réseaux hippocampiques sont trés finement régulées (Figure 18).
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Figure 18 : Régulation des différentes étapes de la neurogenése hippocampique adulte

Les différentes étapes de la neurogenese adulte peuvent étre modulées par des facteurs intrinseques et
extrinseques a différents niveaux, depuis la prolifération des cellules progénitrices jusqu’a lintégration
fonctionnelle des nouveaux neurones. Extrait de Lledo et al. 2006.

De nombreux facteurs régulent positivement ou négativement la neurogenése adulte (voir
2005; Ming & Song, 2005; Lledo et al., 2006; Parent, 2007; Aimone

2014). Il est courant de distinguer les facteurs intrinséques, produits directement par les

pour revue Abrous et al.,
et al.,
cellules progénitrices et/ou néoformées tels que les facteurs génétiques, épigénétiques et les
facteurs de transcriptions, des facteurs extrinséques présents dans le milieu extracellulaire de
la niche neurogénique. La régulation de la neurogenése par un grand nombre de facteurs
montre qu’il s’agit d’'un mécanisme adaptatif capable de répondre aux modifications de

’environnement.
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A. Facteurs intrinseques

1. Influence du fond génétique

La neurogenése adulte concerne plusieurs espéces mammiféres (voir Ill.B, page 34) avec
cependant des différences des taux de neurogenese, suggérant une importance des facteurs
génétiques dans sa régulation (voir pour revue Amrein et al., 2011). En effet, chez la souris,
plusieurs études montrent que la prolifération et la survie des nouvelles cellules sont fortement
influencées par le fond génétique (Kempermann et al., 1997a; Kempermann & Gage, 2002a;
Kim et al., 2009a; Snyder et al., 2009a). Kempermann et coll. ont réalisé une étude génétique
comparative de 52 souches recombinantes de souris comprises dans deux panels différents
de référence (AXB/BXA et BXD) et montrent qu’ils existent des différences d’expression de
genes impliqués dans les processus de régulation des différentes étapes de la neurogenéese
(Kempermann et al., 2006), suggérant un contrble génétique de la régulation de la
neurogenése. Chez le rat, les nouvelles cellules formées meurent plus rapidement chez la
souche Long Evans (LE) par rapport a la souche Sprague-Dawley (SD) et la population des
nouvelles cellules est stabilisée dés la deuxieme semaine chez les LE (Snyder et al., 2009a).
De méme, les rats « Spontaneously Hypertensive » (SHR) montrent un taux de prolifération et
de survie des nouvelles cellules produites supérieur a celui des rats SD (Perfilieva et al.,
2001). Par ailleurs, on notera également que quelque soient les souches étudiées, le taux de
survie des nouveaux neurones a 4 semaines est toujours plus élevé chez le rat que chez la
souris (Snyder et al., 2009a). Ces données indiquent que la formation, la différenciation et la
survie des cellules nouvellement formées dans le GD sont régulées par des facteurs
génétiques et que le fond génétique est un paramétre important pour le choix de son modéle

d’étude et la comparaison des résultats obtenus avec différents modéles.

2. Programmes cellulaires intrinséques

Il existe un grand nombre de programmes cellulaires intrinséques qui influencent les
différentes étapes de la neurogenése adulte, depuis la prolifération et la différenciation des
nouvelles cellules jusqu’a leur intégration (voir pour revue Abrous et al. 2005; Mu et al. 2010).
De nombreux génes sont impliqués dans les processus de développement du systéme
nerveux central et, au vu des similitudes entre les étapes développementales et les étapes de
la neurogenése adulte, il devient de plus en plus évident que ces deux processus partagent
des mécanismes de régulation communs. Sonic hedgehog par exemple, régulateur clé de la
prolifération cellulaire et de la différenciation neuronale pendant le développement, est
également impliqué dans ces mémes processus au cours de la régulation de la neurogenese
adulte (Lai et al., 2003; Machold et al., 2003). D’autres exemples concernent la voie de

signalisation Wnt/BCatenin qui joue un role important dans la balance entre prolifération et
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différenciation des cellules progénitrices chez le rat adulte (Lie et al., 2005; Jagasia et al.,
2006; Kuwabara et al., 2009), la protéine transmembranaire Notchl qui intervient dans le
maintien des cellules progénitrices en facilitant leur prolifération (Ables et al., 2010; voir pour
revue Crowther & Song, 2014), la protéine Collapsin response mediator protein 5 (CRMP5),
une protéine exprimée dans une fraction de neuroblastes encore en division et dans la totalité
des neuroblastes post-mitotiques et qui participe a la régulation négative de la prolifération

des cellules progénitrices et de la survie de nouveaux neurones (Veyrac et al., 2011).

La maturation dendritique et synaptique des nouveaux neurones impliqgue un certain nombre
de facteurs dont la cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5), une kinase associée au régulateur p35.
L’absence de Cdk5 chez la souris entraine des altérations de la morphologie des arborisations
et des épines dendritiques des neurones néoformés mais également des déficits de migration
et de survie a long terme (Jessberger et al., 2008; Lagace et al., 2008; voir pour revue Mu et
al., 2010). La protéine DISC1 est également impliquée dans la morphologie des nouvelles
cellules, notamment dans la taille du soma, la croissance axonale, [linitiation et le
développement de I'arborisation dendritique, et la formation des épines dendritiques (Duan et
al., 2007; Faulkner et al., 2008; Kvajo et al., 2008; Kim et al., 2009b; Lee et al., 2015). De
plus, DISC1 régule la migration des nouveaux neurones au sein de la couche granulaire ainsi
que le « switch » GABAergique (Duan et al., 2007; Kvajo et al., 2008; Kim et al., 2009b;
Pontes et al., 2013). Le cil primaire qui est formé lorsque les nouveaux neurones s’installent
définitivement dans la couche granulaire du GD, entre la deuxiéme et troisieme semaine
aprés leur naissance, joue un réle critique dans la complexification de [larborisation
dendritique via la voie de signalisation Wnt/GCatenin (Kumamoto et al., 2012). De méme, le
nuclear factor-kappa b p50 (NF-kB p50) est nécessaire a la survie a long terme des nouveaux

neurones (Denis-Donini et al., 2008).

3. Programmes épigénétiques

Les processus épigénétiques sont caractérisés par des modifications d’expression génique
avec des effets biologiques a long terme sans induire d’altération de séquences d’ADN. Les
principaux mécanismes épigénétiques concernent la méthylation de 'ADN, les modifications
post-translationnelles des histones et la régulation/expression d’ARN non codants, dont les
microARN (miRNA) (voir pour revue Ma et al., 2010; Sun et al., 2011). Ces mécanismes
épigénétiques sont des facteurs puissants qui régulent la neurogenése adulte, notamment
dans les cellules progénitrices ou ces mécanismes influencent durablement leur devenir (voir
pour revue Ma et al., 2010; Crowther & Song, 2014).

La méthylation de ’ADN est la modification épigénétique la plus stable et la plus étudiée
dans le génome des mammiféres depuis les années 1950 (voir pour revue Covic et al., 2010;

Sun et al., 2011). Elle intervient au niveau des paires de nucléotides CpG par les DNA
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methyltransferase. Les methyl-CpG binding proteins (MBD) sont les principaux médiateurs de
la méthylation de 'ADN impliquées dans la régulation de I'expression des génes. Plusieurs
auteurs ont montré que la protéine MBD1 joue un rle crucial dans le maintien de la stabilité
génomique et la neurogenese hippocampique basale, au niveau de la prolifération des
cellules progénitrices ainsi que dans la différenciation neuronale des cellules filles (Zhao et al.,
2003; voir pour revue Mu et al., 2010). MBD1 se lie directement sur la région du promoteur du
facteur de croissance fibroblast growth factor 2 (FGF2), un mitogéne important pour la
neurogenése adulte (Zhao et al., 2003; Li et al., 2008; Ma et al., 2009b), régulant ainsi son
expression dans les cellules progénitrices. Une autre étude a montré un role plus complexe de
MBD1 puisqu’elle régule la balance entre prolifération et différenciation des cellules
progénitrices en contrblant I'expression de plusieurs miRNA dont miR-184 (Liu et al., 2010).
La metyl-CpG-binding protein (MeCP2), qui régule négativement I'expression du facteur de
croissance BDNF, essentiel a la prolifération, la maturation neuronale et morphologique des
nouveaux neurones, joue un réle important dans la maturation neuronale et la formation des
épines dendritiques des nouveaux neurones (Schmidt & Duman, 2007; Smrt et al., 2010). De
la méme facon que MBD1, MeCP2 régule la prolifération et la différenciation des cellules
progénitrices en modulant I'expression du miR-137 (Szulwach et al., 2010). Gadd45b, géne
immédiat précoce inductible impliqué dans la déméthylation de 'ADN, joue un réle dans la
prolifération des cellules progénitrices induite par l'activité des réseaux neuronaux et la
croissance dendritique des nouveaux neurones, via la régulation de I'expression de facteurs
de croissance tel que le BDNF ou encore le FGF (Ma et al., 2009a; voir pour revue Mu et al.,
2010).

Les modifications des histones peuvent étre de différents types : acétylation, méthylation,
phosphorylation, ubiquitination, ribosylation et sumoylation. L’acétylation se produit au niveau
des résidus de lysine par les histones acétyltransférases (HAT) et peut étre annulée par les
histones désacétylases (HDAC). Les HAT et HDAC sont impliquées dans la maturation et la
survie des nouveaux neurones via la régulation des facteurs de transcription Sox2 (Jawerka et
al., 2010), NeuroD1 et T-cell leukemia homeobox 1 (TIx1) (Hsieh et al., 2004; Sun et al., 2007,

voir pour revue 2011).

Plus récemment, il a été montré que les miRNA représentent une importante classe de
molécules capables d’interagir avec des modificateurs de la chromatine et des facteurs de
transcription. Plusieurs miRNA, tels que miR-9, miR-124, miR-125b, miR-132, miR-134, miR-
137, miR-138 et miR-184 régulent le développement synaptique et dendritique des nouveaux
neurones (voir pour revue Ma et al., 2010; Mu et al., 2010; Wakabayashi et al., 2014). Le miR-
184, dont I'expression est régulée négativement par MBD1, favorise la prolifération et inhibe la
différenciation des cellules progénitrices en réprimant la transcription de la protéine Numblike
(Liu et al.,, 2010). Le miR-137 joue également un réle important dans le maintien et la

prolifération des cellules progénitrices. Il est régulé par Sox2 et par MeCP2, protéine qui,
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comme nous l'avons vu, contréle I'expression de BDNF (Smrt et al., 2010; voir pour revue
Szulwach et al., 2010; Wakabayashi et al., 2014). Le miR-9, un des miRNA le plus exprimé
dans le cerveau, est essentiel a la différenciation neuronale (voir pour revue Wakabayashi et
al., 2014). 1l inhibe la prolifération des cellules progénitrices et favorise leur différenciation en
régulant I'expression du facteur de transcription hairy and enhancer of split-1 (Hes1) impliqué
dans la capacité d’auto-renouvellement des cellules progénitrices (Zhao et al., 2009; Bonev et
al., 2012).

4. Facteurs de transcription

Les boucles d’autorégulation de I'expression de certains génes, principalement par les
facteurs de transcription, jouent également un réle important dans la régulation de la
neurogenése (voir pour revue Ma et al., 2010). Les facteurs de transcription sont des
protéines qui régulent 'expression de genes. lIs se fixent directement sur I’ADN au niveau des
séquences régulatrices dans les régions promotrices de certains génes afin d’activer ou
d’inhiber leur transcription. Plusieurs facteurs de transcription ont déja été cités dans ce
manuscrit comme régulateur de la neurogenése parmi lesquels Sox2, essentiel au maintien
de l'auto-renouvellement des cellules progénitrices et a leur prolifération (Ferri et al., 2004;
Episkopou, 2005; Suh et al., 2007; voir pour revue Crowther & Song, 2014). Sox2 régule
'expression du récepteur du facteur de croissance epidermal growth factor (EGF), qui lui-
méme régule I'expression de Sox2 de facon positive dans les cellules progénitrices (Hu et al.,
2010), induisant ainsi des effets sur la balance entre auto-renouvellement et production des
cellules progénitrices. Sox2 régule également I'expression d’'un autre facteur de transcription,
NeuroD1, via la voie Wnt/Bcatenin (Jagasia et al., 2006; Kuwabara et al., 2009). NeuroD1 joue
un réle essentiel dans la différenciation neuronale, la survie et la maturation dendritique des
nouveaux neurones (Hsieh et al., 2004; Gao et al., 2009; Kuwabara et al., 2009; Roybon et
al., 2009; Aimone et al., 2014; Richetin et al., 2014). Le facteur de transcription Neurogenin-2
(Ngn2), exprimé dans les cellules progénitrices (Ozen et al.,, 2007), est nécessaire a leur
prolifération (Roybon et al., 2009). Paired box 6 (Pax6) est un facteur de transcription qui
s’exprime principalement dans la glie radiaire et qui joue un réle important dans la balance
entre prolifération et différenciation des cellules progénitrices du GD (Maekawa et al., 2005;
Nacher et al., 2005). Le facteur de transcription kruppel-like factor 9 (KIf-9) est impliqué dans
la survie a long terme et la croissance dendritique des neurones nouvellement formés
notamment dans la croissance des dendrites tertiaires (Scobie et al., 2009; voir pour revue Mu
et al., 2010; Crowther & Song, 2014) et son absence réduit 'amplitude de la PLT dépendante
de la neurogenése (Scobie et al., 2009). Ces données suggérent que le facteur KIf-9 pourrait
étre nécessaire a lintégration fonctionnelle des nouveaux neurones. Pour finir, le facteur de

transcription CREB, impliqué notamment dans la PLT, est essentiel a la prolifération des
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cellules progénitrices, a la survie et a la maturation morphologique et dendritique des
nouveaux neurones (Nakagawa et al., 2002; Fujioka et al., 2004; Jagasia et al., 2009; Mu et
al., 2010; Wei et al., 2012).

B. Facteurs extrinseques

1. Les neuromédiateurs

L’activité électrique au sein des réseaux de I'hippocampe semble influencer l'intégration des
nouveaux neurones dans les réseaux préexistants (Figure 19; Deisseroth et al., 2004; voir
pour revue Abrous et al., 2005; Tozuka et al., 2005; Aimone et al., 2014; Crowther & Song,
2014) et ce processus pourrait en partie reposer sur l'action de neuromeédiateurs
(Kempermann et al., 1997a; Gould et al., 1999a; Van Praag et al., 1999a; Overstreet-Wadiche
et al., 2006; voir pour revue Zhao et al., 2008; Mongiat & Schinder, 2011; Gu et al., 2012b;
Platel & Kelsch, 2013).

L’activation des récepteurs NMDA joue un réle essentiel dans la régulation de la prolifération
des cellules progénitrices et la survie des nouveaux neurones puisque leur survie dépend en
partie de l'expression de la sous-unité GIuN2 des récepteurs glutamatergigues NMDA
(Cameron et al., 1995, 1998; Gould et al., 1997; Nacher et al., 2001b, 2003; Kitayama et al.,
2004; Tashiro et al., 2006; Petrus et al., 2009). Plus spécifiquement, la sous unité GIuUN2A des
récepteurs NMDA joue un rble dans la maturation morphologique de I'arborisation et des
épines dendritiques (Kannangara et al., 2014). Les récepteurs NMDA influencent la migration
des nouveaux neurones au sein de la couche granulaire via I'expression de DISC1, protéine
par ailleurs connue comme étant directement impliguée dans la migration des nouveaux
neurones (Nacher & McEwen, 2006; Kvajo et al., 2008; Kim et al., 2009b; Namba et al., 2011).
On notera également que les récepteurs AMPA du glutamate, présents au niveau de la glie
radiaire, jouent un réle dans la prolifération des cellules progénitrices et la survie des cellules
nouvellement formées (Bai et al., 2003; Su et al., 2009; Renzel et al., 2013). L’ensemble de
ces résultats montre que la régulation de la neurogenése adulte par [Iactivité

glutamatergique impligue de nombreuses voies de signalisation.

Le GABA joue également un role essentiel dans les différentes étapes de la neurogenése
adulte (Figure 19), comme lors du développement (Laplagne et al., 2006), principalement
lorsque celui-ci est dépolarisant pour les cellules (voir IV.C.3, page 47). En effet, le GABA via
I'activation des récepteurs GABA, et GABAg joue un role important dans la balance entre le
maintien de la quiescence et la prolifération des cellules progénitrices régulant ainsi le nombre
de nouvelles cellules progénitrices produites (Tozuka et al., 2005; Duveau et al., 2011; Felice
et al., 2012; Gassmann & Bettler, 2012; Song et al., 2012; Crowther & Song, 2014; Giachino

et al., 2014). Le GABA est nécessaire a la différenciation neuronale des cellules nouvellement
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produites (Tozuka et al., 2005; voir pour revue Pallotto & Deprez, 2014) ainsi qu’a la migration
des nouveaux neurones au sein de la couche granulaire. En effet, I'inactivation des récepteurs
GABA, peut entrainer une migration des nouveaux neurones sur une plus courte ou plus
longue distance au sein de la couche granulaire en fonction de la sous-unité inactivée
(Duveau et al.,, 2011). De méme, la perturbation de la transmission GABAergique via les
récepteurs GABA, entraine des changements dés les premieres étapes de la différenciation
des neurones formés a I'age adulte (Tozuka et al., 2005; Wang et al., 2005b; Song et al.,
2012). Duveau et coll. montrent également que le GABA est essentiel & la maturation, a la
complexification de l'arborisation dendritique et a l'intégration synaptique des nouveaux
neurones (Ge et al., 2006; Duveau et al., 2011; voir pour revue Pallotto & Deprez, 2014). La
régulation de la neurogenése adulte par le GABA est en partie dépendante de la voie de
signalisation du facteur de transcription CREB (Jagasia et al., 2009; voir pour revue Pallotto &
Deprez, 2014).
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Figure 19 : Régulation des différentes étapes de la neurogenese adulte hippocampique par les
neurotransmetteurs

Les neuromédiateurs peuvent influencer les différentes étapes de la neurogenése adulte. Extrait de Aimone et
al. 2014.
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De méme, les neuromodulateurs jouent un réle dans la régulation de la neurogenéese adulte
(Figure 19). La sérotonine, qui favorise le développement neuronal et qui est impliquée dans
la dépression, influence la prolifération des cellules progénitrices et la survie des cellules
nouvellement formées (Gould et al., 1999a; Abrous et al., 2005; Emsley et al., 2005; Zhao et
al., 2008; David et al., 2009; Revest et al., 2009; voir pour revue Petrik et al., 2012; Crowther
& Song, 2014; Alenina & Klempin, 2015). Néanmoins, l'inhibition de la transmission
sérotoninergique induit des effets contradictoires sur la neurogenese adulte. Les traitements
aux antidépresseurs utilisés de facon chronique, via I'activation des récepteurs 5-HT4 et 5-
HT,a, induisent une augmentation de la division symétrique des cellules progénitrices, du
nombre de nouveaux neurones formés dans le GD ainsi qu'une accélération de leur
maturation dendritique (Malberg et al., 2000; Radley & Jacobs, 2002; Santarelli et al., 2003;
Banasr et al., 2004; Sairanen et al., 2005; Encinas et al., 2006; Wang et al., 2008; Klempin et
al., 2010; Diaz et al., 2012; voir pour revue Petrik et al., 2012). Plus récemment, Diaz et coll.
montrent une augmentation de la neurogenése adulte chez des modéles génétiques
d’inhibition de la transmission sérotoninergique (Diaz et al., 2013). A contrario, I'inhibition de la
synthése de la sérotonine ou des lésions sélectives des neurones sérotoninergiques induisent
une diminution du nombre de nouveaux neurones formés dans le GD (Brezun & Daszuta,
1999, 2000). La sérotonine, en régulant la neurogenése adulte du GD, pourrait ainsi avoir un
impact sur les mécanismes de la dépression. Les transmissions cholinergique (Mohapel et al.,
2005; voir pour revue Sahay & Hen, 2007; Crowther & Song, 2014) et noradrénergique
(Kulkarni et al., 2002; Rizk et al., 2006) influencent également la neurogenése adulte chez les
rongeurs, tout comme la dopamine (Hoglinger et al., 2004; Yamaguchi et al., 2004; Kippin et
al., 2005; voir pour revue Crowther & Song, 2014) ou encore la molécule gazeuse NO (Oxyde

nitriqgue) (Packer et al., 2003; voir pour revue Abrous et al., 2005; Gray & Cheung, 2014).

2. Les hormones

Chez les souches de rats SD et SHR et chez le campagnol des prés, il a été montré que les
males présentent un taux supérieur de prolifération des cellules progénitrices dans le GD de
hippocampe par rapport aux femelles (Galea & Mcewen, 1999; Tanapat et al., 1999;
Perfilieva et al., 2001; Galea et al., 2013; Difeo et al., 2015) ainsi qu’un taux plus important de
survie des nouvelles cellules formées (Perfilieva et al., 2001). Chez les campagnols des prés
femelles en laboratoire ou a I'état sauvage, le taux de prolifération des cellules progénitrices
varie durant la saison de reproduction ; il est au plus bas lors de I'élevage des petits et au plus
haut lors de la période de reproduction (Galea & Mcewen, 1999; Ormerod & Galea, 2001). De
plus, chez la ratte, le taux de prolifération des cellules progénitrices fluctue naturellement au
cours du cycle menstruel puisqu'en proestrus, lorsque la concentration sanguine en

cestrogenes est la plus élevée, les femelles présentent plus de nouvelles cellules formées que
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durant les phases d'oestrus et de diestrus (Tanapat et al., 1999). Ces données suggérent
donc un réle des hormones stéroides sexuelles sur la neurogenése adulte. En effet, les
hormones ovariennes, et notamment les cestrogénes, sont impliquées dans la régulation de la
neurogenese adulte hippocampique (Galea & Mcewen, 1999; Tanapat et al., 1999, 2005;
Gould et al., 2000; Banasr et al., 2001; Ormerod & Galea, 2001; Ormerod et al., 2003; Abrous
et al., 2005; Barha et al.,, 2009; McClure et al., 2013). L’ablation des ovaires chez la ratte
entraine une diminution de la neurogenese adulte, effet abolit par l'injection d’cestrogénes
(Tanapat et al., 1999). Chez les males, la testostérone et la progestérone régulent la survie
des cellules nouvellement formées (Spritzer & Galea, 2007; Zhang et al., 2010). Les
hormones stéroides sexuelles influencent la neurogenése du GD en modulant la prolifération
des cellules progénitrices et la survie des nouvelles cellules en fonction du sexe, de I'age, de
la concentration hormonale et selon une cinétique précise (Tanapat et al., 1999, 2005; Banasr
et al., 2001; Ormerod & Galea, 2001; Ormerod et al., 2003; Perez-Martin et al., 2003; Spritzer
& Galea, 2007; Barker & Galea, 2008; Barha et al., 2009; voir pour revue Galea et al., 2013).
Néanmoins, certaines espéces de mammiféeres comme I'écureuil, ou encore les souris
C57BI/6 et B6SJL de laboratoire, ne présentent pas de différence de neurogenése adulte
hippocampique entre les méles et les femelles (Lavenex et al., 2000; Lagace et al., 2007a;
Ben Abdallah et al., 2010; Klaus et al., 2012; Ma et al., 2012).

Dans la famille des stéroides, les corticostéroides, hormones circulantes du stress, régulent
négativement la neurogenése adulte. En effet, une adrénalectomie, conduisant a une
diminution du niveau des corticostéroides dans le sang, provoque une augmentation du
nombre de cellules produites, notamment en augmentant la prolifération des cellules
progénitrices, et la différenciation neuronale, et ces effets sont annulés par 'administration de
corticostérone (Gould et al., 1991, 1992, 1997; Cameron & Gould, 1994; Cameron et al.,
1998; Brunson et al., 2005; Wong & Herbert, 2005, 2006; Lee et al., 2011; Spanswick et al.,
2011). L'effet des corticostéroides sur la prolifération des cellules progénitrices et la
différenciation est rapide mais reste transitoire (Brunson et al., 2005; Wong & Herbert, 2006;
Lee et al., 2011; Spanswick et al., 2011), suggérant une modulation différente de la
neurogenese adulte hippocampique en fonction du temps d’exposition au stress (chronique ou

aigu).

Il a également été montré que les hormones thyroidiennes sont impliquées dans la
régulation de la neurogenése adulte hippocampique, probablement en lien avec la dépression
(Montero-Pedrazuela et al., 2006; Kapoor et al., 2012, 2015; voir pour revue Remaud et al.,
2014). En effet, une hypothyroidie entraine une diminution des clusters de cellules
progénitrices en prolifération (Montero-Pedrazuela et al., 2006), et une diminution de la survie
et de la différenciation des cellules nouvellement formées qui peuvent étre restaurées par
injection d’hormones thyroidiennes (Ambrogini et al., 2005; Desouza et al., 2005; Montero-

Pedrazuela et al., 2006; Kapoor et al., 2010). Kapoor et coll. en 2012 montrent que les
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hormones thyroidiennes régulent la neurogenése adulte hippocampique en influengant la
prolifération les cellules progénitrices de type 2b et 3 ainsi que la différenciation des neurones
(Kapoor et al., 2012). Néanmoins, I'hyperthyroidie ne semble pas modifier la neurogenése

hippocampique adulte (Desouza et al., 2005).

3. Les facteurs de croissance

Le rble mitogéne de nombreux facteurs de croissance sur la neurogenese adulte a été
montré dans le GD de I'hippocampe (voir pour revue Abrous et al., 2005; Lledo et al., 2006).
Plusieurs auteurs montrent que FGF-1, FGF-2, EGF, VEGF, I'Heparin-binding epidermal
growth factor (HB-EGF), I'Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) ainsi que le ciliary neurotrophic
factor (CNTF) sont des facteurs de croissance qui stimulent la production, la survie et la
maturation des nouveaux neurones dans le GD chez la souris et le rat, jeunes ou agés (Kuhn
et al., 1997; Wagner et al., 1999; Aberg et al., 2000; Lichtenwalner et al., 2001; Anderson et
al., 2002; Jin et al., 2002a, 2003; Emsley & Hagg, 2003; Rai et al., 2007; voir pour revue Zhao
et al.,, 2008; Mudo et al., 2009; Fournier & Duman, 2012; Yuan et al., 2015). Le BDNF,
fortement exprimé dans les neurones matures du GD de I'hippocampe et localisé dans I'axone
(Conner et al., 1997; Binder & Scharfman, 2004; Scharfman, 2004), est essentiel a la
prolifération des cellules progénitrices, la survie, la maturation dendritique et I'intégration
(épines dendritiques, synapses et croissance axonale) des neurones nouvellement formés
(Katoh-Semba et al., 2002; Lee et al., 2002; Binder & Scharfman, 2004; Sairanen et al., 2005;
Bergami et al., 2008; Lubin et al., 2008). Plus récemment, Pontes et coll. ont montré que le
BDNF régule le « switch » GABAergique (voir pour revue Pontes et al., 2013). De méme,
Shimazu et al. montrent que la neurotrophin-3 (NT-3) joue également un réle dans la survie

des nouveaux neurones ainsi que dans leur faculté a induire une PLT (Shimazu et al., 2006).

4. Les drogues

L’administration chronique de nicotine induit une diminution dose-dépendante de la survie
ainsi que de la maturation dendritique et synaptique des nouveaux neurones dans le GD via
les récepteurs nicotiniques B, et a; (Abrous et al., 2002; Harrist et al., 2004; Shingo & Kito,
2005; Scerri et al., 2006; Campbell et al., 2010, 2011; Wei et al., 2012). L’administration
chronique de morphine et d’héroine, drogues qui activent la voie de signalisation des opiacés,
provoque également une diminution de la neurogenése chez le rat adulte (Eisch et al., 2000;
Kahn et al., 2005; Harburg et al., 2007; Fischer et al., 2008; Zheng et al., 2013), tout comme
'administration chronique de cocaine (Yamaguchi et al., 2004; Dominguez-Escriba et al.,
2006). La consommation d’alcool, méme modérée, est également associée a une réduction

de la prolifération, de la survie et de la maturation dendritique des nouveaux neurones dans le
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GD (Nixon & Crews, 2002; He et al., 2005; Anderson et al., 2012). L'’ensemble de ces
résultats montre que la dépendance aux drogues induit un effet délétere sur la neurogenese

adulte (voir pour revue Canales, 2007; Chambers, 2013).

5. L’age

Bien qu’elle persiste tout au long de la vie, la heurogenése adulte est un processus qui est
fortement sensible au vieillissement (voir pour revue Verret et al., 2007; Drapeau & Abrous,
2008; Lee et al., 2012; Galea et al., 2013; Aimone et al., 2014). La production de nouveaux
neurones au sein du GD de I'hippocampe diminue avec I'age chez la souris (Bondolfi et al.,
2004; Harrist et al., 2004; Tanaka et al., 2007; Andres-Mach et al., 2008; Ben Abdallah et al.,
2010), le rat (Seki & Arai, 1995; Kuhn et al., 1996; Lemaire et al., 2000; Bizon & Gallagher,
2003; Rao et al., 2005, 2006; Cuppini et al., 2006; Driscoll et al., 2006; Olariu et al., 2007), le
Toupaye de Belanger (Simon et al., 2005), le campagnol (Amrein et al., 2004b), et chez le
singe (Gould et al., 1999b; Leuner et al., 2007; Aizawa et al., 2009, 2011; Bunk et al., 2011).

Chez les souris, la prolifération et la survie des cellules progénitrices diminue dés I'age de 2
mois jusqu’a I'dge de 10 mois puis se stabilise jusqu’a 'dge de 24 mois (Bondolfi et al., 2004;
Harrist et al., 2004; Andres-Mach et al., 2008; Ben Abdallah et al., 2010). Cette diminution de
la neurogenése adulte hippocampique est aussi associée a une diminution de la
différenciation neuronale, a une augmentation de la différenciation gliale des cellules
nouvellement formées (Kempermann et al., 1998b; Bondolfi et al., 2004; Van Praag et al.,
2005), ainsi qu’a une diminution de la migration (Tanaka et al., 2007). Chez le rat, les études
montrent que la neurogenése adulte (prolifération et survie) diminue dés I'age de 2 mois mais
la plus forte diminution se situe entre 'age de 5 et 12 mois pour ensuite se stabiliser jusqu’a
'age de 27 mois (Kuhn et al., 1996; Cameron & Mckay, 1999; Lemaire et al., 2000; Bizon &
Gallagher, 2003; Nacher et al., 2003; Cuppini et al., 2006; Driscoll et al., 2006). De plus, les
nouveaux neurones chez des rats agés de 12 mois montrent une altération de la maturation
dendritique (Rao et al., 2005, 2006). Néanmoins, a I'exception des études réalisées par
Andres et coll. et Ben Abdallah et coll. chez la souris, la plupart des études réalisées chez les
rongeurs utilisent des cohortes d’animaux ayant des ages trés différents, ce qui ne permet pas
d’avoir de précisions sur la cinétiqgue de diminution de la neurogenése adulte hippocampique

en fonction de I'age.

La diminution de la neurogenése avec I'dge pourrait étre expliquée par des modifications
locales et environnementales de la SGZ (voir pour revue Drapeau & Abrous, 2008). Avec
I'age, la concentration plasmatique en glucocorticoides augmente (Sapolsky, 1992; Montaron
et al., 2006) et ces hormones sont connues pour causer des pertes neuronales (Landfield et
al., 1978; Sapolsky et al., 1985; Lupien et al., 1994) et diminuer la neurogenése adulte dans le

GD (voir V.B.2, page 62). Une adrénalectomie chez le rat abolit I'effet de I'dge sur la
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prolifération des cellules progénitrices (Cameron & Mckay, 1999; Montaron et al., 2006),
suggérant que l'impact de l'age sur la diminution de la neurogenése adulte implique les
corticostéroides (voir V.B.2, page 62). Concernant les facteurs de croissance (voir V.B.3, page
64), Lichtenwalner et coll. montrent que I'infusion d’'IGF-1 permet d’augmenter la neurogenese
adulte dans le GD de I'hippocampe chez des rats agés de 28 mois (Lichtenwalner et al., 2001;
Anderson et al., 2002). De la méme facon, l'infusion de FGF-2 ou de HB-EGF chez I'animal
agé de 12 a 20 mois permet d’augmenter le niveau de neurogenése adulte du GD et la

maturation dendritique des nouveaux neurones formés (Jin et al., 2003; Rai et al., 2007).

6. Les stimulations environnementales

Les modifications de I'environnement de I'animal parmi lesquelles I'exercice physique,
I'environnement enrichi ou encore le stress contribuent a la régulation dynamique de la

neurogeneése adulte (Figure 20 ; voir pour revue Aimone et al., 2014).

Le stress en aidant les organismes a faire face a des situations qui remettent en question leur
survie, favorise I'adaptation a un nouvel environnement. En fonction de son type, de sa durée
et de son intensité, le stress peut avoir des effets néfastes a long terme sur le fonctionnement
du cerveau et sur les processus cognitifs, mais aussi des effets bénéfiques dans certaines
situations d’adaptation environnementale (voir pour revue Sandi & Haller, 2015). Par ailleurs,
les particularités physiologiques et cognitives de lindividu au moment de I'événement
stressant peuvent influencer la perception et I'interprétation de ce stress et avoir au final des
effets différents sur le cerveau (Fuchs & Fliigge, 1998; voir pour revue Schoenfeld & Gould,
2012; Ortega-martinez, 2015). Différents paradigmes comportementaux permettent d’évaluer
les conséquences du stress sur le cerveau adulte : introduction d’'un intrus, présentation de
'odeur d’un prédateur naturel, contention, restriction hydrique, restriction alimentaire,
exposition au froid, exposition a de la litiere souillée, nage forcée, privation de sommeil,
exposition a des chocs électriques, changement de I'environnement ou isolement social
(Sutanto & de Kloet, 1994). Ces paradigmes comportementaux aboutissent a une
augmentation de la concentration plasmatique en corticostérone, hormone du stress qui
influence directement la neurogenése hippocampique adulte (voir V.B.2, page 62). Chez les
mammiféres, un stress aigu et/ou chronique négatif provoqué par la contention, I'isolement
social, la confrontation sociale, les chocs électriques ou encore I'hypothermie, induit une
diminution de la prolifération des cellules progénitrices du GD et modifie dans certains cas la
survie des neurones nouvellement formés ainsi que leur maturation morphologique (Fuchs &
Fliigge, 1998; Fuchs et al., 2001; Lu et al., 2003; Guzman-Marin et al., 2003; Kozorovitskiy &
Gould, 2004; Guzman-Marin et al., 2005; Grassi Zucconi et al., 2006; Ibi et al., 2008; Leasure
& Decker, 2009; Lucassen et al., 2010; Silva et al., 2011; voir pour revue Schoenfeld & Gould,
2012; Peragine et al., 2014; Grégoire et al., 2014; Egeland et al., 2015).
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Figure 20: Régulation des étapes de la neurogenése adulte hippocampique par différentes
modifications environnementales

Les différentes étapes de la neurogenese adulte peuvent étre régulées par le stress, I'exercice physique,
I'enrichissement environnemental ou 'apprentissage. Extrait de Aimone et al. 2014.

A contrario, 'nébergement des animaux dans un environnement enrichi (roue, objets
nouveaux, labyrinthe, interactions sociales, etc.) stimule la neurogenése adulte dans le GD de
I’hippocampe (Kempermann et al., 1997b, 1998a; Kempermann & Gage, 1999; Brown et al.,
2003a; Bruel-Jungerman et al., 2005, 2007b; Segovia et al., 2006; Madroial et al., 2010;
Llorens-Martin et al., 2010; Lieberwirth & Wang, 2012; Grégoire et al., 2014; Bergami et al.,
2015). Ces différentes études montrent que I'exposition a un environnement enrichi
n’influence pas la prolifération des cellules progénitrices mais favorise la survie a court ou long
terme des cellules nouvellement formées. De plus, Tashiro et coll. montrent que l'effet de
I'enrichissement est effectif lorsque les nouveaux neurones sont immatures, c’est-a-dire entre
l'age de 1 et 3 semaines aprées leur naissance (Tashiro et al., 2007). L’'activité physique

volontaire augmente préférentiellement la prolifération des cellules progénitrices mais
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également la survie et la maturation dendritique des neurones nouvellement formées (Van
Praag et al., 1999b; Brown et al., 2003a; Zhao et al., 2006; Suh et al., 2007; Bruel-Jungerman
et al., 2009; Snyder et al., 2009b; Nishijima et al., 2013; Patten et al., 2013; Grégoire et al.,
2014; Bergami et al.,, 2015). Ces données suggérent qu’'un environnement enrichi ou
I'exercice peuvent influencer le taux d’intégration des nouveaux neurones au sein des réseaux
neuronaux préexistants, et ce méme chez des animaux agés (Kempermann et al., 1998b; Kim
et al., 2004; Van Praag et al., 2005; Kronenberg et al., 2006; Gebara et al., 2013). L’effet
bénéfique de I'exercice et/ou d'un environnement enrichi sur la neurogenese adulte
hippocampique semble impliquer différents facteurs tels que le glial-derived neurotrophic
factor (GDNF) (Young et al., 1999), le BDNF (Young et al., 1999; Farmer et al., 2004; Rossi et
al., 2006; Bekinschtein et al., 2011; Baj et al., 2012), le VEGF (Fabel et al., 2003), I'lGF-1
(Trejo et al., 2001) ou encore la voie PlzK-Akt (Bruel-Jungerman et al., 2009).
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Chapitre 3

Neurogenese adulte et mémoire

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que la neurogenése adulte de I'’hippocampe est un
processus dynamique et complexe finement régulé par divers stimuli, dont les
neuromédiateurs mais aussi les conditions environnementales, laissant supposer un role des
nouveaux neurones dans les fonctions hippocampiques et plus particulierement dans les
processus mnésiques. La question du rdéle de la neurogenése adulte dans la mémoire a été
intensivement explorée ces 15 derniéres années grace a I'utilisation de différents modéles de
blocage de la neurogenese ou en analysant le recrutement des neurones nouvellement

formés dans différentes tdches comportementales dépendantes de I'hippocampe.

|. Corrélations entre neurogenése adulte hippocampigue et

performances mnésiques

Plusieurs études établissent un lien corrélatif entre le niveau de neurogenese adulte du GD et
les performances mnésiques. Dans le chapitre précédent, nous avons vu que plusieurs
facteurs affectent positivement ou négativement la neurogenése et de nombreuses études

montrent que ces régulations sont associées a des modifications des capacités mnésiques.

Certaines lignées de souris présentent naturellement des variations du taux de neurogenése
adulte du fait de leur fond génétique différent et montrent également des performances
d’acquisition plus ou moins bonnes dans la tache spatiale de la piscine de Morris. Dans cette
tache, les souris présentant un fort taux de neurogenése hippocampique ont de bonnes
performances mnésiques alors que celles présentant un faible taux de neurogenése ont de
moins bonnes performances (Montkowski et al., 1997; Owen et al., 1997; Kempermann &
Gage, 2002a, 2002b). En modifiant le taux de neurogenése via des manipulations
environnementales, il est possible de rechercher des corrélations avec des performances de
mémoire. Tout d’abord, comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, I'exposition a un
environnement enrichi ou a un exercice physique augmente la neurogenese adulte et ce
méme chez des animaux agés. Plusieurs auteurs montrent que ces conditions de vie
s’accompagnent également d’'une amélioration des performances mnésiques dans des taches
spatiales chez le rat comme chez la souris (Kempermann et al., 1997b; Van Praag et al.,
1999a; Nilsson et al., 1999; Anderson et al., 2000; Rhodes et al., 2003; Meshi et al., 2006;

69



Segovia et al., 2006; Van der Borght et al., 2007; Madrofial et al., 2010; Clark et al., 2012;
Monteiro et al., 2014) et ce méme chez les individus agés (Kempermann et al., 1998b;
Kempermann & Gage, 2002b; Van Praag et al., 2005), ou dans certaines conditions
pathologiques (Iésions cérébrales, modéles de pathologies neurodégénératives telles que la
maladie d’Alzheimer ou de Huntington, modéle de retard mental) (Koo et al., 2003; Paban et
al., 2005). Autre exemple, l'injection dans I'hippocampe de rats adultes de VEGF, facteur
essentiel de la niche neurogénique, augmente la neurogenese et améliore la mémoire spatiale
(Cao et al., 2004).

Inversement, les facteurs qui diminuent la neurogenése adulte dans I'hippocampe tels que le
stress, I'age, la restriction de sommeil ou I'isolement social entrainent des déficits de mémoire
dans des taches spatiales. Chez le rat, I'exposition a un stress induit une diminution de la
neurogenese associée a de moins bonnes performances d’acquisition de taches spatiales en
piscine de Morris ou en labyrinthe en Y (Lemaire et al., 2000; Koo et al., 2003; voir pour revue
Mirescu & Gould, 2006). Au cours du vieillissement, la neurogenése adulte de I'hippocampe
diminue fortement et est souvent associée a des déficits de mémoire spatiale (Montaron et al.,
2006; Wati et al., 2006; Gil-Mohapel et al., 2013). De plus chez les rongeurs agés, les sujets
les plus performants en piscine de Morris sont aussi ceux qui ont le taux le plus élevé de
neurogenése (Drapeau et al., 2003). L’isolement social et la restriction de sommeil réduisent a
la fois la neurogenése adulte de I'hippocampe et les performances de mémoire spatiale dans
la piscine de Morris (Lu et al., 2003; Hairston et al., 2005; Ibi et al., 2008). Une bulbectomie
qui induit chez le rongeur une dépression, ou la lIésion spécifique des projections
cholinergiques septo-hippocampiques, réduisent la neurogenése adulte hippocampique et
induisent des déficits de mémoire de peur au contexte (Jaako-Movits & Zharkovsky, 2005;
Mohapel et al., 2005).

L’ensemble de ces résultats indique une corrélation positive entre le taux de neurogenése et
les capacités cognitives. Néanmoins, ces études ne permettent pas d'établir un lien de
causalité entre le niveau de neurogenese et les performances mnésiques et il est
envisageable que d’autres variables influencent indépendamment la neurogenése adulte de
I’hippocampe et les performances mnésiques (Koo et al., 2003; voir pour revue Bekinschtein
etal., 2011).

Il. Blocage de la neurogenese

Les études de blocage de la neurogenése adulte ont permis d’affiner le lien possible entre le
niveau de neurogenése adulte et les performances mnésiques. Trois approches ont été
développées : l'approche pharmacologique par injection systémique d’un antimitotique

(Tableau 1), lirradiation totale ou focale par rayons X ou y (Tableau 2) et I'utilisation de
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modeéles transgéniques (Tableau 3). Les résultats obtenus aprés altération de la neurogenése
adulte sont contrastés et parfois contradictoires selon la méthode de blocage, sa durée et
selon le type de tache étudié. Nous avons synthétisé les résultats dans les tableaux 1, 2 et 3

ci-apres.

La premiére technique de blocage de la neurogenése a consisté a utiliser un agent
antimitotique, l'acétate de méthyl-azoxy-méthanol (MAM), chez le rat adulte (Shors et al.,
2001). Le MAM est un agent méthylant capable de tuer spécifiquement les cellules en division
par apoptose, tout en préservant l'intégrité des cellules post-mitotiques environnantes
(Johnston & Coyle, 1979; Bejar et al., 1985; Ferrer et al., 2001). Shors et coll. montrent que
I'injection quotidienne de MAM durant 14 jours consécutifs chez le rat adulte entraine une
réduction significative mais non totale (environ 80%) de la neurogenése adulte dans
I’hippocampe, associée a des déficits d’apprentissage dans une tache de conditionnement de
trace du clignement palpébral dans sa version dépendante de I'hippocampe (Shors et al.,
2001). Ces résultats indiquent que le traitement par le MAM n‘empéche pas les rats
d’apprendre a associer un stimulus conditionnel (SC) avec un stimulus inconditionnel (SI)
mais que les nouveaux neurones formés dans le GD sont requis pour I'acquisition de cette
association lorsqu’elle est dépendante de I'hippocampe. Ces auteurs montrent également que
inhibition de la neurogenése par le MAM est transitoire tout comme les déficits mnésiques
associés puisque les rats sont a nouveau capables d’acquérir ce conditionnement 3 semaines
apres la fin du traitement (Shors et al., 2001). Ceci suggére que durant ce délai, les nouveaux
neurones qui ont été a nouveau générés sont suffisants pour la restauration des capacités
mnésiques. Par contre, alors que 6 jours de traitement au MAM réduisent de 80% le niveau de
neurogenése adulte hippocampique, cette durée de traitement n’est pas suffisante pour altérer
les performances mnésiques dans la tache de clignement palpébral (Shors et al., 2001). Ceci
suggeére que les nouveaux neurones doivent atteindre un niveau de maturation suffisant, entre
1 et 2 semaines aprés leur naissance, pour influencer les fonctions mnésiques de
I'hippocampe, méme s’ils ne présentent pas encore un niveau de maturation comparable a
celui des cellules granulaires préexistantes. Ceci indique toutefois que des nouveaux
neurones encore immatures (agés de 14 jours ou moins) sont capables de participer a
'apprentissage d’'une tache dépendante de I'hippocampe. Ces mémes auteurs montrent
également qu’un traitement au MAM durant 2 semaines conduit a des déficits dans une tache
de conditionnement de peur son-choc dans un protocole de trace (Shors et al.,, 2002),
confirmant l'implication des nouveaux neurones de cet &ge pour I'association de deux stimuli
séparés temporellement. De méme, Goodman et coll. montrent que [inhibition de la
production de nouveaux neurones pendant 2 semaines induit un déficit de rétention d'une
mémoire spatiale en piscine de Morris 1 ou 30 jours aprés acquisition et 1 jour aprés la
premiére exploration dans un protocole de reconnaissance de la localisation spatiale d’objets

(Goodman et al., 2010), suggérant que les nouveaux neurones agés de 2 semaines sont
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nécessaires a la rétention d’'une mémoire spatiale ancienne. En 2005, il a ét¢é montré au
laboratoire qu’un traitement au MAM durant 14 jours bloque I'amélioration des performances
dans le test de reconnaissance d’objets (24 et 48 heures aprés I'exploration) consécutive a
I'exposition dans un environnement enrichi (Bruel-Jungerman et al., 2005), suggérant que la
neurogenese adulte est nécessaire aux effets de I'enrichissement sur les performances
mnésiques de reconnaissance. En revanche, l'inhibition de la neurogenése adulte durant 2
semaines par le MAM n’affecte pas tous les types de mémoires dépendantes de
I’hippocampe, notamment de peur conditionnée au contexte, de reconnaissance d’objets ou
encore dans l'acquisition d’'une mémoire spatiale en piscine de Morris, (Shors et al., 2002;
Bruel-Jungerman et al., 2005; Ko et al., 2009; Goodman et al., 2010). Elle n’affecte pas non
plus des formes de mémoires indépendantes de I'hippocampe comme le conditionnement de
peur sans délai, la reconnaissance d’'un nouvel objet ou encore la tache de piscine de Morris
en version indicée (Shors et al., 2001, 2002; Goodman et al., 2010).

L’utilisation d’une autre molécule antimitotique, la cytosine-B-d-arabinofuranoside (Ara-C)
(Doetsch et al., 1999), injectée en intracérébral, diminue trés fortement la neurogenese adulte
et induit des déficits dans des taches d’inhibition du réflexe de sursaut (Lau et al., 2009), de
mémoire sociale (Monteiro et al., 2014), ainsi que I'acquisition d’'une tache spatiale en piscine
de Morris, lorsque I'Ara-C est administrée 2 ou 4 mois avant mais pas 1 semaine avant
(Lemaire et al., 2012). Par ailleurs, Garthe et coll. montrent que ['utilisation du temozolomide
(TMZ) inhibe la neurogenése adulte et altere la précision de la navigation spatiale dans la
piscine de Morris notamment lorsque la plate-forme change de place (Garthe et al., 2009),
alors que Martinez-Canabal et coll. montrent que l'inhibition de la neurogenése adulte par le
TMZ induit un déficit uniguement chez des souris juvéniles agées de 1 a 2 mois (Martinez-
Canabal et al., 2012).

72



Type de blocage Délai entre la fin du Test comportemental

Réduction de Effet

traitement et le début |a neurogenase coanitif Modéle Référence
Approche Dose Durée du test 9 Type de mémoire Test comportemental Version Durée g
14 Trace —
jours
! 2 jours 80% - ) Délai , 2
MAM 5mg/kg . Conditionnement Reflexe palpébral 4 jours Rat SD Shors et al. 2001
6 jours Trace e
21 jours 5] %]
2 jours Mémoire spatiale Piscine de Morris Reférence 4 jours + Test 24h %]
MAM Tmg/kg 80% Conditionnement Peur conditionnée Trace . — Rat SD Shors et al. 2002
1 jour i - 1 jour + Test 24h
Conditionnement Peur conditionnée Contexte %}
1 jour + Test 24h
Mémoire spatiale Référence . ! i —~
. . 1 jour + Test 30 jours
i Piscine de Morris i
14 jours , N 1 jour + Test 24h %] i
MAM 1 jour 60% Procédurale Plate-farme visible . ) Souris C57BI/6 Goodman et al. 2010
1 jour + Test 30 jours [%]
5mg/kg Mémoire spatiale . ) Place —
. Reconnaisance d'objet . 10" + Test 24h
Reconnaissance Nouvel objet [%]
4'+ Test 1h
MAM 3 jours 50% Reconnaissance Reconnaisance d'objet Nouvel objet 4" + Test 24h %} Rat SD Bruel-Jungerman et al. 2005
4' + Test 48h
. . Conditionnement . 1 jour + Test 24h
MAM 3mg/kg 14 jours 3 jours %] i Peur conditionnée Contexte %] Souris C57BI/6 Ko et al. 2009
Extinction 1 semaine
3 jours -9 jours e 5 jours + Test 4 jours —
Ara-C X i 85% Inhibition Réflexe sursaut i Rat SD Lau et al. 2009
13 jours 3 jours 5 jours + Test 24h [%]
5'+ Test 1h %]
Ara-C 7 jours 0 jour 30% Reconnaissance Reconnaissance sociale Swiss mice Monteiro et al. 2014
5'+ Test 24h —
1 semaine [%]
Ara-C 0,2mg 1 injection 2 mois 90% Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 6 jours — Rat Lemaire et al. 2012
4 mois -~
T™MZ 25mglkg 4 semaines 2 semaines 80% Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 5 jours —~ Souris C57BI/6 Garthe et al. 2009

Tableau 1 : Effets du blocage de la neurogenese adulte hippocampique par des méthodes chimiques sur les processus mnésiques



La deuxiéme technique permettant d’abolir la neurogenése adulte est l'irradiation (rayons X,
rayons gamma, neutrons) qui présente I'avantage d’abolir de fagon plus ou moins importante
et parfois de facon irrémédiable, selon la dose, la formation des nouveaux neurones (Parent
et al.,, 1999; Peissner et al., 1999; Nagai et al., 2000; Tada et al., 2000; Mizumatsu et al.,
2003). L’élimination persistante des progéniteurs neuronaux repose sur la rupture des brins
d’ADN et sur le dysfonctionnement des mécanismes de réparation de 'ADN et du cycle
cellulaire (Bellinzona et al., 1996; Limoli et al., 2004; Wojtowicz, 2006). Dans I'ensemble, les
études réalisées chez la souris ou le rat montrent que I'abolition de la neurogenése induite par
irradiation est associée a des déficits mnésiques dans de nombreuses taches dépendantes de
I’hippocampe alors que l'acquisition de taches indépendantes de I'hippocampe reste intacte.
Par exemple, le blocage de la neurogenese adulte par irradiation chez le rat ou la souris
provoque des déficits de reconnaissance de place dans le labyrinthe en T (Madsen et al.,
2003), de mémoire spatiale dans le labyrinthe de Barnes (Raber et al., 2004) et dans la
piscine de Morris a long terme (Rola et al., 2004; Snyder et al., 2005; Fan et al., 2007), dans
une tache de peur conditionné au contexte (Saxe et al., 2006; Winocur et al., 2006; Warner-
Schmidt et al., 2008; Wojtowicz et al., 2008; Hernandez-Rabaza et al., 2009; Kitamura et al.,
2009; Snyder et al., 2009a; Yang et al., 2012), dans une tache de mémoire de travail spatiale
en présence de fortes interférences en labyrinthe radial (Saxe et al., 2007), dans une tache
d’inhibition du réflexe de sursaut (lwata et al., 2008) ou encore dans une tache associative de
non appariement retardé (Winocur et al., 2006). De plus, Snyder et coll. montrent que les
nouveaux neurones participent a la mémoire spatiale en piscine de Morris lorsqu’ils sont agés
de 4 a 28 jours puisque l'irradiation 1, 3 ou 4 jours avant I'acquisition de la tache n’affecte pas
les performances de rétention des animaux a trés long terme alors que lirradiation 4
semaines avant les affecte (Snyder et al., 2005). Ces auteurs montrent également que
lirradiation 4 ou 8 semaines avant I'acquisition d’'une tache de conditionnement de peur au
contexte chez le rat induit un déficit de performance a long terme alors qu’elle n'est pas
affectée 3 semaines aprés irradiation (Snyder et al., 2009a), suggérant donc que ce sont les
nouveaux neurones agés de 4 et 8 semaines qui participent a la mise en mémoire de ce type

d’informations.
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Type de blocage

Délai entre la fin du

Test comportemental

Ny Réduction d Effet
traitement et le début uction ce e Modéle Références
la neurogenése cognitif
Approche Dose Durée du test Type de mémoire Test comportemental Version Durée
Piscine de Morris Référence 5 jours —~
i i Mémoire spatiale Labyrinthe de Barnes 4 jours + Test 24h a i
5Gy 1 jour 3 mois 80% PI o Souris C57BI/6 Rola et al. 2004
lace
i Reconnaissance d'objet . 10" + Test 5'
Reconnaissance Nouvel objet %]
6 jours + Test 1 semaine a
28 Référence 6 jours + Test 2 semaines —
jours
10 Gy - 10" 2 jours ! 95% Mémoire spatiale Piscine de Morris 6 jours + Test 4 semaines — Rat LE Snyder et al. 2005
Plate-forme visible 5 jours + Test 3 semaines %]
1,3 ou 4 jours Référence 6 jours + Test 4 semaines [%]
. 5 Gy 3 jours 14 semaines 95% Mémaire spatiale 5 jours %] Souris 129/Sv Meshi et al. 2006
Irradlat_u?n téte X 40 jours Mémoire spatiale Piscine de Morris DNMTS 10 jours —~ .
entiere 10 Gy - 10" 2 jours i 80 -90% . » i RatLE Winocur et al. 2006
28 jours Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour —
5-10 Gy 1 jour 98 jours 75% Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 5 jours — Gerbille Fan et al. 2007
3x5 Gy 1 semaine 6 semaines 80% Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 24h — Rat SD Warner-Schmidt et al. 2008
Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 24h —
8 Gy 1 jour 5 semaines 60% L . o i Référence i [2] Rat LE Wojtowicz et al. 2008
Mémoire spatiale Piscine de Morris . 5 jours + Test 24h
Plate-forme visible %]
. y . %] Souris
2x10 Gy 2 jours 4 ou 8 semaines Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 24h — Rat Snyder et al. 2009
al
. . Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 24h — .
0,8 Gy 1 jour 1,7 et 14 jours ) ) . . Souris C57BI/6 Yang et al. 2012
Reconnaissance Reconnaissance d'objet Nouvel objet 10" + Test 24h —~
10 jours Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 5 jours a
3Gy 2x4 jours 5 et 18 jours 80% Reconnaissance Reconnaissance d'objet Nouvel objet 23 a Rat Wistar Madsen et al. 2003
X
8,21 et 42 jours Mémoaire spatiale Labyrinthe en T Place —~
. o . Piscine de Morris Référence 3 jours ] .
1x10 Gy 3 mois 90% Mémoire spatiale i ) Souris C57BI/6 Raber et al. 2004
Labyrinthe de Bames 5 jours -
Conditionnement Peur conditionné Contexte . —
) ) 1 jour Saxe et al. 2006
. . Reconnaissance Labyrinthe en Y Place %] )
5 Gy 3 jours 3 mois i Soauris 129/Sv
P - 10 jours + Test a
Irradiation Mémoire spatiale DNMTS — Saxe et al. 2007
focale de . i . i .
I'hippocampe . Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 4 jours + Test 24h [%] .
Pp! P 3x5 Gy 1 semaine 100 jours 50% - o ) Souris C57BI/6 Clark et al. 2008
Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 24h a
L ) Labyrinthe radial Mémoire de travail au moins 5 jours —
. . Mémoire spatiale o . . )
15 Gy 3 semaines 3 mois 60% Piscine de Morris Référence 5 jours + Test 24h %] Rat SD lwata et al. 2008
Inhibition Réflexe sursaut 1 jour —
. . Mémoire de travail Labyrinthe en T 1 jour + Test 1 semaine a
2x7.5 Gy 2 jours 8 semaines 36% . o i Rat LE Hernandez-Rabaza et al. 2009
Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 2, 24 et 48h —
. . Conditionnement . 1 jour + Test 24h i
10 Gy 1 jour 3 mois 75% Peur conditionné Contexte a Souris C57BI/6 Ko et al. 2009

Extinction

1 semaine

Tableau 2 : Effets du blocage de la neurogenéese adulte hippocampique par irradiation sur les processus mnésiques



L’inhibition de la neurogenése adulte hippocampique par irradiation bloque 'amélioration des
performances en piscine de Morris ou en conditionnement de peur au contexte, sans bloquer
I’'acquisition de la tdche chez des animaux soumis a un exercice physique (Clark et al., 2008;
Wojtowicz et al., 2008; Kitamura et al., 2009), suggérant que la neurogenése adulte est
nécessaire a 'amélioration des performances liées a I'exercice. De méme, la neurogenése
adulte est nécessaire a l'action bénéfique des antidépresseurs sur les performances
mnésiques (Santarelli et al., 2003). Néanmoins, a I'opposé des études précédemment citées,
certains auteurs montrent que le blocage de la neurogenése adulte par irradiation n’induit pas
de déficits mnésiques dans 'acquisition et la rétention a court terme de la tache de piscine de
Morris, dans une tache de reconnaissance d’objets a court terme dans sa version spatiale,
dans le labyrinthe de Barnes, dans une tache de mémoire de travail sans interférence en
labyrinthe radial ou encore dans une tache de conditionnement de peur au contexte (Madsen
et al., 2003; Raber et al., 2004; Rola et al., 2004; Saxe et al., 2007; Meshi et al., 2006; Saxe et
al., 2006; Clark et al., 2008; Wojtowicz et al., 2008; Ilwata et al., 2008; Hernandez-Rabaza et
al., 2009; Kitamura et al., 2009; Ko et al., 2009).

Ces méthodes ont cependant leurs limites. Le blocage de la neurogenese par les
antimitotiques ou par irradiation reste partiel selon les cas puisque 10% a 50% des nouveaux
neurones sont encore présents aprés manipulation (Tableaux 1 et 2; Dupret et al., 2005;
Wojtowicz, 2006; Fan et al., 2007; Gould, 2007; Ko et al., 2009), et certaines études montrent
qu’'une faible proportion de nouveaux neurones au sein du GD suffirait a maintenir des
performances mnésiques correctes dans différentes taches (Ko et al.,, 2009). Fan et coll.
montrent que la production de nouvelles cellules est inhibée 1, 2 et 4 jours apres irradiation,
mais que celle-ci présente un rebond a 8 et 14 jours pour ensuite a nouveau diminuer
fortement et atteindre un niveau significativement différent des animaux contréles, et ce
jusqu’a 9 mois apres irradiation (Fan et al., 2007). Néanmoins, 2 semaines apres irradiation, le
nombre de nouveaux neurones immatures est significativement différent des animaux non
irradiés (Fan et al., 2007). Ces résultats suggérent qu’il est possible que suite a I'inhibition
brutale par Iirradiation, la production de nouvelles cellules augmente de fagon transitoire sans
gu’elle aboutisse a une augmentation du nombre de nouveaux neurones, laissant supposer
qgu’une plus forte gliogenése ou une mort accrue durant cette courte période pourrait perturber
les performances mnésiques (Mizumatsu et al., 2003; Rola et al., 2004; Fan et al., 2007). De
plus, lirradiation quand elle est réalisée sur la totalité de la téte pourrait conduire a des effets
non spécifiques sur les processus mneésiques et abolir également la neurogenése du BO,
alors que lirradiation focale de l'hippocampe diminue ce risque et permet d’explorer
spécifiguement l'influence de I'absence de la neurogenése hippocampique (Wojtowicz, 2006).
De méme, parce que les doses, l'intensité, le nombre et les temps d’irradiations et donc
l'influence de la réponse inflammatoire ne sont pas les mémes dans les différentes études

proposées, la proportion de diminution de la neurogenése et son implication dans les
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processus mnésiques étudiés sont relativement hétérogenes (Wojtowicz, 2006). Ceci suggére
que les résultats négatifs observés en I'absence de neurogenése adulte suite a I'utilisation des
antimitotiques ou de lirradiation sont a prendre avec précaution et ne signifient pas que la

neurogenese adulte ne participe pas aux processus mnésiques étudiés.

La troisieme technique de blocage de la neurogenése adulte consiste a utiliser des modéles

génétiques d’inhibition (Tableau 3; voir pour revue Deng et al., 2010; Imayoshi et al., 2011).

Le modele de souris transgéniques GFAP-TK TG ou Nestin-TK TG exprime le « Herpes virus
thymidine kinase » (virus TK) sous la régulation du promoteur de la GFAP ou de la nestin
dans les cellules souches/progénitrices permet, en présence de l'antiviral Gangiclovir (GCV),
d’inhiber spécifiquement la neurogenése adulte (Saxe et al., 2007; Deng et al., 2009). Dans ce
type de modele, les souris présentent un déficit de mémoire de peur au contexte et dans une
tache de mémoire spatiale de travail en labyrinthe radial (Saxe et al., 2006, 2007; Deng et al.,
2009), et ce sans déficit dans les mémoires indépendantes de I'hippocampe (Saxe et al.,
2006). En outre, l'arrét du traitement GCV permet de retrouver des performances mnésiques
comparables a celles des souris contréle dans la tache de mémoire spatiale de travail (Saxe
et al., 2007). Deng et coll. montrent que dans le modele Nestin-TK TG, le blocage des
nouveaux neurones agés de 1 a 3 semaines induit un déficit de rétention a long terme (1
semaine) d’'une mémoire spatiale dans la piscine de Morris alors que le blocage des nouveaux
neurones ageés de 4 a 11 semaines n’induit pas de déficit (Deng et al., 2009), suggérant que
les nouveaux neurones participent aux processus mnésiques lorsqu’ils se situent dans leur
période critique d’intégration au sein des réseaux neuronaux de I'hippocampe. En présence
de Tamoxifen, le modéle Nestin-CreER/NSE-DTA (Imayoshi et al., 2006; Arruda-Carvalho et
al., 2011) permet d’inhiber spécifiguement la neurogenése adulte grace a I'expression de la
toxine diphtérique spécifiqguement dans les nouveaux neurones. Ces souris montrent des
déficits d’acquisition et de rétention a long terme (1 et 5 semaines) mais pas a 24 heures en
mémoire spatiale dans le labyrinthe de Barnes et dans la piscine de Morris, un déficit de
mémoire de discrimination visuelle entre deux contextes, ainsi qu’un déficit de mémoire en
peur conditionnée au contexte mais pas dans la version indicée (Imayoshi et al., 2008;
Arruda-Carvalho et al., 2011). Dans ce méme modele, Arruda-Carvalho et coll. montrent que
'ablation des nouveaux neurones aprés l'apprentissage induit des déficits de mémoires
dépendantes de I'hippocampe c’est-a-dire une perte du souvenir préalablement acquis
(Arruda-Carvalho et al., 2011), suggérant que la perte spécifique des nouveaux neurones qui

ont servi durant I'apprentissage aboutit a la perte du souvenir.
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Type de blocage

Délai entre la fin du

Test comportemental

traitement et le début Réduction de Effe_t_ Modéle Références
du test la neurogenése . . cognitif
Approche Dose Durée u Type de mémoire Test comportemental Version Durée
. Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour — X Saxe et al. 2006
6 semaines i i i i Souris
Mémoire de travail Labyrinthe radial DNMTS Saxe et al. 2007
GFAP-TK TG GCVv Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour @
8 semaines ) . Labyrinthe radial Mémoire de travail 1 jour @ Rat Groves et al. 2013
Mémoire spatiale i . o .
Piscine de Morris Référence 3 jours + Test 24h @
] ) 8 jours + Test 24h @
semaine . . o . —
. i . Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence . . .
Nestin-TK TG GCcv 14 jours 3,5 semaines 50% 8 jours + Test 1 semaine @ Souris Deng et al. 2009
9 semaines @
1 semaine Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 24h -
. . . 6 jours + Test 24h @
i i Mémoire spatiale Labyrinthe de Barnes . . . i
4 jours 1 mois 6 jours + Test 1 semaine - Souris Imayoshi et al. 2008
Nesti Conditionnement Peur conditionné Contexte —
estin-
créer/NSE-DTA N . Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 8 jours —
amoxifen . —-_
5 jours 7 semaines 90% Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 5 jours + Test 1 semaine Souris Arruda-Carvalho et al. 2011
5 jours + Test 5 semaines -
Discrimintaion visuelle 5 jours —~
Tix-CreE 8i 4 . 80% Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 5 jours + Test 24 et 48h — Souri 7h t al. 2008
x-Lresr Jours semaines ° Conditionnement Peur conditionné Contexte 3 jours + Test 24 et 48h @ ourls ang et al.
Nesti D i 7oug Mémoi tial Piscing de Momi Référence 9 jours + Test —
estin- oxycycline ou . émoire spatiale iscine de Morris ! - i )
SITA/TRE-Bax 2mg/ml semaines 65% Plate-forme visible 9 jours + Test @ Souris Dupret et al. 2008
Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 24h @
N TAITRE Meémoi il Piscine de Morris Refe 3 jours + Test 24h —
in- - émoire spatiale éférence
esimPr::a Doxyeycline 65 jours %] P Labyrinthe radial 10 jours — Souris Farioli-Vecchioli et al. 2008
Conditionnement Peur conditionné Contexte 1 jour + Test 24h —
Nestin- Doxycycline 15 semaines 30% Conditionnement Discrimination Contexte 13 jours ~ Souris Tronel et al. 2012
StTA/TRE-Bax Yoy i )

Tableau 3 : Effet du blocage génétique de la neurogenéese adulte hippocampique sur les processus mnésiques



Le modele TIx"creER

en présence de tamoxifen permet d’inhiber spécifiquement I'expression
du géne Tailless qui régule la prolifération des cellules progénitrices (Liu et al., 2008),
induisant un déficit d’acquisition et de rétention a court terme d’'une mémoire spatiale en
piscine de Morris mais pas dans une tache de conditionnement de peur au contexte ni dans
des tdches de mémoire indépendantes de I'hippocampe (Zhang et al., 2008). Le modéle
Nestin-rtTA/TRE-Bax permet d’'induire spécifiqguement la mort des cellules progénitrices qui
expriment la nestin par expression de la protéine pro-apoptotigue Bax en présence de
doxycycline et aboutit & un déficit d’acquisition et de rétention a court terme d’une tache de
mémoire spatiale en piscine de Morris et dans une tache de discrimination de contexte, mais
pas dans une tache de conditionnement de peur au contexte (Dupret et al., 2008). De méme,
le modele Nestin-rtTA/TRE-PC3 permet d’induire I'expression du géne PC3 en présence de
doxycycline dans les cellules progénitrices. Ce géne, qui s’exprime normalement dans les
progéniteurs neuronaux avant la derniére division asymétrique et qui participe a la
différenciation terminale (Gossen & Bujard, 1992; Corrente et al., 2002; Canzoniere et al.,
2004), induit une différenciation prématurée des nouveaux neurones produits avec une
réduction du nombre de cellules progénitrices de type 1 et 2 (Farioli-Vecchioli et al., 2008). Ce
modéele n’altére donc pas le nombre mais la morphologie des nouveaux neurones formés en
accélérant leur différenciation et en perturbant ainsi leur intégration au sein des réseaux
neuronaux de I'hippocampe (Farioli-Vecchioli et al., 2008). Ce modéle présente de sévéres
déficits d’acquisition et de rétention dans une tache de mémoire spatiale en piscine de Morris
ou en labyrinthe radial et dans une tache de peur conditionné au contexte mais pas dans des
taches de mémoire indépendantes de I'hippocampe (Farioli-Vecchioli et al., 2008), suggérant
donc que la maturation effective des nouveaux neurones est nécessaire a leur participation
aux processus mnésiques dépendants de I'hippocampe. Néanmoins, certains modeéles
transgéniques de blocage de la neurogenese ne sont pas associés a des déficits mnésiques.
Contrairement aux études menées par Saxe et coll., Groves et coll. ne montrent pas de
déficits mnésiques dans une tdche spatiale en piscine de Morris et dans une tache de
conditionnement de peur au contexte ou & un son chez le modele GFAP-TK (Groves et al.,
2013). De méme, l'inactivation chez la souris de I'expression de la cycline D (souris KO D2),
une protéine impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et exprimée dans les progéniteurs
neuronaux de [I'hippocampe, inhibe fortement la neurogenése adulte hippocampique
(Kowalczyk et al., 2004; Jaholkowski et al., 2009) mais n'altére pas les performances
mnésiques dans différentes taches dépendantes ou indépendantes de I'hippocampe
(Jaholkowski et al., 2009). Dans le modéle de souris transgénique FSM qui surexprime la
Follistatine, une protéine inhibitrice de [I'Activine, facteur de croissance qui régule la
différenciation et la prolifération ainsi que la morphologie des épines dendritiques (Ageta et al.,
2008), les souris montrent une forte diminution de la survie des nouveaux neurones produits

(Ageta et al., 2008; Kitamura et al., 2009) mais ne montrent pas de déficit de rétention a long
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terme d’'une mémoire de conditionnement de peur au contexte (Kitamura et al., 2009). En
résumé, méme si globalement le blocage de la neurogenese adulte hippocampique induit un
certain nombre de déficits de mémoires dépendantes de I'hippocampe, les résultats restent
contrastés et ce méme parfois pour des tdches de mémoire identiques. Ces différences
peuvent s’expliquer par 'hétérogénéité des protocoles utilisés en termes d’espéce étudiée, de
méthode et de durée de blocage, des tadches de comportements utilisées mais également

selon I'age des nouveaux neurones affectés durant la tiche de mémoire.

lll. Influence de l'apprentissage sur la neurogenése adulte

hippocampigque

L’ensemble des études sur les corrélations positives entre neurogenese adulte et
performances mnésiques ainsi que celles sur le blocage de la neurogenese suggerent que les
nouveaux neurones participent aux processus mnésiques. Nous avons également vu dans le
chapitre 2 que la production des nouveaux neurones peut étre influencée par les
neuromédiateurs et notamment par le glutamate dont la libération reflete en grande partie
I'activité des réseaux neuronaux. Il est donc plausible que I'activation des réseaux neuronaux
de I'hippocampe puisse influencer directement ou indirectement la production et/ou la survie
des nouveaux neurones chez l'adulte. Plusieurs études montrent que certaines taches
mnésiques qui requierent I'hippocampe modulent également la production de nouveaux
neurones au sein du GD (voir pour revue Gould et al., 1999c; Leuner et al., 2006a; Epp et al.,
2013). Néanmoins, comme pour le blocage de la neurogenése adulte, les résultats obtenus,

synthétisés dans le Tableau 4 ci-apres, restent contrastés.

Pour résumer, I'ensemble de ces données montre que différents apprentissages influencent
positivement ou négativement la survie des nouveaux neurones. Au regard des différents
paradigmes expérimentaux testés, on peut conclure qu’'un nombre important de facteurs sous-
tendent I'effet de I'apprentissage sur la neurogenése adulte : I'espéce et le sexe, le type de
tache, sa durée et sa difficulté, et surtout 'dge des nouveaux neurones au moment de
'apprentissage (voir pour revue Epp et al., 2013). Néanmoins, on notera que l'effet de
I'apprentissage qu'il soit positif ou négatif sur la neurogenése adulte est bien spécifique des
tdches de mémoire dépendantes de I'hippocampe (Gould et al., 1999a; Ambrogini et al.,
2004b; Hairston et al., 2005; Van der Borght et al., 2005; Leuner et al., 2006b; Dupret et al.,
2007). Plusieurs questions se sont posées au travers de ces études : Comment le type, la
force et les phases de l'apprentissage influencent-ils la survie des nouveaux neurones ?
Existe-t-il une sélection des nouveaux neurones en fonction de leur age pour participer aux

processus mnésiques ?
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Type d'apprentissage

Neurogenése adulte hippocampique

N = Modéle Références
Type de mémoire Test comportemental Version Durée Injections BrdU Sac.rl.flce‘apres Age nouveaux neu.rones au Eﬁe.ts
injection moment apprentissage apprentissage
Conditionnement Réflexe contionné palpébral Trace 4 jours 200mg/kg - 24h 24h Proliferation @ Rat 8D Gould et al. 1999
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 6 jours [} Rat LE Snyder et la. 2005
. . - . . Rat Wistar
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 5 jours @ Rat SD Van der Borght et al. 2005
a
Référence Prolifération Ki67 @
o . o . PF visible 4 jours
Mémoire spatiale Piscine de Morris Rat SD Mahapel et al. 2006
Travail ) ~—~
14 jours
Conditionnement Peur conditionné Contexte 2 jours 200mg/kg - 2h 2h Prolifération — Rat SD Pham et al. 2005
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 14 jours 3x18mg/kg - 24h 24h Prolifération —~ Rat Wistar Namestkova et al. 2005
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 4 jours 50mg/kg - 4 jours 24h Prolifération @ Rat SD Débrossy et al. 2003
i if d 1 jour 1 i
Evitement actif d'un choc ! semane @ Rat Wistar Van der Borght et al. 2005
électrique 4 jours 12 jours
3 jours ) . .
4 Prolifération Ki67 @
ours
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence J Rat SD Dupret et al. 2007
5 jours
6 jours
X ‘ X Trace —7
Conditionnement Réflexe conditionné palpébral )
Delay 11 jours %]
4 jours 200mag/kg 1 semaine —7 Rat SD Gould et al. 1999
_— " - . Référence
Mémoire spatiale Piscine de Morris 18 jours [%]
PF visible 11 jours -7
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 5 jours 2x50mg/kg - 3 jours 15 jours 148 jours —7 Corme exteme Rat SD Ambrogini et al. 2000
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 5 jours 2x50mg/kg - 3 jours 24h 144 jours —7 Rat SD Lemaire et al. 2000
8 jours 50mag/kg - 8 jours 24h 1a8jours @
4 jours 24h
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 8 jours . 24h 1a4jours —7 Rat SD Dobrossy et al. 2003
X 50mag/kg - 4 jours )
4 jours 30 jours —7
8 jours 24h 5a8jours —
. . . ) Référence . ) i e —~ -
Mémoire spatiale Piscine de Morris PF visibk 5 jours 2x50mg/kg - 3 jours 3 semaines 8a 15 jours @ Rat SD Ambrogini et al. 2004
visible
10 jours —7
Conditionnement Reéflexe contionné palpébral Trace 3 jours 200mglkg 40 jours 1 semaine —7 Rat SD Leuner et al. 2004
70 jours —7
o 7 1 jour 8 jours —7
Transmission sociale de , 300mgrkg 16 jours 13 et 14 jours @ Rat LE Olariu et al. 2005
préférence alimentaire 2 jours
8et 13 jours -
4 jours 2x100mg/k j 7a11jours —7 Rat ? Hairston et al. 2005
Memoi - Piscine de Morri Référence ! g/a 12 jours !
émoire spatiale iscine de Morris :
P . 5 jours 100mg/kg - 3 jours 2 semaines 749 jours Rat Wistar et
PF visible Rat SD
; . . f o @ Van der Borght et al. 2005
Evitement actif d'un choc 1 jour 50mg/kg - 3 jours 1 semaine 4 a7 jours Rat Wistar
electrique 4 jours 100mg/kg - 3 jours 12 jours 4411 jours
Conditionnement Peur conditionne Contexte 2 jours 200mg/kg 12 jours 104 11 jours @ Rat SD Pham et al. 2005
19 jours
Mémoire spatiale Piscine de Morris Référence 6 jours 3x200mg/kg 26 jours 7a12 jours @ RatLE Snyder et al. 2005

40 jours



Conditionnement

Mémoire spatiale

Mémoire spatiale

Mémoire spatiale

Mémoire spatiale

Mémoire spatiale

Memoire spatiale

Conditionnement

Mémoire spatiale

Mémoire spatiale

Mémoire spatiale

Meémoire spatiale

Mémoire spatiale
Mémoire spatiale

Peur conditionne

Piscine de Morris

Piscine de Morris

Piscine de Morris

Piscine de Morris

Piscine de Morris

Piscine de Morris

Réflexe contionné palpébral

Piscine de Morris

Piscine de Morris

Piscine de Morris

Piscine de Morris

Piscine de Morris
Piscine de Morris

Trace
Delay
Référence

Travail

Référence + Travail

Référence

Référence

Référence

Reférence

Trace 250ms
Trace 500ms.
Trace 500ms Cue

Reéférence

Travail

Référence

Travail

Reéference
Travail

Référence

Référence
PF visible

Référence

Reféerence

Référence
Référence

4 jours

4 jours

14 jours
7 jours
8 jours
3 jours
4 jours
5 jours
6 jours
5 jours
6 jours

5 jours

1 jour

6 jours

8 jours
6 jours

4 jours

8 jours

Arrét asymptote

5 jours

6 jours

4 jours
40

200mg/kg

4x50mg/kg

50mg/kg - 2 semaines
50mg/kg - 4 jours

50mg/kg - 3 jours

50mg/kg - 2 jours
50mg/kg

200mg/kg

3x100mgrkg

100mag/kg

100mg/kg - 4 jours
100mg/kg

200mg/kg

100mg/kg - 3 jours

100mg/kg - 3 jours

50mg/kg

200mg/kg

3x50mgrkg

200mg/kg
2x50mg/kg - 4 jours

13 jours

11 jours
11 jours
21 jours
2 semaines
9 jours
3 jours
4 jours
5 jours
6 jours
10 jours
14 jours
5 jours
10 jours
15 jours
39 jours
13 jours
43 jours
73 jours.
103 jours
9 jours
9 jours

21 jours

9 jours
36 jours
9 jours
36 jours
4 jours
32 jours
4 jours
32 jours

18 jours

2 mois
4 mois

16 jours

10 jours
15 jours
20 jours
13 semaines
15 semaines
7 semaines
8 semaines
20 jours
6 semaines

1 semaine

1 semaine

1214 jours
1215 jours
147 jours
1a 3jours
144 jours
1a5 jours
1 a6 jours
3a9jours
7a13 jours
145 jours
6210 jours

11a 15 jours

9 jours

7413 jours

148 jours
3a9jours

7 a 11 jours

148 jours

14a 3 jours

7 a18 jours

2 mois
4 mois

6a 11 jours

145 jours
6210 jours
114 15 jours

12 semaines

6 semaines

6210 jours
6 semaines

R EARRR
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Rat 8D

Rat SD

Rat SD

Rat SD

Rat Sd

Souris C57BI/6

Rat SD

Rat ?

Souris
C57BL/6NCrivr

Rat ?

RatSDetLE

Rat SD

Rat 8D

Rat SD
Souris

Leuner et al. 2006

Mohapel et al. 2006

Aztiria et al. 2007

Dupret et al. 2007

Epp et al. 2007

Trouche et al. 2009

Tronel etal. 2010

Waddell et al. 2011

Xu etal 2011

Lemaire et al. 2012

Epp et al. 2011

Tronel et al. 2015

Chow et al. 2013
Tashiro et al. 2007

Tableau 4 : Influences de I'apprentissage sur la neurogenése adulte hippocampique



Tout d’abord, nous avons vu que plusieurs formes de mémoires dépendantes de
I’hippocampe induisent des modifications de la neurogenése adulte hippocampique mais la
durée d’'un apprentissage peut induire des effets opposés sur la survie des nouveaux
neurones (Tableau 4). En effet, les différentes phases d’un apprentissage sur plusieurs
jours (acquisition puis stabilisation), notamment lors de I'apprentissage d’'une tache spatiale
en piscine de Morris peuvent avoir des effets complexes sur la neurogenése (Débréssy et al.,
2003; Dupret et al., 2007). Brievement, selon certains auteurs la prolifération des cellules
progénitrices ne serait influencée qu’en fin d’apprentissage, une fois la tache maitrisée,
indiquant que ces nouveaux neurones produits durant cette phase ne participent pas a cet
apprentissage. De plus la survie d’'une partie de ces neurones néoformés est favorisée a long
terme (30 jours) pour potentiellement favoriser un apprentissage ultérieur. Au contraire, la
phase d’acquisition favorise la survie de cellules adgées d’au moins 1 semaine tout en
diminuant par apoptose la survie des cellules produites pendant cette phase d’autant plus
rapidement que les animaux ont appris a localiser rapidement et précisément la plate-forme,
suggérant que l'apprentissage est aussi optimisé par une perte neuronale de neurones
néoformés trop immatures. Dans ce sens, le blocage de la mort des nouveaux neurones
recrutés par I'apprentissage aboutit a un déficit de mémoire spatiale en piscine de Morris
(Dupret et al., 2007; Tronel et al., 2010, 2012). Ces données indiquent donc que chaque
phase d’un apprentissage spatial (acquisition, stabilisation), quand il est pratiqué sur plusieurs
jours, influence différemment la prolifération des cellules progénitrices et la survie de
nouveaux neurones de différents ages, suggérant que la sélection de certains nouveaux
neurones pour survivre au profit de certains autres qui meurent, ou le «turnover » des
nouveaux neurones, est un mécanisme essentiel au fonctionnement optimal de la mémoire
(Figure 21).

Deuxiemement, le niveau de difficulté de la tdche semble étre un facteur important de I'effet
pro-survie de I'apprentissage. Par exemple, dans le cas d’un conditionnement de peur au
contexte, l'acquisition de l'association entre la représentation du contexte et le stimulus
inconditionnel se fait en un seul essai, ce qui est insuffisant pour influencer la survie des
cellules nées 10 jours auparavant (Pham et al., 2005; Lopez-Fernandez et al., 2007). Par
contre, un protocole distribué dans une tache de conditionnement palpébral induit une
augmentation de la survie des nouveaux neurones associée a de bonnes performances
mnésiques, contrairement a un protocole massé (Sisti et al., 2007). De méme, Waddell et coll.
montrent qu’'un certain nombre d’essais de conditionnement du clignement palpébral est
nécessaire pour obtenir I'effet pro-survie de I'apprentissage (Waddell et al., 2011), suggérant
que la force de Il'acquisition d’'une tache est un paramétre important pour influencer la
neurogenese hippocampique. Enfin, I'apprentissage d’'une tache de mémoire spatiale de
travail diminue la survie des nouveaux neurones contrairement a celui d’'une tache de

mémoire spatiale de référence qui induit une augmentation (Xu et al., 2011). L’ensemble de
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ces résultats montre que la difficulté de la tadche d’apprentissage, son type et sa qualité
peuvent influencer plus fortement la neurogenése adulte, suggérant un lien entre

neurogenése et gestion des interférences mnésiques.
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Figure 21 : Influence de I’apprentissage sur la neurogenése adulte hippocampique

Les nouveaux neurones participent a la mise en mémoire (partie verte) et 'apprentissage module la
maturation des nouveaux neurones (partie bleue). La phase précoce de l'apprentissage dépendant de
I’hippocampe, caractérisée par une amélioration rapide des performances, augmente la survie a long terme
des nouveaux neurones agés de 1 a 3 semaines au moment de la tache. La phase tardive de I'apprentissage,
caractérisée par une stabilisation des performances, induit la mort des nouveaux neurones plus jeunes que
ceux sélectionnés précédemment car trop immatures. Cette vague d’apoptose est suivie par une prolifération
cellulaire accrue en vue d’'un nouvel apprentissage. Extrait de Dupret & Abrous, 2010.

Indépendamment du nombre de nouveaux neurones, I'apprentissage d’'une tache de mémoire
spatiale en piscine de Morris induit une accélération de la maturation des nouveaux neurones
immatures (augmentation de I'expression de NeuN, mise en place précoce des synapses
GABAergiques, accélération de la croissance axonale, augmentation de la complexité de
I'arborisation et du nombre d’épines dendritiques) (Epp et al., 2007; Ambrogini et al., 2010;
Tronel et al., 2010; Lemaire et al., 2012), et ce de facon dépendante de la demande cognitive
de la tache (Tronel et al., 2010). De plus, malgré une diminution de la survie des nouveaux
neurones lors de la phase d’acquisition d’'une mémoire spatiale en piscine de Morris, la
maturation de l'arborisation dendritique des neurones restants est améliorée (Tronel et al.,

2010). Cette accélération de la maturation des nouveaux neurones lors de I'apprentissage
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pourrait étre a l'origine de 'amélioration de la survie des neurones immatures en augmentant
la période critique durant laquelle ils peuvent étre intégrés au sein des réseaux neuronaux et

ainsi participer a la mise en mémoire (Ambrogini et al., 2010).

En résumé, 'ensemble de ces données suggere que la formation de mémoires dépendantes
de 'hippocampe peut avoir un double effet sur la survie des nouveaux neurones du GD de
I’hippocampe en favorisant leur survie lorsqu’ils sont trés immatures et leur élimination s’ils ont
atteint un niveau critique de maturation au moment de I'acquisition. Ces résultats suggérent
que lors de l'apprentissage, une sélection des nouveaux neurones se fait en fonction de leur
age afin d’obtenir la proportion idéale de nouveaux neurones participant a la mise en mémoire

d’une information.

Néanmoins, ces données ne permettent pas de déterminer si la régulation de la neurogenese
est directement ou indirectement influencée par I'apprentissage. Certains auteurs fournissent
des éléments de réponse a cette question en montrant des corrélations entre le niveau de
neurogenése adulte hippocampique et les performances mnésiques dans différentes taches
de mémoire dépendantes de I'hippocampe. Plusieurs auteurs montrent une corrélation
positive entre le niveau de neurogenése des animaux et leurs performances dans une tache
de mémoire spatiale ou de conditionnement de peur au contexte (Ambrogini et al., 2000;
Kempermann & Gage, 2002b; Wojtowicz et al., 2008; Epp et al.,, 2011a). Leuner et coll
montrent également une corrélation positive entre le taux de survie des nouvelles cellules
agés de 8 jours et les performances au début de l'acquisition dans un conditionnement de
trace du clignement palpébral (Leuner et al.,, 2004). De méme, la survie des nouveaux
neurones agés de 1 a 4 jours ou agés de 1 semaine est d’autant plus importante que les
animaux présentent de bonnes performances dans l'acquisition d’'une mémoire spatiale en
piscine de Morris (Lemaire et al., 2000; Sisti et al., 2007). De plus, ces auteurs montrent une
corrélation positive entre les performances lors du test de rétention 2 semaines apres
I'acquisition et le niveau de neurogenése (Sisti et al., 2007), suggérant une implication a long
terme des nouveaux neurones dans la consolidation de la mémoire. A contrario, la
prolifération des cellules progénitrices est inversement corrélée aux performances mnésiques
dans une tache de conditionnement de peur au contexte (Pham et al., 2005; Akers et al.,
2014). Par ailleurs, le niveau de nouvelles cellules générées durant la phase tardive d'un
apprentissage spatial en piscine de Morris est inversement corrélé aux performances dans
cette tache (DObrossy et al., 2003; Epp et al., 2007), suggérant que la sélection des nouvelles

cellules est essentielle pour la mise en mémoire d’une information.
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V. Recrutement des nouveaux neurones hippocampiqgues par les

processus mnésigues et période critique

La question de la participation des nouveaux neurones a [lactivité des réseaux
hippocampiques est essentielle a la compréhension de leur implication précise dans la mise
en mémoire d’'une information. Plusieurs auteurs ont examiné le recrutement des nouveaux
neurones dans ces processus en utilisant I'expression des IEGs Arc, c-Fos et/ou Zif268
comme marqueurs d’activation de ces neurones suite a un apprentissage ou au rappel

mnésique.

Une grande majorité des études a montré que I'dge des nouveaux neurones au moment de
I'apprentissage influence de fagon cruciale leur survie a court ou a long terme (Tableau 4) et
ces résultats semblent indiquer une implication précoce des nouveaux neurones dans les
processus mnésiques. Nous avons vu dans le chapitre 2 (voir chapitre 2, IV.C.5, page 49) que
les nouveaux neurones peuvent exprimer les IEGs dés I'age de 2 semaines chez le rat et 3
semaines chez la souris, suggérant qu'a partir de cet age les nouveaux neurones sont
potentiellement capables de participer a l'activité des réseaux et a la mise en mémoire d’'une
information (Jessberger & Kempermann, 2003; Bruel-Jungerman et al., 2006; Snyder et al.,
2009a). Snyder et coll. ont d’ailleurs réalisé une cinétique de I'expression de Zif268 dans les
nouveaux neurones lors de I'apprentissage d’'une tdche de mémoire spatiale en piscine de
Morris chez le rat et montrent une expression significative de Zif268 dans les nouveaux
neurones agés de 2 et 4 semaines par rapport a des neurones plus jeunes ou plus vieux
(Snyder et al., 2009a). De méme, le rappel a long (5 jours) ou trés long terme (30 jours) d’'une
tdche de mémoire spatiale en piscine de Morris induit une activation des nouveaux neurones
agés de 1 a 2 semaines au moment de I'apprentissage (Trouche et al., 2009; Epp et al.,
2011a, 2011b). Enfin, la réexposition a un environnement enrichi familier ainsi que le
réapprentissage d’'une tache de mémoire spatiale 4 semaines aprés la premiére exposition,
induit une forte activation des nouveaux neurones agés de 1 a 2 semaines au moment de la
premiere exposition (Tashiro et al., 2007; Trouche et al., 2009). L’activation des nouveaux
neurones a cet age est bien dépendante d'une tache d’apprentissage puisque I'exploration
spatiale d’'un environnement n’induit pas d’activation des nouveaux neurones &gés de 2
semaines (Sandoval et al., 2011). Récemment, le développement des outils d’'optogénétique a
permis de montrer que l'inactivation spécifique des neurones agés de 4 semaines mais pas
ceux agés de 2 ou 8 semaines induit un déficit de rétention d’'une mémoire dépendante de

I'hippocampe (Gu et al., 2012a).

Ces données suggeérent que les nouveaux neurones doivent avoir atteint un certain niveau de
maturation pour étre recrutés et que bien qu’ils soient encore relativement immatures au
moment de I'apprentissage, les nouveaux neurones sont capables de participer a la mise en

mémoire d’une information et a son rappel a long terme.
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Concernant les nouveaux neurones plus vieux, certains auteurs montrent que ceux agés de 6
semaines au moment de I'apprentissage sont recrutés par I'apprentissage et le rappel de la
tache (Farioli-Vecchioli et al., 2008; Tronel et al., 2015). D’autres auteurs montrent également
une activation préférentielle des nouveaux neurones par rapport aux préexistants lorsqu’ils
sont agés de 4 a 10 semaines, mais pas lorsqu’ils sont plus jeunes (Kee et al., 2007; Farioli-
Vecchioli et al.,, 2008; Stone et al., 2011). Néanmoins, il semble que l'activation de ces
nouveaux neurones agés de 4 a 6 semaines ne soit pas spécifique d’'un apprentissage
dépendant de I'hippocampe puisqu’ils sont également activés par I'exploration d’un nouvel
environnement et par I'exercice physique (Sandoval et al., 2011; Clark et al., 2012). Dans ce
sens, certains auteurs ne montrent pas d’activation préférentielle des nouveaux neurones
agés de 6 semaines par rapport aux neurones préexistants suite a une tache de mémoire

spatiale en piscine de Morris (Jessberger & Kempermann, 2003; Tashiro et al., 2007).

L’ensemble de ces travaux a permis de montrer qu’il existe une période critique, comprise
entre 1 et 4 semaines aprés leur naissance, au cours de laguelle les nouveaux neurones sont
plus sensibles aux stimuli externes et ainsi susceptibles de participer aux processus
mnésigues dépendants de I'hippocampe (Figure 22; voir pour revue Aasebg et al., 2011).
C’est par ailleurs durant cette méme période que les nouveaux neurones, sélectionnés pour
survivre ou mourir, présentent des caractéristiques physiologiques particulieres et notamment
une hyperexcitabilité et une facilitation de la plasticité synaptique qui pourraient leur permettre

de participer préférentiellement aux processus mnésiques.
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Figure 22 : Période critique d’intégration des nouveaux neurones hippocampiques

Les nouveaux neurones s’integrent au sein des réseaux neuronaux préexistant de I'hippocampe lorsqu’ils se
situent dans une période critique située entre 1 et 3 semaines apres leur naissance afin de participer aux
processus mnésiques dépendants de I'hippocampe. Extrait de Aasebo et al. 2011.

87



V. Séparation de patterns

Etant donné le role essentiel du GD dans la fonction de séparation de patterns afin de
transformer des expériences ou des événements similaires en représentation non-
chevauchante et ainsi limiter les interférences (voir chapitre 1, I1.C.3, page 24), il est légitime
de se poser la question du réle de la neurogenése adulte hippocampique dans cette fonction
particuliere. Les nouveaux neurones présentant une période critique au cours de leur
maturation durant laquelle ils sont hyperexcitables et plus facilement recrutés, il est probable
gu’ils sous-tendent en partie les capacités de plasticité synaptique du GD et qu’ils jouent aussi
un réle critique dans la discrimination d’éléments proches (voir pour revue Aimone et al.,
2010, 2011; Sahay et al., 2011b; Yassa & Stark, 2011). Au cours des cing derniéres années, il
a été montré que la neurogenése adulte hippocampique est impliquée dans la fonction de
séparation de patterns (Figure 23; voir pour revue Sahay et al., 2011b).

Sensory Pattern Behavioral
input separation readout

Increased

——

‘ “ “ proved
neurogenesis
| P——

“ discrimination
Figure 23 : Neurogenése et séparation de patterns

Les nouveaux neurones jouent un role dans la fonction de séparation de patterns dans le GD et dans le BO
(discrimination de deux contextes ou de deux odeurs proches). Le blocage de la neurogenése induit un déficit
de séparation de patterns alors que cette fonction est améliorée avec I'augmentation de la neurogenése.
Extrait de Sahay et al. 2011b.

Le blocage de la neurogenése adulte — modéle d’irradiation focale, modéle transgénique de
souris GFAP-TK ou Nestin-stTA/TRE-Bax ou utilisation d’un vecteur lentiviral injecté dans
I’hippocampe permettant d’inhiber la voie Wnt et de réduire in fine le hombre de nouveaux
neurones — induit un déficit de discrimination fine dans une tache spatiale de séparation de
patterns en labyrinthe radial ou en « Touch screen » (Clelland et al. 2009; Nakashiba et al.
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2012; Swan et al. 2014), un déficit de discrimination d’'une séquence d’odeurs liées au
contexte (Luu et al., 2012), et un déficit de discrimination de contextes proches dans une
tache de conditionnement de peur (Sahay et al., 2011a; Tronel et al., 2012). Néanmoins, le
blocage spécifique de la neurogenése dans un modele transgénique GFAP-TK chez le rat
n’induit pas de déficit dans une tache de séparation de patterns en labyrinthe radial ou dans
une tache de conditionnement de peur au contexte (Groves et al., 2013). Les différences de
résultats obtenus en séparation de patterns entre ces modéles de blocage peuvent étre en
partie expliquées par le niveau de neurogenése adulte restant aprés blocage en fonction de
I'espéce étudiée. En utilisant une souris transgénique qui permet d’inhiber spécifiquement une
partie des neurones préexistants du GD de I'hippocampe tout en gardant les nouveaux
neurones intacts, Nakashiba et coll. montrent que les neurones préexistants participent quant

a eux a la fonction de complétion de patterns (Nakashiba et al., 2012).

Inversement, 'augmentation de la survie neuronale par inhibition de I'apoptose des cellules
nouvellement formées chez un modéle transgénique de souris iBax"®*, entraine une
amélioration des performances de discrimination de deux contextes dans une tache de
séparation de patterns (Sahay et al., 2011a). De méme, 'augmentation de la survie neuronale
via I'exercice physique volontaire permet d’améliorer les performances dans une tache de
séparation de patterns de deux stimuli proches dans un protocole de « Touch screen » (Creer
et al., 2010). Creer et coll. montrent par ailleurs des corrélations positives entre les
performances dans cette tache et le niveau de neurogenese chez les souris (Creer et al.,
2010), renforgant ainsi I'hypothése d’'un réle direct de la neurogenése adulte du GD dans la

fonction de séparation de patterns.

Pour résumer, I'ensemble de ces données, méme si parfois contradictoires, montre que la
neurogenése adulte hippocampique a aujourd’hui un réle reconnu dans les différentes étapes
de la mise en forme de mémoires dépendantes de I'hippocampe et dans la fonction de
séparation de patterns associée au GD. Méme si le lien entre le r6le de la neurogenése dans
la mémoire et celui dans la séparation de patterns n’est pas encore clair, il semble évident que
la formation, la sélection et le recrutement des nouveaux neurones hippocampiques a des
moments clés de leur maturation en fonction des différentes phases de I'apprentissage sont
impliqués dans I'encodage et la consolidation d’informations impliquant I'hippocampe et ce
d’'une fagon d’autant plus forte si les informations a mémoriser sont proches et/ou demandent
a étre stockées et rappelées a long terme. Néanmoins, le r6le de la neurogenése adulte
hippocampique n’a jamais été testé dans une mémoire qui sollicite de facon trés importante
I’hippocampe, ses fonctions de séparation et de complétion de patterns ainsi que sa capacité
d’encodage et de rappel a trés long terme d’informations complexes et proches, comme c’est

le cas dans la mémoire épisodique.
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Chapitre 4

La mémoire épisodique

La mémoire déclarative est divisée en deux sous-parties: la mémoire épisodique et la
mémoire sémantique. L’'acquisition de ces deux formes de mémoire requiert I'intégrité de
I’hippocampe, ce qui suppose qu’elles sont liées, voire méme dépendantes I'une de l'autre. i
existe toutefois une différence essentielle : la mémoire sémantique ne nécessite pas de se
rappeler de comment nous avons appris une information, c’est une connaissance que I'on a
quel que soit le contexte dans lequel a eu lieu I'acquisition. La mémoire épisodique implique au
contraire de se remémorer un événement dans le temps et I'espace afin de reconstituer le
souvenir. La mémoire épisodique permet donc de se souvenir des différentes composantes de
cet événement unique meémorisé. Par contre, une information épisodique peut devenir
sémantique si cette information est répétée dans diverses situations car elle sera alors
décontextualisée. Nous traiterons dans cette partie uniquement ce qui concerne la mémoire

épisodique.

|. Définition

Le terme de souvenir tel qu'il est utilisé dans la vie de tous les jours fait la plupart du temps
référence a la mémoire épisodique. La mémoire épisodique a été pour la premiére fois
définie et distinguée de la mémoire sémantique par Endel Tulving en 1972 (Tulving, 1972,
1985h, 1985¢, 2002). Il définit la mémoire épisodique comme le processus qui permet de se
souvenir d’'un événement personnel unique et de le replacer dans le contexte spatio-temporel
dans lequel il a eu lieu. Elle est définie comme la mémoire du « Quoi — Ou — Quand » car elle
permet de se souvenir d’'un événement particulier « Quoi », dans un lieu particulier « Ou » et a
un moment précis « Quand ». Tulving précise que la recollection des éléments d’'une mémoire
épisodique nécessite un état de conscience autonoétique, c’est-a-dire une conscience de soi
en train de revivre I'épisode du passé et donc la capacité a voyager dans le temps (Tulving,
1985b). Lorsque l'on se rappelle d’'un événement, nous pouvons le faire comme un simple
témoin ou comme un participant. Lorsque I'on se place comme un simple témoin, I'information
rappelée est de nature sémantique et nous sommes capables de décrire un événement de
maniére objective et détachée. Par contre, en tant que participant, I'information rappelée est de
nature épisodique et nous revivons activement I'événement. Le rappel d’'un souvenir met en

jeu la mémoire de reconnaissance qui peut étre divisée en deux processus : la familiarité et la
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recollection, en fonction de la nature des informations qui sont rappelées (Eichenbaum et al.,
2007). Le sentiment de familiarité permet de savoir que I'on a déja rencontré ou expérimenté
quelque chose mais sans se rappeler dans quelles circonstances, au contraire de la
recollection qui permet de replacer quelque chose dans le contexte dans lequel il a eu lieu
(Tulving, 1985c; Yonelinas, 2001; Eichenbaum et al., 2007). Par exemple, lorsque nous allons
dans un restaurant, s’il hous semble que nous connaissons ce restaurant mais sans nous
rappeler dans quelles circonstances, nous faisons appel au processus de familiarité. Par
contre si nous nous souvenons que nous y sommes allés pour la premiére fois il y a un mois
pour l'anniversaire d’'un ami et que nous nous rappelons des personnes présentes et des
circonstances, alors nous utilisons le processus de recollection. Afin de savoir si le sujet revit
I'épisode qu’il raconte, on peut lui demander s’il sait - « Know » - ou s’il se souvient -
« Remember ». C’est pour ces raisons que Tulving définit la mémoire épisodique comme une
capacité spécifique a I'espéce humaine (Tulving, 1985c; Tulving & Markowitsch, 1998). Une
des caractéristiques clé de la mémoire épisodique est également le fait que I'on soit capable
de se souvenir a tres long terme (plusieurs années) d’'un événement que I'on a vécu qu’une
seule fois. Par exemple, nous sommes capables de nous souvenir de notre mariage ou de la
naissance d’'un enfant alors que ces événements n’arrivent qu’'une seule fois au cours de la
vie. De plus, cette mémoire est flexible, c’est-a-dire que I'on peut I'utiliser afin d’adapter notre

comportement a la situation présente.

Il. Et chez 'animal ?

La conscience de soi comme élément central dans la définition de Tulving de la mémoire
épisodique a beaucoup freiné les études de la mémoire épisodique chez I'animal. C’est pour
cette raison que certains auteurs ont introduit le terme de « episodic-like memory » en |ui
apposant une définition purement opérationnelle c’est-a-dire comme la mémoire du « Quoi »,
« Ou » et « Quand » (Clayton & Disckinson, 1999; Griffiths et al., 1999; Clayton et al., 2001a,
2003; Dere et al., 2006; Crystal, 2009). Selon cette définition, il est possible de trouver des
exemples en milieu naturel d’espéces qui présentent des comportements faisant appel a un
type épisodique de mémoire (Clayton et al., 2001a). Par exemple, les primates non humains
présentent un comportement de type épisodique puisque dans le cas d’'une communauté avec
un méale dominant et des alliances, les singes doivent se souvenir de qui a fait quoi et a qui
(Aureli & Waal, 2000). On peut également citer les oiseaux qui parasitent d’autres oiseaux en
plagant leurs ceufs dans le nid d’espéces hétes. Ces oiseaux observent les espéces qu’ils
parasitent afin de savoir quand ils doivent revenir pour déposer leurs ceufs. lls doivent donc se
souvenir ou se situe le nid de I'espéce a parasiter et quand y aller pour tomber au moment ou
I'espéce hdte a pondu ces propres ceufs (Quoi). Les campagnols des champs forment des

communautés composées d’'un male et de plusieurs femelles sur un grand espace de terrain.
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Afin de féconder les femelles, le méle doit savoir quand une femelle est réceptive (Quoi) et ou
elle se situe sur le terrain afin d’éviter de parcourir trop de distance et ainsi de s’exposer trop
longtemps aux prédateurs. Certains oiseaux et mammiféres cachent de la nourriture (Quoi)
dans plusieurs cachettes (Ou) pour ensuite retrouver cette nourriture en fonction de leur

périssabilité (Quand/Depuis combien de temps) (Salwiczek et al., 2010).

En utilisant cette derniére observation, Clayton et Dickinson réalisent la premiére mise en
évidence expérimentale que des animaux sont capables de mémoire épisodique (Figure 24;
Clayton & Dickinson, 1998; Clayton & Disckinson, 1999; Clayton et al., 2001a, 2001b). En
utilisant la capacité naturelle de cache d’'une espéce d'oiseaux — le geai buissonnier — ces
auteurs montrent que ces oiseaux sont capables de se souvenir de la localisation (Ou) d’'un
type de nourriture (Quoi) en fonction de sa périssabilité dans le temps (Quand/Depuis

combien de temps).

1% phase 2nde phase Test de choix Résultat

& cacahuéte boite avec 2
compartiments
\ ver plis de sable
- compartiment
ﬁ i non accessible

Figure 24 : Paradigme expérimental utilisé par Clayton et Dickinson sur le geai buissonnier

Les oiseaux cachent des vers (W) et des cacahuetes (P) dans un bac a différents intervalles de temps. Quatre
heures aprés avoir caché de la nourriture, les oiseaux préferent aller chercher les vers alors que 124 heures
aprés ils retournent a 'emplacement des cacahuétes. D’aprés Clayton & Dicksinson 1998.

Pour cela, les animaux sont mis en présence de vers (nourriture préférée et périssable) et de
cacahuétes (nourriture non périssable), qu’ils cachent spontanément a différents moments
dans des bacs a disposition remplis de sable. Une fois la nourriture cachée, les oiseaux
retournent dans leur cage. Quatre ou 124 heures plus tard, les animaux sont remis en
présence du bac ou ils ont caché la nourriture. Les auteurs ont observé que 4 heures apres,
les oiseaux retournaient dans les cachettes contenant les vers alors que 124h plus tard,
lorsque les vers se sont dégradés avec le temps, ils retournaient directement dans les
cachettes contenant les cacahuétes (Figure 24 ; Clayton & Dickinson, 1998). La perception du

temps qui s’est écoulé entre le moment ou la nourriture a été cachée et le moment ou ils
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doivent la retrouver (Quand) permet aux oiseaux de sélectionner le type de nourriture (Quoi)
qu'il est préférable de consommer a ce moment et ainsi de retourner dans les bonnes
cachettes (Ou). Ce comportement est interprété par les auteurs comme la faculté qu’ont ces
animaux a se rappeler d’informations de type épisodique. Clayton et coll. ont poursuivi leur
études sur les geais et ont montré que si les vers sont encore consommables a long terme, les
oiseaux retournent dans les cachettes contenant les vers et ce a court et long terme (Clayton &
Dickinson, 1998), suggérant que le fait d’aller chercher les vers a court terme lorsqu’ils sont
périssables et les cacahuéetes a long terme n’est pas un comportement inné mais qu'il
correspond bien a un souvenir épisodique. Les auteurs ont par la suite ajouté une difficulté en
proposant aux geais des vers, des crickets et des cacahuétes (Clayton et al., 2001b). Les vers
sont toujours périssables a long terme, entre 4 et 28 heures, les cacahuétes ne sont pas
périssables et les crickets sont périssables a moyen terme, entre 28 et 120 heures. Les
auteurs montrent que 4 heures aprés la phase d’acquisition, les oiseaux vont chercher les
vers, au bout de 28 heures, ils vont chercher les crickets et a long terme, ils vont chercher les
cacahuétes. Ces données montrent que les geais sont capables d'utiliser cette mémoire
épisodique en estimant assez finement le temps écoulé. Par ailleurs, lorsque d’un coup les
vers pourrissent trés rapidement, les geais arrétent de les cacher (Clayton et al., 2005),
suggérant que les souvenirs épisodiques peuvent étre utilisés de maniere flexible afin

d’adapter leur comportement a la situation présente.

Ces études sur le geai buissonnier ont été le point de départ d’'un débat sur I'existence d’'une
mémoire épisodique chez d’autres espéces. D’autres auteurs ont montré la présence de
mémoire épisodique chez d’autres espéeces d’oiseaux : la mésange a téte noire, les corvidés et
le pigeon (voir pour revu Salwiczek et al., 2010). Nous avons vu plus haut, que le campagnol
des prés présente un comportement de type épisodique de fagon naturelle. Ce comportement
a été étudié en laboratoire et montre que les campagnols des prés possedent une mémoire
épisodique (Ferkin et al., 2008). Dans un labyrinthe en T, deux femelles sont placées au bout
des deux bras du labyrinthe, une des femelles est réceptive sexuellement alors que I'autre est
a 24 heures de la mise bas et donc non réceptive. Le male a la possibilité de visiter les deux
bras. Dans les 12 heures aprés la mise bas, les femelles présentent un pic de réceptivité.
Lorsque le méale est replacé dans le labyrinthe 24 heures aprés la phase initiale, c’est-a-dire
peu de temps aprés que la femelle est mise bas, il visite plus la localisation ou la femelle
s’apprétait a mettre bas car au moment ol le campagnol est remis dans le labyrinthe, elle est
trées réceptive. Les campagnols des prés présentent donc un comportement épisodique :
Quelle femelle (Quoi) est réceptive (Quand) et dans quel bras du labyrinthe (Ou). Par contre
lorsque le male est remis dans le labyrinthe 48 heures aprés la phase d’acquisition, c’est-a-dire
lorsque les deux femelles présentent le méme niveau de réceptivité, il visite indifféremment les
deux localisations ou se trouvaient les femelles. Jozet-Alves et coll. montrent que les poulpes

possedent également une mémoire épisodique (Jozet-Alves et al., 2013). Les poulpes sont
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placés dans une aréne expérimentale possédant deux localisations qui délivrent des crabes
sur une des deux localisations et des crevettes, nourriture favorite du poulpe, sur l'autre
localisation. Lorsque les poulpes sont remis dans I'aréne 1 heure aprés, la localisation qui
délivrait initialement des crabes redonne de la nourriture (crabe) alors que 3 heures aprés, les
deux localisations redonnent de la nourriture (crabe et crevette). Lorsque les poulpes sont
remis dans l'aréne 1 heure aprés, ils se dirigent préférentiellement vers la localisation qui
délivre les crabes puisqu’ils s’attendent a ne rien trouver d’autre a manger alors que 3 heures
apres ils vont préférentiellement vers la localisation qui délivre les crevettes puisqu’'a ce délai,
elles sont a nouveau disponibles et qu’ils les préférent (Figure 25; Jozet-Alves et al., 2013).
Les auteurs concluent donc que les poulpes possédent une mémoire épisodique puisqu’ils
sont capables de se souvenir quel type de nourriture (Quoi) est délivré, ou et depuis combien

de temps.

57 @ Phase 2: iZI
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Figure 25 : Paradigme expérimental utilisé par Jozet-Alves et coll. sur le poulpe

Au départ, les deux localisations de I'aréene délivrent de la nourriture mais une seule des deux délivre la
nourriture préférée des poulpes, la crevette. Une heure aprés, uniqguement la localisation délivrant le crabe
délivre a nouveau de la nourriture alors que 3 heures aprés les deux localisations délivrent & nouveau de la
nourriture. Extrait de Jozet-Alves et al. 2013.

La mémoire épisodique a également été mise en évidence chez les grands singes:
chimpanzés, orangs-outans et bonobos (Martin-Ordas et al., 2010) grace a un paradigme
expérimental identique a celui utilisé par Clayton chez les oiseaux. Les auteurs montrent que
les singes sont capables de se souvenir d’ou ils peuvent obtenir un jus dorange qu’ils
apprécient (Quoi) et depuis combien de temps l'animal n'a pas eu de jus d’orange.
L’ensemble de ces données indique que plusieurs espéces animales sont capables d’exprimer

une mémoire épisodique de type « Quoi, Ou, Quand ».
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I1l. Les rongeurs de laboratoire

Un certain nombre de paradigmes de mémoire épisodique ont été développés chez le rongeur
de laboratoire afin de pouvoir étudier cette forme de mémoire et d’analyser les mécanismes

sous-jacents a sa mise en place (Crystal, 2009, 2010).

En se basant sur le paradigme de Clayton et Dickinson, Babb et coll. ont développé une tache
de mémoire épisodique en labyrinthe radial chez le rat (Babb & Crystal, 2005). Durant la
premiére phase, trois bras du labyrinthe radial sont appéatés avec des boulettes de nourriture
classigue et un quatrieme bras est appaté avec une boulette aromatisée au chocolat, bien plus
intéressante pour 'animal. Les animaux sont ensuite remis dans le labyrinthe radial a différents
délais. Trente minutes aprés la phase d’acquisition, les bras précédemment appatés avec la
nourriture classique délivrent a nouveau de la nourriture mais pas le bras délivrant la nourriture
aromatisée au chocolat, alors que 4 heures aprés tous les bras précédemment appatés
délivrent a nouveau la méme nourriture. Les auteurs montrent que 30 minutes aprés la phase
d’acquisition, les rats vont préférentiellement dans les bras délivrant la nourriture classique
alors que 4 heures plus tard ils retournent préférentiellement dans le bras délivrant la
nourriture aromatisée au chocolat (Babb & Crystal, 2005). Ceci indique que les rats se
souviennent du type de nourriture qui a été délivré (Quoi), ou et depuis combien de temps.
Par ailleurs, la dévaluation de la nourriture aromatisée au chocolat induit une absence de
visites du bras appaté avec cette nourriture a long terme (Babb & Crystal, 2005; Nagshbandi et
al., 2007), suggérant que les rongeurs sont capables de stocker et d’utiliser leurs souvenirs
épisodiques de facon flexible lors d’'un changement de situation. Par la suite, Babb et coll. ont
accentué la difficulté de la tache (Figure 26; Babb & Crystal, 2006a). Durant la premiére
phase, deux bras du labyrinthe sont appatés avec des boulettes de nourriture classique et
deux autres bras sont appatés avec des boulettes aromatisées (framboise ou raisin), préférées
par les rats (Figure 26A). Les rats sont ensuite remis a court (1 heure) ou long terme (6
heures) dans le labyrinthe dans une nouvelle situation de bras appatés (Figure 26B et C). Une
heure aprés, les bras précédemment appatés sont vides et les quatre autres bras sont appatés
uniguement avec des boulettes classiques (Figure 26B). Six heures apres, les bras
précédemment appéatés avec de la nourriture classique sont vides, les bras précédemment
appatés avec des boulettes de nourriture aromatisée sont a nouveau appatés et les quatre
autres bras sont appatés avec de la nourriture classique (Figure 26C). Lors de la phase de
test, pour avoir acces a la nourriture aromatisée, les rats doivent donc se souvenir du type de
nourriture délivré (Quoi), dans quel bras elle se trouvait (Ou) en fonction de la durée depuis la

premiéere présentation (Quand/Depuis combien de temps).
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Figure 26 : Paradigme expérimental utilisé par Babb & Crystal chez le rongeur

A. Dans la premiéere phase, deux bras sont appéatés avec des boulettes de nourriture classique (C) et deux
autres bras sont appatés avec de la nourriture aromatisée au raisin (G) ou a la framboise (R). B. Une heure
apres la premiére phase, les quatre bras précédemment appéatés sont vides et les quatre autres bras sont
appatés avec de la nourriture classique. C. Six heures aprés la premiére phase, les deux bras appétés avec
de la nourriture aromatisée a la framboise ou au raisin sont a nouveau remplis. Les quatre bras non appatés
dans la premiére phase sont appétés avec de la nourriture classique. Les rats sont ensuite testés soit 1 heure,
soit 6 heures aprés acquisition pour savoir s’ils ont mémorisé les emplacements de la nourriture aromatisée en
fonction du temps écoulé depuis la premiére phase. Extrait de Babb & Crystal 2006.

Dans cette tache, 1 heure aprés la premiére phase (test court terme), les rats visitent les
nouveaux bras alors que 6 heures aprés (test long terme) les rats visitent préférentiellement
les bras appatés avec la nourriture aromatisée (Babb & Crystal, 2006a). Par ailleurs, lorsqu’un
type de nourriture est dévalué en donnant aux rats un accés ad libitum a cette derniere, les
auteurs observent que les rats visitent moins le bras ou se trouvait la nourriture dévaluée
(Babb & Crystal, 2006a). Ceci suggere que les rats sont capables de se souvenir ou était situé
le type de nourriture qui ne les intéresse plus afin d’éviter cette localisation a long terme,

indiquant qu'ils sont capables d’utiliser leurs souvenirs épisodiques de maniére flexible.

Ces études ont également été le point de départ d’'un débat autour de la dimension temporelle
de la mémoire épisodique chez I'animal. En effet, Babb et coll. considérent dans cette tache le
« Quand » comme la durée qui s’est écoulée depuis la phase d’acquisition. Ces auteurs
montrent d’ailleurs que le comportement épisodique des rats n’est pas lié au moment de la
journée (Babb & Crystal, 2006b), en refaisant la méme expérience mais en faisant en sorte
que le test a court ou a long terme tombe le matin, c’est-a-dire que le test a court terme est
réalisé 1 heure apres la phase d’acquisition et le test a long terme est réalisé 25 heures apres.
Les auteurs montrent que dans ce cas, les rats continuent de visiter les bras délivrant la
nourriture classique a court terme et ceux qui délivrent la nourriture aromatisée au chocolat a
long terme (Babb & Crystal, 2006b), suggérant que le comportement épisodique des rats
repose sur le temps qui s’est écoulé depuis la phase d’acquisition et non pas seulement sur le
moment de la journée ou le test est réalisé. Roberts et coll. ont également cherché a savoir si

la mémoire épisodique chez le rongeur repose sur le « Quand » ou sur le « Depuis combien de
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temps » en modifiant le paradigme de Babb et coll. afin de tester leur hypothése sur le
« Quand » (Roberts, 2002; Roberts et al., 2008). Ces auteurs montrent également que la
mémoire épisodique chez le rongeur dépend du « Depuis combien de temps » et non pas du
« Quand » (Roberts et al., 2008). Néanmoins, en utilisant également le paradigme de Babb et
coll., Zhou et coll. montrent que la mémoire épisodique repose sur le « Quand » et non pas sur

« Depuis combien de temps » (Zhou & Crystal, 2009, 2011; voir pour revue Crystal, 2013a).

Dere et coll. ont développé quant a eux une tache reposant sur la récence de I'exploration
d’'objets placés a des endroits spécifiques au sein d’'une enceinte expérimentale (Figure 27;
Dere et al., 2005a, 2005b, 2006; Kart-Teke et al., 2006). Les auteurs montrent que les souris
passent spontanément plus de temps a explorer les objets familiers les plus anciens,
suggérant qu’elles sont capables de reconnaitre les objets déja explorés (Quoi), de se
souvenir de leur localisation au sein de I'aréne expérimentale (Ou) et de différencier les objets

récemment rencontrés de ceux rencontrés plus tot (Depuis combien de temps).

"Old" Objects "Recent” Objects Discimination Trial
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Figure 27 : Paradigme expérimental utilisé par Dere et coll. sur les rongeurs
Cette tache est basée sur I'exploration spontanée d’objets placés a des endroits spécifiques de I'aréne en
fonction de la récence de la présentation des objets. D’apres Dere et al. 2005, 2006.

Fellini et coll. ont développé, chez la souris, une tache reposant sur I'attirance naturelle des
males pour une femelle et I'évitement naturel d’'un méle dominant (Fellini & Morellini, 2013). En
fonction du moment de la journée (matin ou apres-midi), les méles sont soit exposés a une
femelle, soit a un male dominant a une localisation précise dans I'aréne. Dix-huit ou 24 heures
plus tard, les méales sont remis dans I'aréne soit le matin, soit I'aprés-midi et les auteurs
montrent que les souris visitent plus la localisation (Ou) se trouvait la femelle (Quoi) en

fonction du moment de la journée (Quand).

D’autres auteurs ont choisi de modéliser la composante temporelle en exploitant la capacité

des animaux a ordonner les événements les uns par rapport aux autres (Fouquet et al., 2010).
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En effet, selon Tulving, une des caractéristiques de la mémoire épisodique est qu’elle est
constituée de séquences d’événements situés a la fois dans le temps et dans 'espace. Le
groupe d’Eichenbaum a donc concu un paradigme chez le rat permettant de tester la mémoire
épisodique constituée de séquences uniques de stimuli olfactifs (Fortin et al., 2002, 2004). A
chaque essai, les rats sont soumis a cinq odeurs et quelques minutes plus tard, I'animal doit
choisir entre deux coupelles odorisées présentées plus tot, nécessitant donc que les rats
mémorisent l'intégralité de la séquence. Les auteurs montrent que les rats sont capables de
reconnaitre l'odeur la plus ancienne et c’est d’autant plus facile quand les odeurs sont
suffisamment éloignées l'une de l'autre dans la séquence (Fortin et al., 2002, 2004). Ces
méme auteurs montrent par la suite que les rats sont capables de se souvenir de 'ordre de
présentation de différentes odeurs délivrées a différents endroits (Figure 28; Ergorul &
Eichenbaum, 2004). Dans cette étude, une succession d’odeurs présentées dans des
coupelles remplies de sable qui sont associées a une récompense et localisées en différents
points d’'une aréne expérimentale. La phase de test utilise trois configurations différentes : les
rats sont confrontés soit a deux paires odeurs-places présentes dans la séquence initiale
(Question « Quoi — Ou »), soit a des coupelles non odorisées mais a des places utilisées lors
de la séquence (Question « Ou »), soit a deux coupelles odorisées mais au méme endroit
(Question « Quoi »). Dans chaque cas, les animaux sont capables de retrouver la position de
la coupelle (Ou) contenant I'odeur (Quoi) présentée le plus t6t (Quand) dans la séquence, et
ce avec plus de facilité pour des items distants dans la séquence que pour des items adjacents
(Ergorul & Eichenbaum, 2004).
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Figure 28 : Paradigme expérimental utilisé par Ergorul et coll. sur les rongeurs

Les rats sont soumis a une séquence d’odeurs présentées a des localisations différentes dans I'aréne (Sample
phase : A+, B+, C+ et D+). Lors de la phase de test (Test phase), trois configurations sont possibles : test du
« Quoi — Ou » (Standard), test du « Quoi » (Odor Probe) et test du « Ou » (Spatial Probe). Extrait de Ergorul et
al. 2004.
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Fouquet et coll. ont développé une nouvelle tache de mémoire épisodique reposant sur la
navigation dans un labyrinthe aquatique en étoile afin d’évaluer les capacités des animaux a
apprendre et a se rappeler d’'une séquence spatiale selon une navigation égocentrique dans
un ordre temporel donné afin d’aboutir a une localisation donnée (Figure 29; Fouquet et al.,
2010). Toujours en partant du méme endroit dans le labyrinthe, I'animal doit retrouver la
localisation de la plate-forme qui ne change pas de place. L'animal peut soit utiliser les indices
spatiaux de I'environnement pour trouver la plate-forme, soit se rappeler quel mouvement
(tourner a droite ou a gauche) doit étre fait (Quoi), a quel intersection dans le labyrinthe (Ou)
et quand il doit étre fait selon I'ordre de la séquence (Quand) afin d’aboutir a la localisation de
la plate-forme. Lors du test de rappel, le départ change mais pas la localisation de la plate-
forme dans le labyrinthe. La stratégie adoptée par les animaux pour retrouver la localisation de
la plate-forme permet de déduire si I'animal utilise une stratégie allocentrique ou séquentielle

égocentrique et ainsi savoir si I'animal utilise de la mémoire épisodique pour y parvenir.

Departure

Figure 29 : Paradigme expérimental utilisé par Fouquet et coll. sur les rongeurs

Les rats doivent retrouver la plate-forme cachée (Goal) dans un labyrinthe aquatique en forme d’étoile. Si
'animal utilise une stratégie allocentrique, il se souvient uniquement de I'emplacement spatial de la plate-
forme (« Quoi — Ou ») alors que si I'animal utilise une stratégie séquentielle égocentrique, il se souvient quel
mouvement faire (Quoi), & quel intersection (Ou) et dans quel ordre (Quand). Extrait de Fouquet et al. 2010.

Les études reposant sur des séquences d’événements montrent que les rongeurs sont
capables d’extraire une information temporelle dans une séquence et de la combiner avec les
informations relatives a la nature de I'élément « Quoi » et a sa position dans I'espace pour

produire une réponse adaptée.

L’ensemble de ces données a amené a s’interroger sur la capacité réelle de I'animal a encoder
et a restituer la composante « Quand » d'une information épisodique et a questionner
limportance méme de cette composante dans cette forme de mémoire. Chez I'Homme, il est
trés difficile de se souvenir quand un événement particulier a eu lieu. Par exemple, il est
difficile de se souvenir de la date exacte du congrés des Neurosciences Francaises qui a eu

lieu a Lyon. Néanmoins, il est possible de se souvenir que nous y sommes allés I'année ou

100



nous avons obtenu une ANR, qu’il faisait beau mais que ce n’était pas encore I'été et que le
congres a eu lieu apres que nous soyons partis un long week-end en Corse car il y avait des
jours fériés. Il est alors possible de déduire que le congrés a eu lieu a la fin du mois de Mai
2013. S'il est donc difficile de dater précisément le souvenir, il est pourtant possible de le
resituer dans le temps a partir du contexte dans lequel il s’est déroulé. Cette observation a
amené I'équipe de Eacott et coll. a proposer un nouveau paradigme de mémoire épisodique
dans lequel I'aspect temporel est remplacé par I'aspect contextuel : « Quoi, Ou, Dans quel

contexte » (voir pour revue Easton & Eacott, 2008; Eacott & Easton, 2010).

En utilisant la capacité naturelle des rongeurs a explorer préférentiellement les éléments
nouveaux de leur environnement, Eacott et coll. montrent que les rats sont capables d’utiliser
information contextuelle pour discriminer des événements uniques (Figure 30; Eacott &
Norman, 2004). Dans cette tache, les rats explorent d’abord librement une aréne contenant
des paires d’objets différents a des localisations précises selon le contexte de cette aréne. Des
paires différentes d’objets sont présentées dans différents contextes d’enceinte (grise ou
blanche). Deux a 120 minutes aprés la phase d’acquisition, les rats sont testés dans le
contexte gris avec un objet appartenant a ce contexte placé a la méme localisation et un autre
objet appartenant a l'autre contexte. Les auteurs montrent que les rats explorent plus I'objet
inconnu dans ce contexte (Eacott & Norman, 2004), c’est-a-dire que les rats sont capables de
se souvenir de I'objet (Quoi), s’il se situe a la bonne place dans I'aréne (Ou) en fonction du
contexte (Dans quel contexte). Néanmoins, les auteurs montrent qu'au-dela de 60 minutes
aprés la phase d’acquisition, les rats ne font plus la distinction entre les deux objets (Eacott &
Norman, 2004).

Contexte 1 Contexte 2 Contexte 1

Lin 3

Acquisition Test

Figure 30 : Paradigme expérimental utilisé par Eacott & Norman sur les rongeurs

Lors de la phase d’acquisition, les rats explorent une aréne dans le contexte 1 (gris) contenant deux objets a
des localisations spécifiques. Puis les rats explorent I'aréne dans le contexte 2 (blanc et noir) contenant les
deux objets mais a des localisations différentes dans I'aréne. A différents délais aprés la phase d’acquisition,
les rats sont testés dans le contexte 1 mais cette fois-ci avec un objet de chaque contexte dont un objet
appartenant au contexte 1 placé a la bonne place et un autre objet qui est donc nouveau dans ce contexte.
D’apres Eacott & Norman 2004.

Ces données soulévent une limitation importante de I'ensemble des études réalisées chez

I'animal qui est la durée de stockage d’un souvenir de type épisodique. Les études réalisées
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chez le rongeur montrent un délai de rétention qui ne dépasse pas quelques heures (Babb &
Crystal, 2005, 2006a, 2006b; Nagshbandi et al., 2007; Zhou & Crystal, 2009, 2011) voire
quelques minutes (Fortin et al., 2002, 2004; Eacott & Norman, 2004; Dere et al., 2005a, 2006;
Kart-Teke et al., 2006; voir pour revue Easton & Eacott, 2010), a I'exception de quelques
études qui ont testé la mémoire épisodique apres un délai de 24 heures (Babb & Crystal,
2006b; Roberts et al., 2008; Fellini & Morellini, 2013). Bien que le temps de 24 heures
représente un délai de rétention a long terme, cette durée est tres peu comparable au délai de
stockage des souvenirs épisodiques chez 'Homme qui peut étre de plusieurs années
(souvenirs d’enfance par exemple) et qui est une caractéristique trés importante de cette
mémoire. Une autre limitation des études chez le rongeur est le nombre de répétitions
nécessaires a l'acquisition de la tache épisodique. En effet, la plupart des études de mémoire
épisodique chez le rongeur fait intervenir un apprentissage long et nécessite de nombreuses
répétitions, jusqu'a 80 jours d’apprentissage et une centaine d’essais dans certaines taches
(Babb & Crystal, 2005, 2006a; Nagshbandi et al., 2007; Roberts et al., 2008; Zhou & Crystal,
2009, 2011), a I'exception des taches utilisant la reconnaissance d’objets (Eacott & Norman,
2004; Dere et al., 2005a; Eacott et al., 2005; Kart-Teke et al., 2006). Or, une autre des
caractéristiques majeures de la mémoire épisodique est que nous sommes capables de nous
souvenir a trés long terme d’'un événement, qui ne peut pas étre anticipé, et ce malgré un seul

épisode de vie.

En résumé, 'ensemble des études réalisées chez I'animal en laboratoire (oiseaux et rongeurs)
montre qu’ils sont capables de former expérimentalement des souvenirs de type épisodique
« Quoi — Ou — Quand/Dans quel contexte » et ce dans différentes situations. Néanmoins deux
caractéristiques trés importantes de la mémoire épisodique chez 'Homme ne sont pas
modélisées de fagon satisfaisante dans les tdches développées a ce jour chez I'animal : le
stockage a treés long terme du souvenir et ce aprés une expérience unique (Voir pour revue
Pause et al., 2013).
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Objectifs

Méemoire épisodique et neurogenese

Comme nous l'avons résumé dans lintroduction, I'implication de la neurogenése adulte
hippocampique dans les processus mnésiques a été maintes fois démontrée dans des taches
de mémoire dépendante de I'hippocampe. Néanmoins, le rdle de la neurogenése adulte n'a
jamais été exploré dans le cadre de la mémoire la plus complexe en termes d’intégration de
différents éléments, la mémoire épisodique. Plusieurs taches de mémoire épisodique ont été
développées chez le rongeur mais celles-ci ne permettent pas de modéliser de fagcon
satisfaisante I'ensemble des caractéristiques de la mémoire épisodique chez I'Homme,
notamment le stockage a trés long terme d’'un souvenir épisodique et ce aprés une expérience
unique. La premiére partie du travail de recherche présentée dans ce manuscrit s’est
intéressé a I'étude de I'implication de la neurogenése adulte hippocampique dans la mémoire

épisodique. |l s’est articulé autour de deux objectifs :

1/ Développer en collaboration avec I'’équipe « Olfaction : du codage a la mémoire » du Centre
de recherche en Neurosciences de Lyon et valider une nouvelle tache de mémoire épisodique
chez le rongeur reposant sur les composantes « Quoi — Ou — Dans quel contexte » qui répond
aux caractéristiques de la définition chez 'Homme : stockage du souvenir a tres long terme
apres exposition limitée a des épisodes spécifiques, possibilité de tester l'utilisation du
souvenir de fagon flexible pour répondre a une situation proche mais différente de celle de
I'exposition initiale, et possibilité de caractériser des profils de rappel de composantes de la

mémoire épisodique chez chaque animal.

2/ Etudier les mécanismes qui sous-tendent la mise en mémoire d’'un souvenir épisodique et
notamment le role fonctionnel de I'hippocampe dans le rappel en mémoire épisodique ainsi
gue les réseaux neuronaux activés lors du rappel mais surtout I'implication de la neurogenése
adulte hippocampique dans la consolidation et le rappel de souvenirs épisodiques en utilisant

un modele de blocage de la neurogenése adulte par irradiation focale de I’hippocampe.
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Résultats

Rb6le de la neurogenese adulte
hippocampique dans |la meémoire
épisodique chez le rongeur

I. Une nouvelle tache de mémoire épisodigue

Comme mentionné dans le chapitre 4, plusieurs types de taches ont été développés pour
explorer les capacités de mémoire épisodique chez les rongeurs. Ces études montrent qu'ils
sont capables de former des souvenirs de type épisodique a partir des composantes « Quoi —
Ou — Quand/Dans quel contexte ». Cependant, la plupart des taches ne permettent pas de
tester dans la méme situation certaines des principales caractéristiques de la mémoire
épisodique telles qu’elles sont définies chez I’'Homme, en particulier la capacité de se souvenir
d’événements vécus une seule fois, de pouvoir conserver une mémoire intégrée a trés long
terme et de pouvoir l'utiliser d’'une fagon flexible. En effet, la plupart des taches utilisent un
apprentissage relativement long pour que les animaux se souviennent des informations
épisodiques, méme a court terme. Le rappel en mémoire épisodique chez les rongeurs n'a
d’ailleurs pas été testé au-dela de quelques heures, a I'exception de quelques études
réalisées chez la souris et le rat, qui testent le rappel a 24h (Babb & Crystal, 2006b; Roberts
et al., 2008; Fellini & Morellini, 2013). Par ailleurs, il n’existe pas de consensus sur la validité
de la composante « Quand » de la mémoire épisodique. Si certains auteurs suggerent que les
animaux sont capables, dans certaines conditions, de se souvenir & quel moment un
événement a eu lieu, d’'autres montrent que les animaux utilisent plus le temps qui s’est
écoulé ou des informations relatives & leur position dans une séquence temporelle. Pour
toutes ces raisons et parce que les arguments sur I'importance de la dimension contextuelle
dans cette mémoire développés par Eacott et coll. nous semblent pertinents (voir pour revue
Eacott & Easton, 2010), nous avons développé avec I'équipe « Olfaction : du codage a la
mémoire » du Centre de recherche en Neurosciences de Lyon une tache de mémoire
épisodique complétement nouvelle chez le rat reposant sur les composantes « Quoi — Ou —
Dans quel contexte » en essayant d’'y intégrer les caractéristiques qui permettent de
s’approcher au plus prés de la mémoire épisodique humaine. Le principe général de la tache
est de faire vivre des épisodes a des rats durant lesquels ils vont spontanément et librement

associer des odeurs renforcées positivement ou négativement, présentées a des
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emplacements différents dans une enceinte dont le contexte sera variable en fonction de
I'épisode. Cette tache a dailleurs été développée a Lyon en paralléle chez 'Homme (Saive et
al., 2013, 2014b).

A. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental, appelé EpisodiCage, créé a Lyon (Belkacem Messaoudi) est
constitué d’'une enceinte rectangulaire de dimension 65 x 35 x 40 cm contenant 4 ports qui
peuvent délivrer jusqu’a 5 odeurs différentes aprés détection, par des capteurs, de la
présence du museau du rat dans un des ports (Figure 1). Suite a la détection du museau du
rat et de la présentation ou non d'une odeur, une pipette située en dessous du port entre
transitoirement dans I'enceinte. Les pipettes délivrent soit de I'eau, soit une solution sucrée a
6%, soit de I'eau contenant de la quinine a 0,06% (Figure 1). Un essai est défini par la visite
d'un port a odeur et I'obtention d’'une boisson. Dans cette tache le rat explore librement
I'enceinte et déclenche le port a odeurs de son choix. Les pipettes (une par port) possédent
des capteurs permettant de mesurer le nombre de coups de langue effectués par I'animal qui
refletera son intérét pour la boisson délivrée. Tous les paramétres de I'EpisodiCage sont
contrOlables par I'expérimentateur. Il est donc possible de choisir le temps de présentation de
'odeur, de la pipette, mais également la latence entre la détection du museau du rat dans le
port et le moment ou l'odeur puis la pipette sont présentées. Le dispositif est également
constitué de deux haut-parleurs permettant de diffuser des sons ainsi que dun
vidéoprojecteur afin de projeter des images sur le sol de I'aréne (Figure 1). De plus, le sol est
interchangeable pour en modifier la texture. L’ensemble de ces éléments modifiables permet
de créer différents contextes (sons, textures du sol, image, luminosité) en fonction de

I’épisode (Figure 1).

Dans un premier temps, les animaux sont placés en restriction hydrique et soumis
successivement a une phase d’habituation a I'expérimentateur, puis a 'EpisodiCage dans un
contexte neutre et a son fonctionnement durant environ 2 semaines a raison de 20 a 30
minutes par jour. Durant cette phase (« shaping apparatus »), les rats s’habituent a explorer
librement I'enceinte, mettre leur museau dans les ports a odeurs, attendre 3 secondes avant
que la pipette soit présentée pour obtenir la boisson (20 essais par jour ; Figures 1 et 2). Les
rats sont ensuite soumis a une phase d’habituation aux odeurs (« shaping odors ») pendant 4
jours (24 essais par jour, 20 minutes par jour) durant laquelle les 4 ports a odeur de 'aréne
délivrent les 2 mémes odeurs (Géraniol et Eugénol) associées soit a de I'eau sucrée, boisson
appréciée par les rats, soit a I'eau contenant de la quinine, boisson amere que les rats évitent
spontanément. Durant cette phase, les rats apprennent que dans cette enceinte, des odeurs,
qui ne seront plus utilisées par la suite, peuvent étre associées soit & de I'eau sucrée, soit a

de I'eau contenant de la quinine. Apres cette phase, les rats sont soumis a des séances dites
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de routine (3 jours, 1 séance de 20 essais par jour, 15 minutes par jour) durant lesquelles ils
sont placés dans I'EpisodiCage sans contexte particulier, sans odeur et avec uniquement de
'eau accessible sur les 4 ports. Cette phase permet de rendre I'exploration de la cage
routiniere avant les épisodes et de controler 'absence de préférence des rats pour un port, ou
de révéler des dysfonctionnements de distribution d’odeurs ou de boissons. C’est dans la
phase suivante que les rats vont faire I'expérience des épisodes a proprement parler (Figure
2). Durant l'acquisition, dans I'épisode 1 (E1), les rats sont mis en présence du contexte 1
(Grillons, sol noir a triangles noirs ; Figure 2) dans lequel uniquement les ports 2 et 3 sont
ouverts et délivrent soit une odeur A soit une odeur B (24 essais, 20 & 30 minutes ; Figure 2).
L’odeur A est associée a I'eau sucrée uniquement sur le port 2, alors qu’elle est associée a la
quinine sur le port 3 (Figure 2). L'odeur B est associée a la quinine sur les 2 ports. Les rats,
s’ils veulent obtenir du sucre et éviter la quinine, associent donc I'odeur A (Quoi) au port 2
(Ou) avec le contexte 1 (Dans quel contexte). Dans I'épisode 2 (E2), les rats sont mis en
présence du contexte 2 (24 essais maximum, 20 a 30 minutes ; Figure 2) dans lequel cette
fois les ports 1 et 4 sont ouverts et délivrent soit une odeur C, soit une odeur D différentes des
précédentes (Figure 2). L’odeur C est associée a I'eau sucrée uniquement sur le port 4 alors
gu’elle est associée a la quinine sur le port 1 (Figure 2). L’'odeur D est associée a la quinine
sur les deux ports (Figure 2). Les rats associent cette fois 'odeur C (Quoi) au port 4 (Ou)
avec le contexte 2 (Dans quel contexte). Entre chaque jour de présentation des épisodes, les

rats sont soumis a des séances de routine pour renforcer la saillance des épisodes (Figure 2).

Aprés une ou deux présentations de ces deux épisodes a 48 heures d’intervalle, les rats sont
soumis a un test de rappel dans le contexte E2 (12 essais maximum, 10 minutes), 24 heures
ou 24 jours aprés la derniére présentation de E2 (Figure 2) afin d'évaluer le type
d’'informations épisodiques que les rats ont gardé en mémoire. Durant les tests, les pipettes
délivrent uniquement de I'eau afin que les coups de langue refletent ce qu’ils s’attendent a
trouver sur le port a odeur en question et donc ce qu’ils ont mémorisé. Deux types de tests
présentant des niveaux de difficultés différents ont été utilisés. Le premier test dit « test a 2
ports » consiste a replacer les rats dans I'exacte configuration du contexte E2, c’est-a-dire
avec uniquement les ports 1 et 4 ouverts et les odeurs C et D associées au contexte E2
(Figure 2). Le second test dit « test a 4 ports » est plus complexe puisqu’il consiste a replacer
les rats dans le contexte E2 avec a la fois les 2 ports et odeurs de E2 et ceux de E1 (Figure
2). Ce test permet de savoir si 'animal a mémorisé le contexte et de créer une situation
d’interférence par rapport & la situation d’encodage qui permet d’évaluer la force et la
résolution de I'association épisodique mémorisée. Les analyses lors de I'acquisition et lors du
test de rappel sont effectuées a partir du nombre de visites sur chaque port et du nombre de
coups de langue sur chaque configuration (P+O+, P+0O-, P-O+, P-O-), normalisés pour
chaque rat sur la totalité des essais. Lors du test a 4 ports, sont prises en compte les

réponses associées au contexte testé (« In context », IC) et celles associées au contexte non
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testé (« Out of context », OC). Les résultats sont moyennés pour un groupe expérimental
donné ou bien classés selon des profils de réponses en fonction de ce dont le rat se souvient
de I'épisode (Tables 1 et 2). Les résultats durant les séances de routine sont aussi exploités
afin de vérifier que les rats ne présentent pas de préférence pour un port avant la présentation

des épisodes.

B. Les rats sont capables de former des souvenirs épisodiques a

tres long terme

Des groupes indépendants de rats ont été soumis a une ou deux présentations des épisodes
E1l et E2, puis & un test de rappel a 2 ports, 24 heures ou 24 jours apres la derniére

présentation de I'épisode E2 (Figure 2).

Apres une seule présentation des épisodes (Figure 2A), les performances lors du test de
rappel a 2 ports, 24 heures aprés les épisodes, montrent que les rats boivent plus sur la
configuration correspondant au bon port et a la bonne odeur du contexte E2 testé (P+O+),
mais de facon non significative pour I'ensemble du groupe (Figure 3B). Néanmoins, I'analyse
des performances individuelles montre une forte variabilité (Figure 3C et Table 1). L’analyse
des profils des réponses individuelles a révélé que 1/3 des rats présentent des réponses de
types « Quoi — Ou » liées au contexte (« What — Where »). Les autres rats présentent soit un
profil « Quoi » (14% ; « What »), c’est-a-dire qu’ils se souviennent uniquement de la bonne
odeur, soit un profil de type « Ou» (43% ; « Where »), c’est-a-dire qu’ils se souviennent
uniguement du bon port, soit un profil de réponse indéterminé (14% ; « Indeterminate ») c’est

a dire sans lien avec le bon port ou la bonne odeur.

Apres deux présentations des épisodes (Figure 2D), les performances lors du test de rappel a
2 ports a 24 heures montrent que les rats boivent significativement plus sur la configuration
correspondante au bon port et a la bonne odeur P+O+ (Figure 3E). Dans cette condition
expérimentale, la totalité les rats présentent un profil de type « Quoi — Ou » (« What-Where » ;
Figure 3F et Table 1) correspondant au contexte E2, c’est-a-dire que tous des rats sont
capables de se rappeler de I'ensemble des informations de I'épisode. De plus, les rats soumis
a un test de rappel a 2 ports, 24 jours apres la présentation des épisodes, boivent également
significativement plus sur la bonne configuration P+O+ (Figure 3H). L’analyse des
performances individuelles montre qu’a trés long terme, 62% des rats sont toujours capables
de présenter un profil de type « Quoi — Ou» correspondant au contexte E2 (« What —
Where » ; Figure 3l).

Ces données indiquent que lorsque les rats sont confrontés a des épisodes uniques et
relativement brefs, 1/3 d’entre eux sont capables de se souvenir & long terme d'une

information « Quoi — Ou — Dans quel contexte » et qu’'une seconde présentation de ces
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épisodes est suffisante pour que la totalité des rats se souviennent des informations
épisodiques a long terme (24 heures) et une grande majorité d’entre eux a trés long terme (24

jours) apres la présentation des épisodes.

C. Rappel des épisodes dans une situation interférente

Dans de nombreuses circonstances de la vie courante, la situation de rappel d’'un souvenir
n’est pas totalement identique a la situation d’encodage et nous sommes néanmoins capables
de nous souvenir d’un épisode particulier méme si ce dernier partage des éléments communs
a ceux vécus dans un contexte proche. Il nous arrive par exemple d’aller diner dans le méme
restaurant avec différentes personnes dans différents contextes, sans pour autant confondre
ces différents souvenirs. Nous avons voulu tester cette interférence sur les souvenirs en
utilisant le test a 4 ports. Ce test de rappel, parce qu’il est complexe, était aussi un moyen
d’évaluer la force et la précision du souvenir épisodique. Dans ce test effectué 24 heures
apres les deux présentations des épisodes, le contexte E2 est présenté mais les 4 ports sont
ouverts (ceux de E2 et de E1) et les 2 couples d’odeurs correspondant respectivement aux
contextes de E2 et de E1 sont proposés. Dans ce cas, nous cherchons a savoir si les
performances des rats vont étre orientées vers l'association odeur — place associée au
contexte E2 (IC) tout en ignorant I'association odeur — place associée au contexte E1 (OC).
L’analyse des profils individuels des rats lors de ce test montre que 50% des rats présentent
un profil de type « Quoi — Ou — Dans quel contexte » (« What — Where — In which context » ;
WWIC ; Figure 4A et Table 2), c'est-a-dire qu’ils se souviennent de I'ensemble des
informations liées spécifiquement a I'épisode E2. Les autres rats montrent des profils de
réponses liées au rappel d'une partie des informations du contexte E2 (« Where » ou

« What ») ou des informations liées au contexte E1 (« What — Where » ou « Where »).

Ces données indiquent que dans cette tdche la majorité des rats sont capables de former une
mémoire épisodique robuste et de I'utiliser de fagon flexible pour faire face a une situation de
rappel interférente, élément clé de la mémoire épisodique chez I'Homme permettant de

dissocier différentes expériences proches du passé.

D. Réseau neuronal impliqué dans le rappel épisodique

L’hippocampe est une structure essentielle pour la formation d’'une mémoire épisodique chez
’Homme et 'animal. Nous avons donc évalué si linhibition transitoire de I'’hippocampe par
injection intracérébrale bilatérale de muscimol 40 minutes avant le test perturbe le rappel de
I'information épisodique. Nous avons testé I'implication de I'hippocampe dans le test de rappel
a 2 ports aprés deux présentations des épisodes. Alors que les rats contrble boivent plus sur

le bon port avec la bonne odeur (P+O+), les rats dont I'hippocampe a été inactivé boivent plus
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sur le bon port mais sans tenir compte de I'odeur qui lui est associée (Figure 5A), indiquant
une altération du rappel de I'association « Quoi — Ou » liée au contexte. Néanmoins, lors du
test, la composante « Ou » n’est pas affectée par I'inactivation de I'hippocampe puisque les
rats traités par le muscimol continuent de plus visiter le bon port (Figure 5), indiquant que la
composante de place dans ce test est robuste puisquelle est la premiére information a
prendre en compte lorsque le rat est replacé dans un contexte donné et ce avant méme de
prendre une décision sur I'odeur présentée. Ces données montrent par contre que le rappel

d’'un souvenir intégré de I'épisode dans notre tache nécessite l'intégrité de I'hippocampe.

Nous avons ensuite recherché les régions cérébrales activées lors du rappel de I'épisode en
utilisant I'analyse de I'expression des IEGs c-Fos et Zif268, 90 minutes aprés le test de rappel.
Les animaux exposés aux épisodes et testés sont comparés a des animaux contrble qui sont
exposés a I'ensemble de la phase de I'habituation, suivie des séances de routine uniqguement.
Les résultats montrent une augmentation du nombre de neurones exprimant c-Fos dans les
parties dorsale (Figure 6B) et ventrale (Figure 6C) de différentes régions de I'hippocampe (en
particulier 'aire CA1 et le GD), associée a une augmentation dans différentes aires du cortex
orbitofrontal (Figure 6E) et du cortex préfrontal (Figure 6F). Concernant I'expression de Zif268,
les analyses montrent une augmentation dans les mémes aires hippocampiques et corticales
(Figure 6H, | et L), excepté pour les régions du cortex orbitofrontal dans lesquelles
I'expression de Zif268 n’est globalement pas augmentée (Figure 6K). Par ailleurs, nous
n’observons pas d’augmentation de I'expression de Zif268 ou de c-Fos dans le cortex
périrhinal, suggérant que les performances a ce test ne reposent principalement pas sur un
processus de familiarité. Ces données indiquent que le rappel d'une mémoire épisodique a
long terme recrute un réseau distribué impliquant plusieurs aires de I'hippocampe et du cortex

préfrontal, suggérant un dialogue possible entre ces deux régions cérébrales.

Aprés l'analyse de l'activation de différentes régions cérébrales, nous avons recherché
d’éventuelles corrélations entre les performances sur la bonne configuration (Licks index sur
P+0+) et I'activation (c-Fos et Zif268) des différentes aires cérébrales analysées. Cette
analyse montre qu’il existe une corrélation positive entre I'expression de c-Fos dans le GD de
I'hippocampe dorsal, celle dans le cortex cingulaire antérieur et les performances de rappel
épisodique (Figure 7A et B). En effet, plus un rat est performant dans le rappel de I'association
épisodique, plus ces deux aires cérébrales sont activées. Par ailleurs, I'analyse de co-
activation et de corrélation avec les performances montre que plus l'activation conjointe du
GD et du cortex cingulaire antérieur est forte et plus les performances des rats sont bonnes
(Figure 7C). Ces données suggerent que le niveau de co-activation de ces aires de
I'hippocampe et du cortex préfrontal lors du rappel est lié & la précision du rappel de la

mémoire épisodique.
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En résumé, nous avons développé une nouvelle tAche de mémoire épisodique reposant sur la
définition « Quoi — Ou — Dans quel contexte » dans laquelle des rats forment une mémoire
épisodique robuste, flexible a trés long terme suite a une présentation limitée des épisodes.
Par ailleurs, nous montrons que le rappel de cette mémoire requiert 'hippocampe et recrute
un réseau neuronal distribué incluant I'hippocampe et le cortex préfrontal dont I'activation

conjointe est corrélée a la qualité de la performance de rappel épisodique.

Il. Article 1 : « Memory of occasional events in rats : Individual

episodic memory profiles, flexibility, and neural substrate »
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Memory of Occasional Events in Rats: Individual Episodic
Memory Profiles, Flexibility, and Neural Substrate

Alexandra Veyrac,'>* Marina Allerborn,** Alexandra Gros,">* “Frederic Michon,’ Louise Raguet,’ Jana Kenney,’
Florette Godinot,’ Marc Thevenet,’ Samuel Garcia,’ Belkacem Messaoudi,’ Serge Laroche,">t and “Nadine Ravel*t
!Centre National de la Recherche Scientifique, Centre de Neurosciences Paris-Sud, 2Université Paris-Sud, Unité Mixte de Recherche 8195, F-91405 Orsay,
France, *Unité Mixte de Recherche 5292, Centre National de la Recherche Scientifique, Institute national de la santé et de la recherche médicale U1028,
University Lyon 1, Lyon Neuroscience Research Center, F-69366 Lyon, France

In search for the mechanisms underlying complex forms of human memory, such as episodic recollection, a primary challenge is to
develop adequate animal models amenable to neurobiological investigation. Here, we proposed a novel framework and paradigm that
provides means to quantitatively evaluate the ability of rats to form and recollect a combined knowledge of what happened, where it
happened, and when or in which context it happened (referred to as episodic-like memory) after a few specific episodes in situations as
close as possible to a paradigm we recently developed to study episodic memory in humans. In this task, rats have to remember two
odor-drink associations (what happened) encountered in distinct locations (where it happened) within two different multisensory
enriched environments (in which context/occasion it happened), each characterized by a particular combination of odors and places. By
analyzinglicking behavior on each drinking port, we characterized quantitatively individual recollection profiles and showed that rats are
able to incidentally form and recollect an accurate, long-term integrated episodic-like memory that can last =24 d after limited exposure
to the episodes. Placing rats in a contextually challenging recollection situation at recall reveals the ability for flexible use of episodic
memory as described in humans. We further report that reversible inactivation of the dorsal hippocampus during recall disrupts the
animal’s capacity to recollect the complete episodic memory. Cellular imaging of c-Fos and Zif268 brain activation reveals that episodic
memory recollection recruits a specific, distributed network of hippocampal-prefrontal cortex structures that correlates with the accu-

racy of the integrated recollection performance.

Key words: episodic-like memory; hippocampus; olfactory memory; prefrontal cortex; recollection; rodent

Introduction

In humans, episodic memory is characterized as the conscious
recollection of unique personal past experiences, often occurring
singly during daily life, including what happened, where the event
happened, and when it happened (Tulving, 1972). Later refined
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by introducing autonoetic awareness (remembering personal ex-
periences with the awareness of reliving the events; Tulving,
2002), the initial concept stimulated the development of new
tasks to probe episodic memory in animals, an essential condi-
tion to advance our understanding of the neurobiological mech-
anisms underlying episodic memory and associated disorders.
The first evidence for “episodic-like memory” in animals was
provided by Clayton and Dickinson (1998) reporting that scrub
jays were naturally expressing this type of memory during food-
caching behavior, since they were able to remember where and
when they cached a particular type of food (what). This pioneer
study inspired the design of behavioral tasks to probe episodic-
like memory in rodents (Zhou and Crystal, 2011; Fellini and
Morellini, 2013). These studies confirmed that rodents can form
an integrated memory for what-where-when in certain experi-
mental situations; however, the temporal component of memory
and the efficient way to assess it in animal models still remain an
open debate (Suddendorf and Corballis, 2007). In most studies,
however, the when component is addressed in a way that is indis-
sociable from where or what information, and therefore might
more reflect differences in memory strength for what was seen
where, than strictly the temporal component of episodic memory
(Easton and Eacott, 2008, 2010; Eacott and Easton, 2010; Tem-
pler and Hampton, 2013). One alternative is to consider that the
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when component of episodic memory is represented more by the
capacity to order events than by precisely dating them (Ergorul
and Eichenbaum, 2004). These experiments, however, require
that animals be extensively trained before they can extract a rule
and become able to order events. Moreover, to perform this time
reconstruction, humans most often use event-related informa-
tion or contextual elements: “The last time I went to Paris, I
visited my friend in her new house and we talked in the garden
until midnight, so it must have been in summer.” Thus, as pro-
posed by others (Eacott et al., 2005; Easton and Eacott, 2008),
replacing “when” with “in which occasion/context” represents an
efficient way to test episodic memory, as we recently showed in a
novel episodic memory paradigm in humans (Saive et al., 2013,
2014).

Based on this, we designed a paradigm allowing precise eval-
uation of the ability of rodents to form long-term integrated
episodic memory in a manner as close as possible to humans in
terms of informational content, limited occasional encounters of
episodes, and the capacity for flexible use of this memory in a
challenging environment. With this original protocol, we found
that rats can form a long-term episodic-like memory and remem-
ber that, during their daily life, in a given multisensory-enriched
environment (in which context), a particular odor (what) at a
specific location (where) signals something pleasant or unpleas-
ant to drink. We provided the first characterization and catego-
rization of individual profiles of episodic memory recollection in
rats, showing how strikingly individual successes/errors compare
with human episodic memory recollection, and show that rats can
form a long-term episodic memory lasting =24 d. We confirmed
that hippocampal inactivation impairs episodic memory recol-
lection and found by mapping c-Fos and Zif268 immediate early
gene activation that episodic-like memory recruits a large,
distributed hippocampal-prefrontal cortex (PFC) network
that correlates with the accuracy of long-term episodic mem-
ory recollection.

Materials and Methods

Animals

Experiments were performed in accordance with European Directive
86/609/EEC regarding the care and use of laboratory animals. Adult male
Long—Evans rats (Charles River Laboratories; 7 weeks old, 300-350 g at
the start of the experiment; n = 65 for the whole study) were housed in a
temperature-controlled and humidity-controlled colony room in groups
of 2—4 during the shaping procedure. They were exposed to a 12 h light/
dark cycle (light onset, 6:00 A.M.) and experiments were conducted dur-
ing the light period (between 9:00 A.M. and 5:00 P.M.). Food was
available ad libitum but access to water was progressively restricted
(20—40 min in the experimental cage and 40 additional minutes in home
cages at 6:00 P.M.). Rats were weighed weekly to control their adaptation
to hydric restriction.

Apparatus: the Episodicage

The experimental arena (Fig. 1A), the Episodicage (designed by Belka-
cem Messaoudi), consisted of a rectangular polyvinyl chloride box (60 X
35 X 40 cm) with devices allowing delivery of various odors and drinking
solutions. Two walls of the arena were each equipped with two odor ports
(Fig. 1B). Deodorized air constantly flowed through the odor ports. De-
tection of a rat nose poke by a capacitance system triggered odor delivery
through a custom-designed olfactometer. A vacuum system ensured that
the odor remained confined to the port. A hole in the wall, 1 cm below
each odor port, allowed introduction or withdrawal of a drinking pipette.
Each lick to a pipette was detected by another capacitance system to
trigger a pump that delivered a calibrated volume of solution (Fig. 1C).
The whole device configuration ensured that the odor stimulation was
delivered through the port during the entire liquid consumption, allow-
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Figure 1.  The Episodicage: an experimental device to study episodic-like memory inrats. 4,
B, The Episodicage is a rectangular chamber with four odor ports (OP), each associated with a
drinking pipette (P). Detection of rat’s nose poke triggers odor delivery (01, odor injection; OE,
odor extraction) and introduction/withdrawal of the pipette by a motor (M). Rat behavior is
tracked by four cameras above the odor ports and one central camera above the arena. The
appearance of Episodicage could be modified by placing floors with different tactile character-
istics, introducing various objects, using a video projector to project visual patterns on different
versions of the floor, and diffusing environmental sounds via loudspeakers. ¢, A nose poke
initiates the trial and the onset of the odor. After a delay, the pipette protrudes into the cage for
a fixed amount of time. During this period, each lick to the pipette is detected and triggers a
pump for delivery of drinking solutions during odor stimulation. The offset of the odor corre-
sponds to the pipette withdrawal. After a given intertrial interval, the rat can activate the
system again by a nose poke and a new trial is initiated.

ing perfect coupling between the odor and the consumed solution. Each
odor port was controlled by a computer that fixed various parameters:
the quality, intensity, and duration of the olfactory stimulation, as well as
the delay between odor delivery onset and availability of the pipette. This
system recorded the number of licks detected on any pipette for a given
visit and reconstructed their temporal distribution (Fig. 1C). The stan-
dard arena floor could be replaced to introduce materials differing from
their tactile characteristics. Various objects could also be placed in the
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Figure2. Time line of the episodic-like memory paradigm. 4, First, 11 daily sessions of shaping were used to train the animal to the introduction of the pipette by making a nose poke into any
of the four odor ports and drink after a delay (apparatus, 7 d) and to receive odor stimulation associated with sugar or quinine solution from the pipette (odors, 4 d). Al trials were systematically
initiated by the rats during a 20 min/d session. Rats then underwent three daily routine sessions (Routine, lower box, middle configuration) with no odor, no enriched context, and only water
available from the four ports. Episode exposures consisted of two distinct episodes [lower box: left, Episode 1 (E1) configuration; right, Episode 2 (E2) configuration] with a 1d routine (R) session in
between. Episodes were presented once or twice (as illustrated here) in independent groups of rats. They were each characterized by a unique combination of odor—place— context associations
rewarded with sugar solution (green labels; odor A at port 2 for E1; odor Cat port 4 for E2) while the three other incorrect odor—place associations were associated with quinine (red crosses). During
this episodic session, in a given context (“in which context”), rats encoded at which port location (“where”), one of the odors (“what") was associated with sugar solution. B, During the retrieval test
24 h or 24 d after the last episode session, rats were placed again in the E2 context to evaluate what type of information they were able to recollect (P+0+-: correct place, correct odor; P+0—:
correct place, incorrect odor; P— 0+ :incorrect place, correct odor; P —0—:incorrect place, incorrect odor). The two-port test completely matched the episode, except that only water was delivered
whatever place— odor configuration was experienced. The challenging four-port test was a more complex situation since it took place in the enriched context E2, but with four accessible ports [2
previously associated with context E2 (IC) and 2 with context E1(0C)], each port associated with the pair of odors corresponding to its respective episode. For each port visit, the number of licks was

expressed for each rat as a licks index and was used for analyzing encoding and recollection performance.

arena. The appearance of the arena during the episodes was also modified
by using a video projector that projected visual patterns on the different
versions of the floor (Fig. 2A). Two loudspeakers symmetrically placed
above the experimental arena were used to provide different sound en-
vironments during the episodes. The rats’ behavior was monitored by
five cameras: one placed centrally above the arena and four others above
the four different odor ports (Fig. 14). The video signals were acquired
throughout each session. A video tracking software (Volcan, designed by
Marc Thevenet) was used to detect on-line the position of the animal and
trigger the camera corresponding to the activated port.

Behavioral procedure

Shaping

Shaping consisted of two different steps achieved in an average of 11 daily
sessions lasting 20 min at maximum (Fig. 2). The objective of step 1
(apparatus shaping; 7 d) was to initiate the animal to the introduction of
the pipette by making a nose poke deep into any of the four odor ports
and to drink water. On the first day, water-deprived animals were al-
lowed to explore the arena. Pipettes from all ports were already intro-
duced into the arena and delivered water upon licking. During the next
3 d, animals learned to trigger the pipette entry into the arena via a nose
poke in the odor port. The pipette was delivered immediately after a nose
poke and remained available for drinking for 20 s ( progressively reduced
to 10 s), after which it was withdrawn and the rat could then initiate the
next trial after a refractory period of 16 5. The following 3 d, a 2 s delay was
introduced between the nose poke and pipette entry.

In step 2 (odor shaping; 4 d), rats were habituated to receive odor
stimulation associated with sugar or quinine solution from the pipette.
Two different odors, geraniol and eugenol (Sigma-Aldrich) were released
upon nose poke for 10 s from each of the four odor ports and were
associated with quinine (0.06%) or sugar (6%). Each daily session was
identical and the odor of geraniol or eugenol was introduced at the four

odor ports in a pseudorandom manner so that each animal was exposed
to the same amount of both odors. The delay between a nose poke and
pipette delivery was then increased (3 s) to maintain the attention to the
odor after the nose poke. This step was terminated when =15 trials in 20
min were performed. The aim was to give the animals a hint that a given
odor might be an indicator for finding a sweet or avoiding a bitter drink-
ing solution, which otherwise could not be predicted.

Episodic-like memory task
Routine sessions. During the 3 following days, before episode exposures,
water-deprived rats spent 15 min/d (or =12 trials) in the Episodicage.
The appearance of the arena was exactly the same as during the shaping
period (Fig. 2A). Neither visual nor auditory enrichment of the context
was used during routines and the floor was the standard one (black and
smooth). The four ports were accessible to nose poke. However, no odors
were released and pipettes delivered water for 10 s. The aim of routine
sessions was to enhance the salience of the following episodes and to
control for an evenly distributed port-visiting behavior of the rats before
episode exposures.

Episode exposures. Two different episodes, Episode 1 (E1) and Episode
2 (E2), were used and presented to the rats separated by 1 d of routine
session. Episode sessions were presented once or repeated once in inde-
pendent groups of rats, depending on the experiment (see below). Each
episode was characterized by enriched contextual information consisting
of distinct flooring, specific visual patterns projected on the floor, and
distinct natural sounds diffused during each episode session (Fig. 2A).
Visually, we favored highly contrasted black and white patterns. The
environmental sounds were selected for their broad sensory information
content. The capacity of rats to hear and discriminate these sounds was
validated by analyzing dominant frequency and amplitude modulation
on spectrograms. In each episode, a nonoverlapping configuration of
only two ports was accessible, each of them releasing two different odors
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unique to each episode (i.e., odors A and B in E1 at ports 2 and 3 and
odors Cand D in E2 at ports 1 and 4; Fig. 2A). For a given episode, one of
the two ports only delivered sugar or quinine depending on the odor
triggered in the port, while the other port delivered quinine solution
regardless of the odor that was triggered following a nose poke. Thus,
each episode was characterized by one unique combination of odor—
place—context association positively rewarded by sugar solution
(P+0O+: correct place, correct odor, i.e., odor A at port 2 in context used
for E1 and odor C at port 4 in context used for E2; Fig. 2A, green label),
while the three other odor—place associations were associated with qui-
nine (P+O—: correct place, incorrect odor; P—O+: incorrect place,
correct odor; P—O—:incorrect place, incorrect odor; Fig. 2A, red cross).
The odors used, carvone (odor A) and isoamyl acetate (odor B) for E1
and anethol (odor C) and citral (odor D) for E2, were chosen according
to data obtained in previous experiments. Each pair was easy to discrim-
inate and both pairs of odors were spontaneously equally explored at the
selected concentration. Each episode session included 24 trials combined
in a pseudorandom sequence including six repetitions (three in the first
12 and three in the following 12 spontaneous trials) of four different
configurations (i.e., P+O+ vs P—=O+; P+O+ vs P—O—; P+O— vs
P—0O—; P+O— vs P=0O+). For each session, the time assigned to the
exploration during the episode was =20 min and limited to 40 min, and
the minimum number of trials was 12. During this session, in a given
enriched context (“in which context” information), rats encoded at
which port (“where” information) which of the odors (“what” informa-
tion) was associated with sugar solution.

Retrieval test. A test session was performed 24 h after the last episode
exposure to evaluate what type of information the rats were able to rec-
ollect (Fig. 2B). During the test (12 trials), rats were replaced in the E2
context. Two versions of the test that differed in their levels of difficulty
were carried out. The two-port test (Fig. 2B, top) was the easiest because
the test situation matched completely the episode in terms of context,
available ports, and odors, except that only water was delivered regardless
of the place and odor. The four-port test (Fig. 2B, bottom) was more
complex since it took place in the E2 context, but for the first time the
four ports were accessible [those used during E2: in context (IC); those
corresponding to E1: out of context (OC)] and the two odors from both
previous episodes were simultaneously present and available from their
respective ports. Again, at test, only water was delivered upon nose pokes.
To test memory at a much longer training-to-retention interval, a further
group of rats was trained and performance in the two-port retrieval test
was examined 24 d after the last exposure to E2.

Behavioral analysis

We quantified the number of visits on each port for each experimental
configuration, including routine sessions, and expressed it as a ratio of
the total number of trials in a given session. During exposure to the
episodes, this ratio was used to estimate how often each odor—place com-
bination was experienced. For each port visit, the number of licks was
normalized for each rat to the total number of licks in a given session to
normalize individual licking behavior differences. This value was re-
ferred to as the licks index and was used for the analysis of performance.
During routines, this variable was used to verify that intake was similar
from any of the four pipettes. During exposure to the episodes, it served
to evaluate behavioral discrimination between P+O+ and the other
three odor—place associations (P+O—; P—O+; P—O—). During the
retrieval test, the licks index allowed us to evaluate precisely what the rats
expected in a given configuration and therefore what type of information
encoded during the episode they were able to recall. In the two-port test,
we compared the licks index for the four odor—place configurations with
expected licks index values for archetype profiles of rats (Table 1). If the
licks index for P+O+ was higher than that of the three other configura-
tions (close to an archetype rat with 1.0 for P+O+, 0 for P+O—, 0 for
P—0O++, 0 for P—O—), we concluded that the animal was able to recall a
combination of “what” and “where” information (WW profile) in a
given context (close to the archetype 0.5 for P+0O+, 0.5 for P+O—, 0 for
P—0O+, 0 for P—O—). If this index was different for P+ configurations
compared with P— but without any difference between P+O+ and
P+0O—, we concluded that only the “where” information was recalled
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Table 1. Examples of licks index values and corresponding individual recall profiles
in the two-port test

Licks index per configuration

Individual Percentage
Presentation profiles rats P+0+ P+0— P—0+ P—0—
One episode What-where”  29% 0.92 0.07 0 0.01
presentation  Where” 3% 058 042 0 0
What* 14% 0.48 0.19 0.26 0.07
Indeterminate’ 4% 0.04 0.41 0.55 0
Two episode What-where?  100% 0.98 0.01 0.01 0
presentations

Profile with more licks in P+0+ of the tested context.
bProfile with similar licks in P-+0+ and P+0—.
“Profile with similar licks in P+0+ and P—0+.
IAtypical profile.

(Where profile). Symmetrically, a significantly higher licks index for O+
compared with O— (0.5 for P+O+, 0 for P+O—, 0.5 for PO+, 0 for
P—0O—) regardless of the port where it has been delivered signified re-
trieval of “what” information (What profile). Similar licks index for each
configuration indicated that no information was retrieved (indetermi-
nate behavior; 0.25 for P+ 0O+, 0.25 for P+0O—, 0.25 for P— O+, 0.25 for
P—0O-). In the four-port test (Table 2), the number of possible config-
urations was increased since in a given context it was possible for the rat
to activate the ports corresponding to the tested context (IC) or those
associated to the other context, used as distractors (OC). In that case, we
first determined whether the licks index was superior for the ports of
the tested context or for the distractor context. This meant that the
animal was able to retrieve the association between the ports and
the context and animals were classified as IC, while those for which
the licks index was superior for the distractor context were classified
as OC. Then, the same analysis as above for the two-port test was used
to categorize the recall profile of each animal. As an example, an
animal licking only on the P+ O+ associated to the tested context was
considered as retrieving the overall information presented during ex-
posure to the episode sessions and was classified as what-where-IC. With
this classification, we determined the proportion of each profile in the group.

Licks index data were averaged across animals within each experimen-
tal group and are presented as means * SEM. Statistical comparisons
between configurations were conducted by the nonparametric Friedman
test followed by a Wilcoxon test. Data comparisons from independent
groups were assessed by nonparametric Mann—Whitney and Kruskall-
Wallis tests. Significance level was set at p < 0.05.

Surgery and hippocampal inactivation procedures

A few days after shaping, rats (n = 17) were anesthetized (equithesin:
mixture of 29.6 mg/kg pentobarbital and 141.3 mg/kg chloral hydrate for
induction, supplemented by 8.9 mg/kg and 42.4 mg/kg, respectively) and
a specific procedure was applied to ensure proper analgesia (local anes-
thetic agents combined to nonsteroidal anti-inflammatory drugs). Using
standard stereotaxic procedures, guide microtubes (diameter, 23 gauge;
length, 12 mm; Phymep) were bilaterally implanted 500 wm above the
CA1 pyramidal layer of the dorsal hippocampus (3.6 mm posterior to
bregma; 2.0 mm lateral; 2.0 mm ventral to dura). Guide tubes were fixed
to the skull with dental cement and two anchoring screws. After surgery
a removable stainless steel stylet was inserted into the tube, protruding
from the tube by 1 mm to prevent obstruction and infection. Rats were
placed individually in home cages for a 2 week recovery period with ad
libitum food and water, during which the stylets were removed, disin-
fected, and replaced every 2 d to habituate the animals to this manipula-
tion. Rats were then randomly assigned to three experimental groups. A
first group (n = 7) received bilateral injections of the GABA, receptor
agonist muscimol, dissolved in artificial CSF (aCSF; 0.5 ug/L). A second
group received aCSF only (n = 5) and the third group was implanted but
not injected (n = 5). For microinjection, the stylets were removed and
injection needles (diameter, 30 gauge) were inserted into the guide tubes
with the needle tip protruding ~1 mm beyond the guide extremity. The
needle was connected to a 10 ul Hamilton syringe and 0.5 ul per site of
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Table 2. Examples of licks index values and corresponding individual recall profiles in the four-port test

Licks index per configuration

IC 0C
Individual profiles Percentage rats P+0+ P+0— P—0+ P—0— P+0+ P+0— P—0+ P—0—
What—where—IC* 50% 0.70 0.07 0 0 0.23 0 0 0
Where-IC® 20% 0.4 040 0 0 0.19 0 0 0
What—IC* 10% 0.36 0.10 033 0 0.21 0 0 0
What—where—0(“ 10% 0 0.05 0 0.95 0 0 0
Where-0C* 10% 0.17 0 0 0 033 032 0.18 0

“Profile with more licks inP+0+ IC.
"Profile with similar licks in P+0+ and P+0— IC.
“Profile with similar licks in P+0+ and P—0+ IC.
“Profile with more licks in P+0+ 0C.
“Profile with similar licks in P+0+ and P+0— 0C.

muscimol oraCSF were infused bilaterally in 30 s. The needles were left in
place for 2 min after the injection. Animals underwent the behavioral test
40 min later. Rats of the noninjected group were constrained for 4 min,
similarly to the other rats during the injections.

At the end of the experiment, rats were injected with a lethal dose of
pentobarbital and brains were removed and postfixed in 10% formalde-
hyde solution for 2 weeks. They were then cryoprotected by immersion in
a 25% sucrose solution. Guide tube placement was determined by serial
coronal sections (40 pwm thick) cut with a freezing microtome (—20°C)
and stained with cresyl violet. Behavioral data were analyzed only from
rats with correct cannula placement.

Immunochemistry and cellular imaging

To evaluate c-Fosand Zif268 expression in brain areas specifically related
to episodic-like memory, control rats were submitted to the same exper-
imental protocol as episodic rats (Fig. 2), including shaping phases, ex-
cept that they were exposed to routine sessions instead of episode
sessions both during encoding and retrieval. Routine and episodic rats
were deeply anesthetized with pentobarbital (200 mg/kg, i.p.) and per-
fused transcardially with a solution containing 4% paraformaldehyde in
0.1 m phosphate buffer, 90 min after completion of the two-port recall
test or a routine session (Fig. 2). While basal levels of Zif268 and c-Fos are
sensitive to environmental events and novelty, behavioral procedures for
episodic and routine rats on the test day matched as closely as possible
those used during encoding and any environmental changes between
testing and killing of animals was avoided. After perfusion, brains were
removed and fixed overnight in the same perfusion solution at 4°C,
immersed for 6 d in phosphate buffer containing 30% sucrose, and fro-
zen in chilled 2-methylbutane (—30°C). Coronal sections (14 um thick)
were cut on a cryostat (Microm) from the olfactory bulb to the posterior
part of the hippocampus (bregma 7.56 to —6.48 mm).

Brain sections were preincubated in Target Retrieval Solution (Dako)
for 20 min at 95°C. After cooling for 20 min, sections were treated with
0.5% Triton in PBS for 30 min and then endogenous peroxidases were
blocked with a solution of 3% H,O, in 0.1 M PBS. Sections were then
incubated for 90 min in 7.5% normal serum (Jackson Immunoresearch),
2% BSA (Sigma-Aldrich), and 0.1% Triton X-100 to block nonspecific
binding, and incubated overnight at 25°C in Zif268-specific (1:1000) or
c-Fos-specific (1:3000) primary rabbit polyclonal antibodies (Santa Cruz
Biotechnology). Sections were then incubated in a goat biotinylated anti-
rabbit secondary antibody (1:200; Vector Laboratories) for 2 h at room
temperature and processed with avidin-biotin-peroxydase complex (1:
200; ABC Elite Kit, Vector Laboratories) for 30 min. Finally, peroxidase
detection was conducted with 3,3-diaminobenzidine-tetrahydrochloride
(0.06%; Sigma-Aldrich) as chromogen with nickel (0.03% NiCl,) and
H,0, (0.06%) to obtain black immunolabeling. Sections were dehy-
drated in graded ethanols and coverslipped in Eukitt (Sigma-Aldrich).

Quantitative imaging analyses of c-Fos and Zif268 were conducted
with a mapping software (Mercator Pro, Explora Nova) coupled to an
optical microscope (Olympus) as previously described (Lesburgueres et
al., 2011; Veyrac et al., 2013). Cell counts were performed at 20> mag-

nification and conducted by an experimenter blind to the experimental
condition. Brain structures were anatomically defined according to the
Paxinos and Watson atlas (see Fig. 6A). The numbers of c-Fos-positive
and Zif268-positive nuclei were quantified in the following areas: medial,
ventral, lateral, and dorsolateral parts of the orbital cortex (MO, VO, LO,
DLO, respectively); prelimbic, infralimbic, anterior piriform, posterior
piriform, anterior cingulate (aCC), medial cingulate (mCC), perirhinal,
and lateral entorhinal cortices; and subfield CA1, subfield CA3, and den-
tate gyrus (DG) of the dorsal (dCA1, dCA3, dDG) and ventral hippocam-
pus (VCAL, vCA3, vDG). Counting frames were placed in standardized
manner based on predefined anatomic landmarks on sections (e.g.,
shape of cortex or of adjacent corpus callosum). c-Fos-positive and
Zif268-positive neurons were counted in the entire quantification field
and cell densities (number of c-Fos-positive and Zif268-positive nuclei
per um?) for each brain region were averaged for each experimental
group.

Results were expressed as means = SEM. Since equality of variance (F
test) and normality of distribution (Shapiro-Wilk) were validated for all
data, between-group parametric comparisons were performed by bilat-
eral t test. Only effects with a p value < 0.05 were considered as signifi-
cant. Parametric Pearson’s r correlation coetficients were used to detect
correlations between the density of c-Fos-positive or Zif268-positive nu-
clei and the licks index for P+O+ during the recall test. Pearson’s r
correlation matrices were used to reveal cross-correlations between den-
sities of c-Fos-positive and Zif268-positive nuclei in different brain areas.

Results
Rats can form a long-term episodic-like memory of briefly
encountered events
The principle of the task was to briefly confront rats to two con-
textually distinct episodes in an otherwise familiar arena, named
Episodicage (Figs. 1, 2). During each episode, defined by a spe-
cific multisensory contextual appearance of the arena, a nose
poke in one defined port can deliver a specific odor upon which
licking provides a positive reinforcement (Fig. 2). On this same
port, a nose poke can trigger another odor, but one associated
with a negative reinforcement (quinine) upon licking, which the
rat should avoid doing. In the same context, the same two odors
can be delivered on another port, but there both odors are nega-
tively reinforced. Different odors and active port locations were
attached to each contextually distinct episode. In the experimen-
tal phase, while rats were performing routine sessions in a rela-
tively poor contextual environment in which no odors or
reinforcement were delivered and all ports could provide water,
we introduced on separate days two episodes, E1 and E2, contain-
ing distinct odor—place— context information.

To closely match the conditions we used in parallel to inves-
tigate human episodic memory (Saive et al., 2013, 2014), we first
assessed the impact of episode repetition on the strength of
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Figure 3.

Episodic-like memory performance after one or two presentations of the episodes. A=/, One (A-() and two (D-/) presentations of each episode. Licks index for each odor—place—

contextassociation (P+0+: correct odor, correct place; P+ 0—: correct port, incorrect odor; P — 0+ incorrect port, correct odor; P — 0 —:incorrect odor, incorrect port) during encoding of E1and
E2 (A, D) and during E2 retrieval attest 24 h (B, E) or 24d later (G). C, F, 1, Individual licks index values during E2 retrieval test (C,n = 7; F,n = 6;1,n = 13). Licks index values for each configuration
are color coded for each individual rat. For example, the rat corresponding to the orange circle is classified as able to recall what—where information from the right context, whereas the light blue
one is able to recall where information. Group data are expressed as means = SEM in this and subsequent figures. Median is reported as horizontal bar. *p << 0.05; **p << 0.01; ***p << 0.005,

Friedman test followed by Wilcoxon test.

“what—where—in which context” memory. For this, we compared
performance of two independent groups of rats submitted to
either one or two presentations of E1 and E2 and tested 24 h later
for retention of E2 (Fig. 2B). As expected, during E1-E2 expo-
sures, the two groups quickly encoded that in one specific con-
text, in one port (P+) only one odor (O+) was associated with
sugar solution delivery: they preferentially licked when they
encountered the P+O+ configuration associated with sugar,
whereas they avoided quinine in all other configurations
(P+O—, P—O+, P—O—; Fig. 3A; p < 0.05 Friedman test for
each E1 and E2 sessions), and behaved similarly for the two epi-
sodes (Fig. 3A; P+O+, El vs E2, p = 0.08, Mann-Whitney test,
n = 7). Similar results were obtained when rats were exposed
twice to the episodes (Fig. 3D; E1(1)/E2(1)/E1(2)/E2(2) compar-
ison p = 0.24, Kruskall-Wallis test, n = 6). During exposure to
the episodes, the number of visits on each port during successive
E1/E2 episodes increased progressively to P+ and decreased to
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P—, suggesting rats progressively shaped their responses toward
acquiring the place—context association (data not shown; Fried-
man test [E1(1), p = 0.10; E2(1), p = 0.003; E1(2), p = 0.016;
E2(2), p = 0.0024]).

The critical test was then to evaluate what the rats were able to
recall from their past experience. For this, a single probe test was
conducted within the E2 context. However, only water was deliv-
ered (Fig. 2B, Test E2-2 ports). The licks index on each port
represents what rats expect to drink and consequently reflects
their episodic-like memory performance. When rats have been
exposed to only one presentation of each episode, analysis of
performance showed a higher licking rate in the configuration
corresponding to the odor—place—context association (Fig. 3B).
Although the global group performance on P+O+ against the
other configurations only showed a trend toward statistical sig-
nificance (p = 0.074, Friedman test), analyses of individual per-
formance revealed distinct individual behavioral profiles (Fig.
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3C) with nearly a third (29%) of the rats presenting “what—
where” behavior selective of context E2, the correct integrated
episodic-like memory (Table 1). Other individuals were catego-
rized as “where” (43%), “what” (14%), or indeterminate behav-
ior (14%). Further, when rats were exposed twice to each episode,
they were clearly all able to remember the entire combination of
episodic information (Fig. 3E; p = 0.0052; Friedman test; P+ O+
vs the other combinations, p = 0.027, Wilcoxon test), 100% of
them exhibiting the correct odor—place—context behavioral pro-
file (Fig. 3F; Table 1). Because rats during encoding were similarly
exposed to O+ and O— at P+ (data not shown; p = 0.46, Wil-
coxon test), their memory ability in recollecting the episode
cannot be explained by a biased experience for the P+O+ con-
figuration. Statistical comparison of the two experimental groups
[one exposure (Fig. 3B) vs two exposures (Fig. 3E)] showed a
significant group difference in recall performance (p < 0.0001,
x” test; p = 0.0152, Mann—Whitney test on P4+ O+ ). By contrast,
performance of “what-where” rats in the two groups (compari-
son of licks index on P+O+ of the two groups) was not sta-
tistically significant (p = 0.32, Mann-Whitney test),
suggesting no qualitative difference in performance in good
performers whether they had been exposed once or twice to
the two episodes.

These findings indicate that when rats were confronted to the
two brief and distinct episodes only once, nearly a third remem-
bered the combined “what-where—in-which-context” informa-
tion, while two presentations of the two episodes allowed all rats
to accurately recollect an integrated memory of the entire epi-
sodic information. Notably, the present odor-associated episodic
memory paradigm reveals in rats an inherent variability of recol-
lection profiles, which is similar to what we reported in humans
(Saive etal., 2013, 2014), offering the possibility to investigate the
neural substrate of information each animal was able to recollect.

Next we examined recollection performance at the much lon-
ger exposure-to-test interval of 24 d in an independent group of
rats after they had been exposed twice to the two different epi-
sodes E1 and E2 (Fig. 2). Again, during E1-E2 exposures, rats
preferentially licked when they encountered the P+O+ config-
uration associated with sugar, whereas they avoided quinine in all
other configurations (P+0O—, P—O+, P—O—; Fig. 3G; p <
0.001, Friedman test for each E1 and E2 sessions), thus replicating
the above results. Twenty-four days after training, 8 of 13 rats
(62%) were still able to remember the entire combination of
episodic information (Fig. 3H; p = 0.001, Friedman test; P+ O+
vs the other combinations, p < 0.02, Wilcoxon test), exhibiting
the correct odor—-place—context behavioral profile (Fig. 3I).
Thus, even with relatively limited exposure to two complex epi-
sodes, rats are able to form a robust and long-lasting episodic-like
memory that they can recall 24 d after exposure to the episodes.

Resolution of episodic-like memory recollection in a
challenged situation of recall

In many circumstances of daily life, remembering episodes oc-
curs in contexts that are not fully identical to the encoding situ-
ation. To test this property and evaluate the strength and
resolution of episodic-like memory recollection, we challenged
memory retrieval by placing animals in a high-interference situ-
ation during recall. After having experienced two presentations
of each episode, animals were now tested 24 h later in a four-port
E2 test (Fig. 2B, Test E2-4 ports). In this case, rats had to recollect
the odor—place association of E2 (IC), while ignoring the odor—
place information previously associated with E1 (distracting
ports; OC). Analysis of individual recollection profiles showed
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test. A, Individual licks index for each configuration IC or OC (n = 10). B, Distribution of indi-
vidual behavioral profiles during recollection of the episodic association. Histograms represent
What-Where (WW), Where, What profiles ICor 0CE2 (n = 10). €, Licks index of rats expressing
a What-Where-IC profile (n = 5 of 10). The results of the P+ 0 +/IC configuration was signif-
icantly different from all the other configurations, *p << 0.05, Friedman test followed by Wil-
coxon test.

that memory performance, despite a certain degree of variability,
remained reliable and robust, suggesting that rats were able to
disambiguate the information on display during recall (Fig. 4A;
Table 2, n = 10). In fact, 50% of the rats exhibited a what—
where-IC profile (Fig. 4B), displaying a significantly higher licks
index in P+O+ configuration of the tested context (Fig. 4C;
P+O+/IC vs the other combinations, p = 0.028, Wilcoxon test,
n = 5). Moreover, 80% of the rats were able to recollect the
association between the ports and the contextual cues of the
tested episode (Fig. 4B, In context). Among those, the majority
(62.5%; what—where—IC) retrieved the whole episode, while a few
were only able to recollect the place (25%; where—IC) or the odor
(12.5%; what-IC). Thus, a high proportion of animals formed an
integrated episodic-like memory that was sufficiently accurate,
robust, and flexible to face a highly interfering retrieval situation,
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a key feature of human memory to dissociate different personal
past experiences.

Episodic-like memory recall requires an intact hippocampus
The hippocampus is critical for episodic memory in humans
(Tulving and Markowitsch, 1998; Eichenbaum et al., 2007) and is
also required to encode and recall episodic-like memory in ani-
mals (Ergorul and Eichenbaum, 2004; Fortin et al., 2004; Eichen-
baum and Fortin, 2005). Thus, we expected that inactivation of
the hippocampus during recall would impair recollection of an
integrated account of the episodic information in our paradigm.
We temporarily inactivated the dorsal hippocampus by infusion
of muscimol 40 min before E2 retrieval. Control animals (oper-
ated noninjected and aCSF injected) exhibited similar recall per-
formance (data not shown; p = 0.73 Mann—-Whitney test) and
were therefore pooled. Animals later assigned to the control or
muscimol groups similarly exhibited a preference for P+O+ ver-
sus the other configurations during the encoding of episode E2
(Fig. 5A; control, CONT, p = 0.0001, n = 10; muscimol, MU, p =
0.002, n = 7, Friedman test). However, during retrieval, musci-
mol rats, in contrast to controls, preferentially licked from P+,
but regardless of the odor delivered following a nose poke (Fig.
5A; P+0O+ vs P+O—, control, p = 0.009; muscimol, p = 0.091,
Wilcoxon test; P+O+, control vs muscimol, p = 0.025, Mann—
Whitney test). Thus, while control rats exhibited a What-Where
profile corresponding to the right context, muscimol-injected
rats were strongly impaired in remembering the integrated odor—
place—context association. This was confirmed by analyzing in-
dividual performance, which showed no recall of the episodic
association in muscimol-injected rats (Fig. 5C) compared with
the expected behavioral profile of episodic memory recollection
in controls (Fig. 5B). Of note, both control and muscimol rats
similarly made more frequent visits to the reinforced port P+
than to the nonreinforced port P— (percentage of visits P+: con-
trol, 87.5 * 3.3; muscimol, 86.9 = 4.8; percentage of visits P—:
control, 12.5 + 3.34; muscimol, 13.1 *= 4.8; P+ vs P—: control,
p = 0.005; muscimol, p = 0.018, Wilcoxon test; control vs mus-
cimolon P+: p = 0.99, Mann-Whitney test), demonstrating that
the “where” component of the episodic association is robust,
even under hippocampal blockade, a logical consequence of the
paradigm as port location is the first information captured before
a decision is made to respond or not to the odor. Overall, these
results validate the premise that complete recollection of the in-
tegrated episodic information in our paradigm strongly depends
on hippocampal function.

Recruitment of selective brain areas during recollection of
episodic events

To identify brain regions involved in processing episodic-like
memory, we used imaging of the expression of the activity-
dependent immediate early genes (IEGs), c-fos and zif268, two
markers widely used to map neural ensembles activated by expe-
rience and known to be required for synaptic plasticity and long-
term memory (Jones et al., 2001; Fleischmann et al., 2003; Veyrac
etal,, 2013, 2014). IEG expression was investigated 90 min after
retrieval in rats exposed to the episodes (episodic rats, n = 6) and
compared with controls exposed to routine sessions only (rou-
tine rats, n = 6; Fig. 6). We found significant increases in the
number of c-Fos-immunoreactive neurons in dorsal (Figs. 6 B, D)
and ventral (Fig. 6C) areas of the hippocampus associated with a
concomitant increase in orbitofrontal cortex (OFC; Fig. 6E),
PFC, and aCC (Fig. 6F ). Zif268 expression was also increased in
the same areas (Fig. 6H,I, K, L), except in OFC, in which Zif268
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Figure5. Episodic-like memory performance during transient pharmacological inactivation
of the dorsal hippocampus. 4, Licks index for each odor—place— context configuration during
encoding of the second session of E2 [E2(2)] and during E2 retrieval test (TE2) in control rats
(CONT; » = 10) and rats injected with muscimol (MU; n = 7) before the retrieval test. B, C,
Individual licks index values of CONT (B) and MU (C) rats during E2 retrieval test. Medians for
each configuration are reported on the graphs. *p << 0.05, **p << 0.01. ns, Nonsignificant.
Friedman test followed by Wilcoxon test or Mann—Whitney test for comparisons of indepen-
dent groups.

expression was similar for episodic and routine rats (Fig. 6K).
Notably, the absence of observable activation in primary olfac-
tory and lateral entorhinal cortices (piriform cortex: Fos, routine
rats, 0.53 * 107 cells/wm?; episodic rats, 0.57 * 107 Zif268,
routine rats, 1.25* 10 ~%; episodic rats, 1.17 * 10 ~? lateral ento-
rhinal cortex: Fos, routine rats, 0.25 * 10 > cells/um 2 episodic
rats, 0.23 * 10 ~7; Zif268, routine rats, 0.26 * 10 ~7; episodic rats,
0.28 * 10 7), suggests that odor processing per se is not a deter-
minant process engaged at recall of the episode, and implies that
the OFC participates in retrieval of the integrated memory rather
than simply in odor processing. We observed no induction of
c-Fos or Zif268 in the perirhinal cortex (data not shown), sug-
gesting that performance in this task is not primarily based on
familiarity detection (Brown and Aggleton, 2001). Thus, al-
though brain regions in which recollection-related expression of
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control (white bars, ROUTINE; n = 6) and episode-experienced rats (black bars, EPISODIC; n = 6). *p << 0.05, **p << 0.01, ***p << 0.005, Student’s t test. D, G, J, M, Photomicrographs showing

increased c-Fos and Zif268 expression in episodic rats compared with control rats in dorsal hippocampus (D, /) and in aCC (G, M). Scale bars: G, 250 pm; D, J, M, 500 pum.
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IEGs were not detected could nevertheless participate in memory
processing and recall, these findings reveal a core-distributed
neural network recruited during recall of long-term episodic-like
memory that involves a dialog between hippocampal and PFC
association areas. This neural circuit is highly similar to thatiden-
tified in human brain imaging studies as a potential network
underlying episodic memory recollection (Diana et al., 2007;
Daselaar et al., 2008).

Correlation of brain activation and episodic-like memory
performance

In memory tasks, the behavioral measure used as an index of
performance is critical. The present paradigm allows precise
quantification of licking behavior in each experimental configu-
ration, a direct operational measure of the ability to recollect the
what—where—in-which-context episodic association. The licks in-
dex also allows the categorization of individual recollection pro-

files, an ideal situation for investigating correlations between
recruitment of selective brain regions (Fig. 6) and accuracy of
retrieval performance (Fig. 3F). Among brain regions recruited
during memory recollection, significant correlations between
c-Fos expression and the memory performance index were selec-
tively obtained in aCC and dDG of the hippocampus (Fig. 7 A, B);
that is, higher activation of c-Fos in both aCC (n = 6, r = 0.88,
F(, 4y = 16.10, p = 0.02, Pearson’s correlation) and dDG (n = 6,
r = 0.86, F(, 4 = 14.22, p = 0.03) was commensurate with the
most faithful licking performance on P+O+ during retrieval. A
further cross-correlation analysis revealed that levels of activa-
tion of these two areas were closely related to each other and
increased monotonically with performance levels for the correct
episodicassociation (1 = 6,7 = 0.88, F, ,) = 13.44, p = 0.02; Fig.

7C, squares). No such correlation was found in control rats (n =

6,17 =0.34,F, ;) = 0.52; p = 0.54; Fig. 7C, circles). To control for
the specificity of activation of these structures in relation to
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episodic-like memory performance, we analyzed in the same way
data from routine rats and found no significant correlation (data
not shown; n = 6; aCC: r = —0.71, F, 4, = 3.93, p = 0.11; dDG:
r= —0.15, F; 4 = 0.087, p = 0.76). Of note, there was also no
significant correlation between c-Fos expression and the total
number of licks made by episodic rats during recall, regardless of
the configurations, thus excluding the possibility of a bias on
correlations due to drinking behavior (data not shown; n = 6;
aCC:r= —0.54,F, 4, = 1.81,p = 0.27;dDG: r = —0.16, F, 4, =
0.095, p = 0.76).

Our analyses additionally revealed a negative correlation be-
tween performance of episodic rats and Zif268 expression levels
in subareas of the OFC (Fig. 7D; n = 6, r = —0.96, F( 4 = 48.88,
p = 0.002), while no such relationship was observed in associa-
tion with drinking behavior or in routine rats (data not shown;
n=6,r=040,F, = 0.78,p = 0.43;r = —0.39, F,, ;) = 0.74,
p = 0.43). Although there was no overall significant increase in
Zif268 expression in OFC for the episodic group after recall (Fig.
6K), this nevertheless indicates more OFC Zif268 expression lev-
els in rats that perform less well. This is further illustrated by a
negative correlation between OFC Zif268 expression and c-Fos
expression in aCC in relation to memory performance (Fig. 7E,
EPISODIC, squares: n = 6, r = —0.83, F, 4, = 9.32, p = 0.037;
ROUTINE, circles: n = 6, r = 0.55, F, ,, = 1.69, p = 0.26).
Collectively, these findings strongly support the idea that the
strength of hippocampal-PFC engagement during recall reflects
the accuracy of episodic recollection performance during recall.

Discussion

A primary challenge in the search for the mechanisms underlying
complex forms of human memory, such as episodic memory, is
to develop adequate animal models amenable to neurobiological
investigation. Here, we present an entirely novel paradigm devel-
oped in parallel with a task used in humans (Saive et al., 2013,
2014), in which subjects freely explored brief daily episodes com-
posed of different odors at specific locations within distinct visual
contexts, to evaluate encoding and recollection of what—where—
in-which-context/occasion episodic-like memory in laboratory
rats. With this paradigm, we demonstrate that after limited expo-
sure to two different episodes introduced during their daily life,
rats, like humans, are able to recollect with individual abilities a
unified and robust long-term memory of what happened where
on a unique and specific contextual occasion. We confirm that
memory recollection in this task requires an intact hippocam-
pus and report that recollection is associated with the recruit-
ment of a specific, distributed hippocampal-PFC network that
correlates with the accuracy of memory performance.

The task designed for human participants (Saive et al., 2013,
2014) and the present study in rats present many similarities:
each episode was characterized by olfactory stimuli presented in
specific spatial locations in a rich environmental context. Epi-
sodes were presented on distinct days and during encoding both
humans and rats were allowed to freely explore the environment.
There were also certain differences, in particular during retrieval:
rats, placed in the context of a given episode, must first grasp and
process this multidimensional information, then select a place to
get odorant information, and then, according to the olfactory
stimulus delivered at this place (two different possibilities), to
decide to drink or not. This decision indicated whether they re-
membered the what—where association specific to this context. In
the task designed for humans, on each trial an olfactory stimulus
was delivered out of the context and participants were asked
whether they already had perceived it, and, if yes, then placed it
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correctly in the right context. These two retrieval situations dif-
fered in the first cue used to trigger episodic recollection: the
context in rats and the odor in humans. However, when episodic
recollection performance was compared in both tasks in the same
condition (one exposure of each episode), the proportion of ep-
isodic recollection was ~30%. Thus, at least in this task, rats and
humans shared similar profiles of episodic memory formation
and recollection.

Previous studies with rodents addressing the feasibility to as-
sess episodic-like memory using odor cues mainly focused on the
ability to remember odor—place sequences (Ergorul and Eichen-
baum, 2004). Successful performance provided evidence thatrats
can combine what/where cues and remember in which order
events have been experienced, at least as tested at very short
learning-to-retention delays (7 s); however, this paradigm re-
quires rats to learn first an explicit rule by extensive training,
which human episodic memory does not require (Tulving, 2002).
Here, the way we designed our paradigm allowed minimizing
such training effects to more closely match the characteristics of
human episodic memory and to engender long-term memory. In
that sense, our protocol resembles more certain object-
recognition tasks (Eacott et al., 2005), with the determining dis-
tinctiveness that we placed emphasis on the ability to separate
different components of episodic information the animal can
use, an impracticable option in object-recognition tasks. More-
over, in odor—place sequence tasks, sampling odors requires first
to go to a given place, and “what” and “where” elements are thus
tightly linked. To avoid this, we designed the task so that animals
were exposed to the same odor in different places, and to different
odors in each place, an important aspect to disambiguate the
nature of the recollected information.

Moreover, the present task based on searching for a rewarding
drinking solution offers the means to measure recollection accu-
rately and discern the animal’s expectation by directly evaluating
what did remain in memory of a given occasionally encountered
contextual situation. Further, in contrast to all other episodic-like
memory tasks in rodents, this paradigm allows evaluating both
long-term and flexible memory in a challenged situation of recall,
two main properties of human episodic memory.

One potential compromising factor was the particularly high
risk of poor encoding or forgetting, because of the brief exposures
and degree of overlap between the two episodes despite the dif-
ferences in certain contextual information, odors, and locations
of the rewarded ports. However, even with a unique exposure of
each episode, most rats were able to recollect which place was
associated with sugar and nearly a third were able to recollect the
combined what-where—in-which-context information. Notably,
this inherent degree of variability in the ability of rats to encode or
recall the combined settings is strikingly similar to what has been
reported in humans, since in an analogous odor—place—context
episodic memory task in human subjects the score for a full epi-
sodic recollection is 30% on average (Saive et al,, 2013, 2014).
Crucially, only one repetition of the episodes was sufficient to
increase the number of rats that can accurately recollect all rele-
vant information related to the episode 24 h after. Moreover,
even 24 d after exposures to the episodes, accurate episodic rec-
ollection was still observed in 62% of the animals. This establishes
that rats are able to form a robust and long-lasting episodic-like
memory. Moreover, when tested in a more challenging situation
(four-port test, with distracting odor—port combinations that re-
late to distinct encoded episodes), 80% of the animals showed
correct recollection of the place and context association and 63%
of them were able to accurately retrieve all the information con-
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tent of the episode. These results confirm that a large proportion
of rats had kept a long-term memory of all the elements of the
episodes and that, when facing an interfering situation in which
elements common to different past episodes are present, they can
recall a specific episode on the basis of the context, thus showing
their capacity to recall an episodic memory flexibly, a key attri-
bute of episodic memory (Clayton et al., 2003).

It is widely held that the hippocampus is required for recall of
episodic memory (Tulving and Markowitsch, 1998; Ergorul and
Eichenbaum, 2004; Fortin et al., 2004; Eichenbaum and Fortin,
2005; Eichenbaum et al., 2007). To validate our task, we tran-
siently inactivated the hippocampus during recall and found this
indeed prevented recollection of the integrated what—-where—in-
which-context information. We then explored what brain cir-
cuits are engaged when the memory is reactivated during recall.
For this, we mapped IEG activation in numerous brain areas after
recall and found preferential, coordinated activation of hip-
pocampal and PFC areas that correlated with the accuracy of
episodic-like memory recollection across subjects.

Animal studies have to our knowledge never evaluated neural
network recruitment in episodic-like memory, and in investiga-
tions of other forms of memories, distinct patterns of expression
of different IEGs were often observed (Tse et al., 2011; Barbosa et
al., 2013), probably because these IEGs have different functions
(Davis et al., 2003). c-Fos is generally believed to reflect event-
induced neuronal activation, while the transcription factor
Zif268 more likely reflects synaptic activation and plasticity
mechanisms involved in long-term memory (Jones et al., 2001;
Veyrac et al., 2014). Although the precise function of each brain
area engaged remains to be elucidated, our imaging data provide
evidence for the involvement of a distributed hippocampal-
medial PEC network in long-term episodic-like memory and for
a role of the hippocampus as a crucial recollection organizing
module (Eichenbaum et al., 2007), as previously reported for
other types of olfactory associative memories (Lesburgueéres et al.,
2011; Tse et al.,, 2011). A particular key role of the DG is high-
lighted, possibly as a key structure involved in pattern-separation
function (McHugh et al., 2007; Clelland et al., 2009) related to
episodic-like memory (Yassa and Reagh, 2013). Importantly,
these brain structures are to a large extent similar to those found
by functional MRI to be activated in humans following recall of
episodic memory (Diana et al., 2007; Daselaar et al., 2008). Rein-
forcing the idea that recruitment of this network serves recollec-
tion is the finding that specific activation of subareas of this
hippocampal-PFC network is predictive of faithful recall of the
integrated episodic-like memory.

In conclusion, using this novel paradigm, the present findings
provide evidence that rats can form an episodic-like memory
with features that satisfy several important criteria attached to
human episodic memory in terms of informational content, lim-
ited occasional encounter of episodes, encoding and long-term
recollection of an integrated what—where—in-which-context in-
formation, categorization of individual profiles of recollection,
and the capacity for flexible use of this memory. Our results also
demonstrate that recall of episodic-like memory recruits a dis-
tributed network of hippocampal-PFC structures that correlates
with episode recollection performance. This model in conjunc-
tion with other neurobiological techniques offers the possibility
to investigate genetic, molecular, and neurophysiological mech-
anisms, and network dynamics that underlie both episodic mem-
ory encoding and faithful recollection of specific past events and
to further our understanding of the mechanisms that go awry in
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models of human conditions associated with episodic memory
disorders.
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[1l. Le blocage de la neurogenese adulte hippocampique perturbe-

t-il la mémoire épisodigue ?

Comme mentionné dans l'introduction, la neurogenése adulte hippocampique est impliquée
dans de nombreux processus mnésiques dépendants de I'hippocampe. Néanmoins, le rble de
la neurogenése adulte hippocampique n’a jamais été testé dans une mémoire utilisée
quotidiennement et qui sollicite de fagon trés importante I'hippocampe, ses fonctions de
séparation et de complétion de patterns ainsi que I'encodage et de rappel a trés long terme
d’informations complexes mais liées les unes aux autres, comme c’est le cas dans la mémoire
épisodique. Nous avons donc exploré le rdle fonctionnel de la neurogenése adulte de
I'hippocampe dans la tache de mémoire épisodique présentée ci-dessus. Le rdle fonctionnel

de la neurogenese a été étudié grace a un modele de blocage par irradiation.

A. Modéle de blocage de la neurogenese adulte

Afin de bloquer la neurogenése adulte uniquement dans I'hippocampe, nous avons utilisé la
technique de I'irradiation focale au niveau de la région hippocampique, selon un protocole mis
au point et réalisé par Marc-André Mouthon du laboratoire de Radiopathologie du CEA a

Fontenay-aux-roses.

1. Protocole de blocage de la neurogenése adulte

Une fois adulte (8 semaines), les rats Long Evans (IR ; n=11) sont soumis a trois séances
d’irradiation réparties sur 1 semaine (lundi, mercredi et vendredi). Pour chaque séance
d’irradiation, les rats sont anesthésiés avec de la kétamine (100 mg/kg) et du Domitor (125
pa/kg), puis sont réveillés a l'aide d’'un antisédan. Les animaux sont irradiés a l'aide d’'un
irradiateur a rayons gamma (cobalt 60) a raison d’une dose finale de 15 Gray (trois séances
de 5 Gray sur 5 minutes, 1 Gray/minute ; Figure 31). L’irradiation focale du cerveau incluant
I’hippocampe entier est réalisée grace a I'utilisation d’'un cache en plomb positionné au-dessus
de la téte de l'animal, troué afin de laisser passer les rayons au travers de I'hippocampe
depuis la partie dorsale jusqu’a la fin de la partie ventrale (Bregma -2,28 mm a -6,72 mm le
geme

long de 'axe antéro-postérieur, Atlas Watson & Paxinos édition ; Figure 31).

125



Lateral 0.40 mm

fescns

Fin : Bregma -6,72 mm

Figure 31 : Irradiation focale de la région incluant I’hippocampe chez le rat

A. La zone d'irradiation couvre une région du cerveau comprise entre Bregma -2,28 mm et Bregma -6,72 mm
permettant d’irradier la totalité de I'hippocampe. B. Photos de I'irradiateur utilisé et du cache en plomb utilisé
pour protéger le reste du cerveau.

En paralléle, un groupe de rats contrle (Sham ; n =11) est soumis seulement au protocole
d’anesthésie. Suite a l'irradiation, les animaux sont replacés dans leurs cages d’habitation
durant 2 mois afin de limiter les effets d’éventuels problemes liés a la réaction inflammatoire
causée par lirradiation. Aprés cette période, les rats sont soumis a la tdche de mémoire

épisodique précédemment décrite (voir I.A, page 106).

2. Validation du modéle d’irradiation

Environ 2 heures aprés irradiation, I'analyse de I'expression de yH2AX permet de visualiser
les dommages de 'ADN (Nowak et al., 2006; Kuo & Yang, 2008). En effet, la cassure double-
brin de 'ADN suite a une irradiation est toujours suivie de la phosphorylation de I'histone
H2AX composant le nucléosome. La phosphorylation de H2AX est la premiére étape dans le
recrutement des protéines de réparation de 'ADN. Ici, elle est utilisée comme un biomarqueur

pour visualiser I'étendue et I'efficacité de l'irradiation. Les analyses immunohistochimiques
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montrent une expression de yH2AX dans les neurones du GD de I'hippocampe chez les rats

irradiés (Figure 32) indiquant que l'irradiation est effective dans cette zone d’intérét.

Figure 32 : Expression de yH2AX dans le GD environ 2 heures aprés une séance d’irradiation
L’irradiation induit une expression de yH2AX (en vert) au sein des cellules du GD de I'hippocampe, indiquant
des dommages de 'ADN apres irradiation. Barre d’échelle : 10um

Le poids des rats est suivi durant toute la durée du protocole afin de vérifier leur état général
de santé apreés irradiation et au cours de la restriction hydrique. De I'age de 8 a 24 semaines,
les rats Sham et IR ne montrent pas de différence de poids (Sham n=11, IR n=11 ; Test de

Student : Sham vs IR p>0,05 aux différents temps ; Figure 33).
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Figure 33 : Poids des animaux durant toute la procédure
Le poids des rats irradiés (IR, gris) est identique a celui des rats Sham (noir) aux différents temps analysés.
Sham n=11; IR n=11

Le blocage de la neurogenése adulte hippocampique a été vérifié 15-16 semaines apres
irradiation sur 'ensemble des animaux soumis a la tache de mémoire épisodique (agés de 23-

24 semaines au moment du sacrifice). Pour cela nous avons analysé I'expression du
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marqueur de neurones néoformés DCX en immunohistochimie dans les parties dorsale,
intermédiaire et ventrale du GD (Figure 34 ; selon le protocole décrit dans Veyrac et al., 2013).
La densité moyenne des cellules exprimant DCX a été analysée a ces différents niveaux sur 3

sections d’hippocampe espacées de 140um.

Interaural 5.28 mim Bregma -3.72 mm

Interaural 3.48 mm Bregma -5.52 mm

Figure 34 : Régions d’analyse de I’expression de DCX dans le GD de I’hippocampe
En rouge : partie dorsale du GD, en orange : partie intermédiaire du GD, et en vert : partie ventrale du GD.

Chez les rats Sham, nous observons un plus grand nombre de cellules exprimant DCX dans
la partie dorsale comparé aux parties intermédiaire et ventrale (Test de Student Sham : dorsal
vs intermediate p=0,006, dorsal vs ventral p<0,001, intermediate vs ventral p=0,13 ; Figure
35A), ce qui est en accord avec les données de la littérature sur I'hétérogénéité de la
neurogenese adulte hippocampique selon I'axe antéro-postérieur (Snyder, 2009; Jinno,
2011a; Bekiari et al., 2014). Par ailleurs, lirradiation induit une diminution significative de 64%
de la densité de cellules exprimant DCX dans la partie dorsale du GD des rats irradiés
comparée aux rats Sham, mais aucune différence significative n'a été observée dans les
parties intermédiaire et ventrale du GD (Test de Student: Sham vs IR : dorsal p<0,001,
intermediate p=0,94 et ventral p=0,91; Figure 35A et B). Ces résultats indiquent que
lirradiation a fortement réduit la neurogenése adulte dans la partie dorsale du GD, mais elle
reste identique a celles des rats Sham du méme age dans les parties intermédiaire et

ventrale.
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Figure 35 : Blocage de la neurogenése hippocampique par irradiation

A. Densité de cellules exprimant DCX par um? dans le GD de I'hippocampe chez les rats Sham (noir) et
irradiés (gris). Le niveau de neurogenése est plus important dans la partie dorsale du GD comparé aux parties
intermédiaire et ventrale chez les rats Sham. B. L'’irradiation affecte la neurogenése adulte hippocampique
dans la partie dorsale du GD mais pas dans la partie intermédiaire (milieu) ni ventrale (bas) du GD. Barre
d’échelle : 50um. C, D. Valeurs individuelles de la densité de cellules DCX+ dans le GD chez les rats Sham
(C) et irradiés (D). ***: Test de Student, Sham vs IR, p<0,005. ## : Test de Student, Dorsal vs Intermediate,
p<0,01. ### : Test de Student, Dorsal vs Ventral, p<0,005. Sham n=11, IR n=11.

Par ailleurs, nous observons dans la population des rats Sham et irradiés une variabilité
relative du niveau de la neurogenése adulte hippocampique (Figure 35C et D), indiquant que
la neurogenése adulte basale varie d’un individu a l'autre et que le blocage par irradiation bien
gu’efficace dans la partie dorsale, n'est pas homogéne pour tous les rats. Nous avons
également vérifié que la neurogenése dans la SVZ et le BO n’est pas affectée par l'irradiation

au niveau de I'hippocampe (Figure 36).

129



s Suel RSt QI (DL

Sham IR Sham

Figure 36 : Effet de I’irradiation sur la neurogenése du bulbe olfactif
L’irradiation de la région cérébrale incluant I'hippocampe n’altére pas I'expression de DCX dans la SVZ (A et
B) ni dans le BO (C et D). A et C. x10. Barre d’échelle : 100um. B et D. x20. Barre d’échelle : 50um.

En conclusion, l'utilisation du modéle de blocage de la neurogenése adulte hippocampique
par irradiation focale, avec le protocole que nous avons utilisé, permet d’obtenir une

diminution importante de la neurogenese adulte dans la partie dorsale du GD uniquement.

B. Effets de lirradiation focale sur les performances dans une

tache de mémoire épisodique

Deux mois aprés irradiation, les animaux (Sham n=11, IR n=11) &gés de 15 semaines sont
soumis a la tache de mémoire épisodique selon un protocole identique a celui décrit dans la
partie I.A et ont été sacrifiés a la fin de la procédure comportementale a I'dge de 23-24

semaines (Figure 37).
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Figure 37: Protocole comportemental utilisé pour tester les performances en mémoire
épisodique chez les rats Sham et irradiés

Deux mois apres irradiation, les rats sont soumis a la tache de mémoire épisodique composée d’'une phase
d’habituation au fonctionnement de I'aréne expérimentale et aux odeurs, et d’'une phase de présentation des
épisodes 1 (E1) et 2 (E2). Le rappel est testé 24 heures aprés la deuxieme présentation de E2. Les trois
séances de routine se déroulent sur un fond noir en présence uniquement uniquement. L'épisode E1 est
constitué d’un sol granuleux sur lequel une image de damier noir et blanc est projetée ainsi que de la diffusion
d’'un son de grillons chantant pendant la nuit. Dans cet épisode, les odeurs A (Carvone) et B (Iso) sont
délivrées sur les ports 2 et 4 (P2 et P4), mais seule 'odeur A est associée a une solution d’eau sucrée et ce
uniquement sur le port 2. L'odeur B est associée a la quinine sur les deux ports, ainsi que I'odeur A en P4.
L’épisode E2 est constitué d’'un sol avec des galets, de la présence d’'un objet au centre de I'aréne ainsi que
de la diffusion sonore d’'un morceau de piano. Dans cet épisode, les odeurs C (Anethole) et D (Citral) sont
délivrées sur les ports 1 et 3 (P1 et P3), mais seule 'odeur C est associée a une solution d’eau sucrée et ce
uniquement sur le port P3. L'odeur D est associée a la quinine sur les deux ports, ainsi que I'odeur C en P1.
Le rappel de I'épisode E2 est testé 24 heures aprés la deuxieme présentation de E2 dans le test interférent a
4 ports (voir I.A, page 104).

Aprés la phase d’habituation, les rats sont soumis a trois séances de routine (15 minutes)
avant la présentation des épisodes. A la différence de 'étude présentée précédemment, les
rats n‘ont pas été soumis a des séances de routine entre chaque épisode (Figure 37), car
nous considérons aujourd’hui que le fait de rester dans leur cage d’habitation entre les
épisodes est plus routinier que daller dans I'EpisodiCage. Les rats sont soumis a deux
présentations des épisodes E1 et E2, puis au test de rappel épisodique 24 heures apreés la fin
des épisodes (Figure 37). Compte tenu des données de la littérature sur l'implication des
nouveaux neurones hippocampiques dans des processus de séparation de patterns proches,
nous avons choisi de tester les animaux dans la situation la plus complexe de rappel, en test a

4 ports.

Nous avons dans un premier temps analysé la consommation d’eau des rats Sham et irradiés
dans leur cage d’habitation (HC) et dans I'EpisodiCage. Celle-ci montre que la consommation

d’eau est deux fois plus importante dans leur cage que dans l'aréne expérimentale (Figure
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38), ce qui s’explique par le fait que les animaux ne passent que 20 minutes par jour dans
I'aréne alors qu’ils ont accés a I'eau pendant 40 minutes dans leur cage d’habitation (Test de
Student : HC vs EpisodiCage p<0,005 ; Figure 38). L'irradiation n’influence par contre pas la
consommation d’eau des rats et ce quel que soit le contexte dans lequel ils boivent (Test de
Student : Sham vs IR : HC p=0,13 ; EpisodiCage p=0,91 ; Figure 38).
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Figure 38 : Consommation d’eau par les rats Sham et irradiés
L’irradiation ne perturbe pas la consommation d’eau des rats Sham et IR dans leur cage et dans l'aréne
expérimentale. *** : Test de Student HC vs Episodicage p<0,005. Sham n=11, IR n=11.

Nous avons également vérifié durant les 3 jours de routine que les rats ne présentent pas de
préférence pour un des ports de I'aréne expérimentale (Figure 39A). Pour cela le nombre de
visites réalisées sur chacun des 4 ports a été normalisé par rapport au nombre total de visites
lors de la séance afin d’obtenir le « Visits Index », puis moyenné sur 'ensemble des séances
de routines (Test de Friedman: Sham p=0,23; IR p=0,41; Figure 39A). Nous avons
également vérifié que les rats boivent de la méme fagon sur chacune des pipettes. Pour cela,
le nombre de coups de langue réalisés sur chaque port est normalisé par rapport au nombre
total de coups de langue réalisés durant la séance, puis divisé par le nombre de visites
effectuées sur ce port afin d’obtenir le « Licks index by visit » (Test de Friedman, Sham
p=0,08; IR p=0,10; Figure 39B). Ces résultats indiquent par ailleurs que les pipettes

détectent la méme quantité de coups de langue et délivrent la méme quantité de boisson.
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Figure 39 : Performances des rats Sham et irradiés avant I’exposition aux épisodes

Les rats Sham et irradiés ne montrent pas de préférence pour un des ports de I'aréne expérimentale avant
I'exposition aux épisodes. A. Nombre de visites pour chacun des ports durant les 3 jours de routine. La barre
horizontale représente le niveau de chance de visites des ports dans I'EpisodiCage. B. Nombre de coups de
langue effectués par visite sur chacun des ports. Sham n=11, IR n=11.

Lors de la présentation des épisodes, le nhombre de coups de langue réalisés pour chaque
configuration (Bon port-Bonne odeur P+O+ ; Bon port-Mauvaise odeur P+O-, Mauvais port-
Bonne odeur P-O+; Mauvais port-Mauvaise odeur P-O-) est enregistré et normalisé par
rapport au nombre total de coups de langue réalisés sur la totalité de la séance afin d’obtenir
le « Licks Index ». L’analyse des performances montre que les rats Sham et irradiés visitent
plus le bon port (P+) pour chacun des deux épisodes et ce dés les premieres expositions de
El et E2 (Test de Wilcoxon : Sham p<0,005 pour chaque épisode ; IR p<0,005 pour chaque
épisode ; Figure 40A). lls boivent également plus sur la configuration P+O+ qui délivre de
I'eau sucrée que sur les autres configurations qui délivrent de la quinine (Test de Friedman,
Sham p<0,005 pour chaque épisode ; IR p<0,005 pour chaque épisode ; Figure 40B).
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Figure 40 : Performances des rats Sham et irradiés lors de I’exposition aux épisodes E1 et E2

Les performances sont analysées pour chaque exposition aux épisodes (premiére exposition E1(1) et E2(1) et
deuxiéme exposition E1(2) et E2(2)). A. Nombre de visites normalisé pour les 2 ports. Les rats visitent plus le
bon port (P+) qui délivre de I'eau sucrée que le port qui délivre de la quinine (P-). B. Nombre de coups de
langue normalisé pour chaque configuration. Les rats boivent plus sur la configuration P+O+ qui délivre de
'eau sucrée. P+O+ : Bon port-Bonne odeur, P+O- : Bon port-Mauvaise odeur, P-O+ : Mauvais port-Bonne
odeur, P-O- : Mauvais port-Mauvaise odeur. Sham n=11, IR n=11.
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Ces résultats indiquent que durant la phase d’exposition, les rats Sham et IR associent trés
rapidement le bon port avec la bonne odeur associée a I'eau sucrée pour les épisodes E1 et

E2, en évitant 'autre port ainsi que I'autre odeur associée a la quinine.

Nous avons par ailleurs vérifié 'absence d'impact de I'irradiation sur le comportement des rats
face a un renforcement. L’analyse des coups de langue totaux effectués pour I'eau sucrée et
pour l'eau contenant la quinine durant I'exposition aux épisodes ne montrent aucune
différence entre les rats Sham et irradiés, validant ainsi que le blocage de la neurogenese
hippocampique n’altére pas la motivation des rats a chercher le sucre ou a éviter la quinine
(Figure 41).
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Figure 41 : Consommation de sucre et de quinine par les rats Sham et irradiés
La consommation de sucre (A) et de quinine (B) n’est pas altérée par lirradiation lors de I'exposition aux
épisodes dans 'aréne expérimentale. Sham n=11, IR n=11.

Apres 'exposition aux épisodes, les performances de rappel des rats Sham et irradiés sont
testées 24 heures aprées la deuxieme présentation de E2 dans le test interférent a 4 ports. Les
performances des rats lors du test de rappel (Figure 37) sont analysées au travers de l'index
de visites sur les ports P+ et P- et de l'index de coups de langue pour chacune des
configurations possibles et ceci pour les réponses données dans le contexte E2 (In context,
IC) et celles données pour le contexte E1 non testé (Out of context, OC) (Figure 42). Sur les
12 essais du test de rappel de I'épisode E2, les rats Sham visitent moins le mauvais port de
I'épisode E1 (P-OC; Test de Friedman : Sham p<0,005, suivi du test de Wilcoxon : Sham P-
OC vs les autres ports p<0,05; Figure 42A) alors qu’en moyenne, ils visitent de fagcon
équivalente les trois autres ports (Test de Wilcoxon : Sham entre les 3 autres ports p>0,05 ;
Figure 42A). Ces résultats suggerent que lors du test a 4 ports, c’est-a-dire lorsque les ports
du contexte E2 sont présentés en méme temps que ceux du contexte E1, les rats explorent

tous les ports de I'aréne a I'exception du mauvais port du contexte non testé E1.
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Figure 42: Performances des rats Sham et irradiés lors des 12 essais du rappel en test
interférent a 4 ports de I’épisode E2, 24 heures aprés la fin des épisodes

A. Visites sur les quatre ports de I'aréene expérimentale (P+IC : Bon port contexte E2, P-IC : Mauvais port
contexte E2, P+OC : Bon port contexte E1, P-OC : Mauvais port contexte E1). B. Nombre de coups de langue
réalisés pour chaque configuration (P+O+IC : Bon port-bonne odeur contexte E2, P+O-IC : Bon port-mauvaise
odeur contexte E2, P-O+IC : Mauvais port-bonne odeur contexte E2, P-O-IC : Mauvais port-mauvaise odeur
contexte E2, P+O+OC : Bon port-bonne odeur contexte E1, P+O-OC : Bon port-mauvaise odeur contexte E1,
P-O+0OC : Mauvais port-bonne odeur contexte E1, P-O-OC : Mauvais port-mauvaise odeur du contexte E1).
Sham n=11, IR n=11.

Les rats irradiés montrent un profil moyen similaire et visitent moins les 2 mauvais ports des
deux contextes (Test de Wilcoxon : IR P-IC vs P+IC p<0,05; IR P-OC vs P+IC et P+OC
p<0,05 ; Figure 42A). L’exploration de chacun des ports n’est par contre pas différente entre
les rats Sham et les rats irradiés (Test de Mann-Whitney : Sham vs IR p>0,05 pour chacun
des ports ; Figure 42A). Ces résultats indiquent que les rats Sham comme les irradiés se
souviennent des deux bons ports des deux contextes qui délivraient de I'eau sucrée. Le

blocage de la neurogenése n’induit pas d’altération du souvenir de la composante spatiale.

Concernant les « Licks index », sur 'ensemble de la séance de rappel de I'épisode E2, les
rats Sham comme les rats irradiés boivent plus sur le bon port du contexte E2 testé (P+O+IC),
mais également sur le bon port du contexte E1 (P+O+0OC) lorsque la bonne odeur est
présentée (Test de Friedman : Sham p<0,005 suivi du test de Wilcoxon : Sham P+O+IC vs
autres configurations p<0,05 a I'exception de P+O+IC vs P-O-IC p=0,09 et P+O+0OC p=0,51;
Test de Friedman: IR p<0,005 suivi du test de Wilcoxon: Sham P+O+IC vs autres
configurations p<0,05 a I'exception de P+O+IC vs P-O+IC p=0,11, P-O-IC p=0,06 et P+O+OC
p=0,79 ; Test de Mann-Whitney : Sham vs IR p>0,05 pour chaque configuration ; Figure 42B).
Ces résultats indiquent que lorsque les rats sont placés dans une situation de test de rappel
de I'épisode E2 avec les ports et odeurs du contexte E1 accessibles, les Sham comme les
irradiés montrent une mémoire des deux associations odeur — place (P+O+) rencontrées lors
des épisodes E1 et E2. Néanmoins, comme nous I'avons décrit précédemment (voir I.C, page
109), cette situation nouvelle par rapport aux situations rencontrées lors des épisodes crée
une importante variabilité des performances qu’il est nécessaire d’exprimer en profils
individuels de réponses pour comprendre le phénotype comportemental des deux groupes de

rats (Figure 43). En utilisant les mémes critéres que ceux précédemment décris dans la partie
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I.B, les performances individuelles des rats peuvent étre classées selon différents profils de

réponses (Figure 43A et B).
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Figure 43 : Performances individuelles des rats Sham et irradiés lors des 12 essais du test de
rappel a 4 ports de I’épisode E2

Chaque point de couleur représente les performances d’un rat sur les différentes configurations possibles. A.
Dans le groupe Sham (n=11), 40% des rats présentent un profil de type « What — Where — In which context »
(WWIC), 10% de type « What — Where » (WW), 20% un profil de type « What — Where — Out of context »
(WWOC), 10% de type « Where» (Where), 10% de type Indéterminé mais avec une prédominance pour le
bon contexte (ND IC) et 10% de type indéterminé (ND). B. Dans le groupe IR (n=11), 27,3% des rats
présentent un profil de type WWIC, 9% de type WW, 27,3% de type WWOC, 27,3% de type ND IC et 9% de
type ND. Les barres horizontales correspondent a la moyenne du groupe.

Dans le groupe Sham, 40% des rats présentent un profil « Quoi — Ou — Dans quel contexte »
(WWIC) c’est-a-dire qu'ils boivent plus sur le bon port du contexte E2 seulement avec la
bonne odeur (Figure 43A), contre 27,3% des rats irradiés (Figure 43B). Les autres rats Sham
et irradiés se répartissent selon différentes proportions sur des profils de type : « Quoi — Ou »
(WW) quand ils boivent de la méme fagon sur I'association odeur — port correcte de E1 et de
E2; «Quoi — Ou — Autre contexte » (WWOC) quand ils boivent préférentiellement sur
I'association odeur — port du contexte non testé E1 ; « Ou » (Where) quand ils boivent sur les
bons ports des contextes E1 et E2 indépendamment de l'odeur ; ou enfin « Indéterminé »

dans le contexte (NDIC) ou indépendamment du contexte (ND) (Figure 43A et B). Il est par
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contre a noter qu’'au final 60% des rats Sham répondent de fagon adaptée au test interférent a
4 ports puisque 40% sont WWIC (association correcte de E2) et 20% sont WW (associations
correctes de E2 et E1) alors que seulement 36.3% des irradiés donnent ces types de
réponses (27.3% WWIC et 9% WW). A l'opposé, alors que seulement 10% des Sham
répondent dans le contexte en ayant oublié I'association odeur — port (NDIC) et 10% se
trompent de contexte (WWOC), 54.6% des irradiés montrent ces deux types de réponses
(27.3% NDIC et 27.3% WWOC).

Ces résultats montrent que malgré la variabilité des réponses exprimées dans ce test de
rappel, au contraire des rats Sham, une grande majorité de rats irradiés ne se souvient pas
des associations odeur — port — contexte des épisodes rencontrés, mais répondent soit sur le
contexte non testé, soit sur le contexte testé sans pour autant pouvoir y associer le port et
'odeur. Le fait que cette altération du souvenir chez les rats irradiés ne soit pas liée a une
altération du comportement face aux renforcements associés aux éléments épisodiques lors
de I'exposition aux épisodes (Figure 41A et B), suggere un effet spécifique de l'irradiation sur
la consolidation mnésique. Etant donné la variabilité et la complexité des réponses possibles
et de leur analyse dans le test de rappel a 4 ports, nous avons réalisé une analyse plus fine
des profils en composantes principales (PCA) afin d’obtenir une représentation graphique des
performances des rats selon deux composantes (PCAO et PCAL ; Figure 44A). Cette analyse
permet de visualiser les performances de tous les rats Sham (ronds) et irradiés (IR ; triangles)
dans un méme espace et de les comparer individuellement aux archétypes de réponses
attendues de chaque profil obtenu expérimentalement (points vert clair). La PCA réalisée sur
deux dimensions a été validée par le fait que PCAO et PCA1 ont une variance expliquée de
0,54 et de 0,28 respectivement, indiquant que ces deux composantes expliquent a 82% la
variance des données. Cette analyse permet de révéler que les rats Sham WWIC (Rats S1 a
S4) sont trés proches de I'archétype WWIC alors que les rats irradiés WWIC (Rats 11 a 13)
sont dans un espace situé entre différents archétypes (What — Where — In Which Context /
What — Where / Where / Indeterminate) (Figure 44A). Ceci suggére que les rats irradiés qui
ont gardé une mémoire de I'association odeur — port — contexte ont des profils de réponses

plus éloignées des réponses attendues que les rats Sham.

137



PCA1 28%

0.8
Archetype What-Where-Dut of context
@
0.6
. WwIC
0.4 A ww
@S5
16
;Q:hetype What-Where A
0.2 Ald 57
11 56 S8
@5 A o® @ a1 ND
Archetype Where
0.0
® oL ®5° Al
Archetype What-Where-In context A? A3 |3AOArthetype ND
-0.2
®s4 A9
O Archetype ND IC
-0.4
Al10 @310
-0.6 PCAQ 54%
-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
B In context Out of context Licks Index
P+0O+ P+0- P-O+ P-O- P+0O+ P+0O- P-O+ P-O- 1.0
Archetype What-Where-In context :
51
S2 0.9
S3|
S4
11 0.8
12
13
Archetype What-Where 0.7
0.6
Archetype What-Where-Out of context
57 0.5
15
16
17] 0.4
Archetype Where
S8| 0.3
Archetype ND IC ’
S10|
18 0.2
Archetype ND 0.1
S9|
111 0.0

S = Rats Sham ; | = Rats irradiés

C
1 -
0 B Sham O IR
g 0.8 -
x 0.6 -
Q
o]
£ 04 -
2
© 0.2 - ﬁ
-
0 4 ﬁ% 4 ﬁ
P+0O+ | P+0O- | P-O+ | P-O- |P+0O+ | P+0O- | P-O+ | P-O-
In Context Out of Context

138



Figure 44 : Analyse des performances individuelles des rats Sham et irradiés dans le test de
mémoire épisodique

A. Les composantes PCAO et PCA1 permettent d’expliquer 82% de la variance des données. Cette analyse
permet de réaliser une représentation graphique des performances des rats Sham (Sx) et Irradiés (Ix) en deux
dimensions et de les comparer aux archétypes de réponses attendues (points vert clair). En rouge : rats
classés en profil WWIC ; en bleu : profil WW ; en orange : profil WWOC ; en vert : profil Where : en gris : profil
NDIC et en noir : profil ND. B. Matrices de couleurs permettant de visualiser les performances des rats Sham
et irradiés et de les comparer avec les valeurs des archétypes de réponses attendus. Cette représentation
permet de voir que les rats Sham (Sx) classés dans le profil WWIC présentent un couleur orange ou rouge sur
la configuration P+O+IC traduisant un fort « Licks index » proche de 1,0 sur le bon port du contexte E2 avec la
bonne odeur. A contrario, les rats irradiés (Ix) présentent une couleur verte sur la configuration P+O+IC
traduisant un « Licks Index » proche de 0,5. C. « Licks Index » des rats WWIC uniqguement (Sham n=4; IR
n=3). * : Test de Mann-Whitney Sham vs IR p<0,05.

Ce résultat est aussi identifi¢ dans un autre type de représentation graphique des
performances des rats, sous la forme de matrices de couleurs, comparées aux archétypes de
réponses attendues (Figure 44B, WWIC, WW, WWOC, Where, NDIC, ND). Dans ces
matrices, les couleurs codent du bleu vers le rouge les valeurs des « Licks Index » des rats
qui sont représentés individuellement sur chaque ligne (S=Sham ; I=Irradi€). Des couleurs
allant vers le rouge signifient que le « Licks index » est trés élevé (>0,75) alors que les
couleurs allant vers le bleu signifient que le « Licks Index » est tres faible (<0,25). Les
archétypes des différents profils sont représentés sur la matrice afin de comparer les
performances des rats aux performances attendues (Figure 44B). Par exemple, I'archétype
WWIC présente une couleur rouge-brun sur la configuration P+O+IC et une couleur bleue sur
I'ensemble des autres configurations. Cet archétype de rat WWIC est défini par des valeurs de
Licks index de 1,0 sur P+O+IC et de O sur toutes les autres configurations. Cette analyse de
matrices individuelles permet de visualiser plus clairement la fagon dont se distribue le
nombre de rats Sham et irradiés dans chaque profil de réponse en fonction de leur
performances, avec par exemple un nombre plus important de rats irradiés pour le profil NDIC
et WWOC que de rats Sham. Cette analyse renforce par ailleurs I'analyse PCA (Figure 44A)
en montrant que les performances des rats irradiés WWIC sont nettement moins bonnes, car
plus éloignées de la représentation de I'archétype, que celles des Sham WWIC. La moyenne
des «Licks index » des rats Sham WWIC (Figure 44C) est dailleurs significativement
différente de celle des rats irradiés WWIC sur le bon port du contexte E2 avec la bonne odeur
(0,82 pour les rats Sham vs 0,52 pour les rats IR ; Test de Mann-Whitney : Sham vs IR :
P+0O+IC p=0,0433, P+0O-IC p=0,0433, autres configurations p>0,05 ; Figure 44C).

Il est par ailleurs a noter que les différences de performances individuelles, des rats irradiés
comme celles des Sham lors du test de rappel ne sont pas simplement dues a une
consommation différente du renforcement positif associé a la configuration P+O+ lors de
I'exposition aux épisodes. En effet, nous n’avons observé aucune corrélation entre le « Licks

index » sur la configuration P+O+IC lors du rappel et le nombre total de coups de langue
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effectués sur la solution sucrée lors des épisodes E1 et E2 chez les sham (Figure 45A), ni

chez les irradiés (Figure 45B).
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Figure 45 : Corrélations entre la consommation de sucre et de quinine lors de I’exposition aux
épisodes et les performances des rats sur le bon port du contexte testé avec la bonne odeur

Il n’existe pas de corrélations entre la consommation de sucre (A) ou de quinine (B) lors de I'exposition aux
épisodes E1 et E2 et les performances des rats lors du rappel de la mémoire épisodique en test interférent a 4
ports. Sham n=11, IR n=11.

Cet ensemble d’analyses montre que moins de rats irradiés ont mémorisé I'association odeur
— port — contexte comparé aux rats Sham, et que les seuls rats irradiés ayant gardé en

mémoire I'association épisodique montrent une mémoire fragile du souvenir qu'’ils en ont.

Durant le test de rappel, les rats sont placés dans une situation d’extinction puisqu’ils ne
regoivent que de l'eau, et ceci est accentué dans la situation du test interférant a 4 ports
puisque I'animal est placé en plus dans une situation nouvelle. L’analyse des performances
des rats au fur et a mesure des essais du test permet d’estimer la « certitude » des réponses
exprimées et d’accéder a une caractérisation de la force du souvenir épisodique. Nous avons
donc comparé les matrices de performances individuelles des rats Sham et irradiés sur les 6
premiers et les 6 derniers essais du test (Figure 46). Cette représentation montre que les
performances des rats Sham WWIC se maintiennent entre les 6 premiers et les 6 derniers
essais du test (Figure 46A) et se précisent pour les rats Sham initialement classés WW (S3 et
S5) sur le choix du contexte testé par rapport a celui non testé. Au contraire, les performances
des rats irradiés WWIC ou WW se dégradent complétement au cours du test en se diluant
dans des réponses « In context » incompléetes (12, 110, 13, 18) ou en se transformant en

réponses « Out of context » (11, 14, 19) (Figure 46B).
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Figure 46 : La force et la précision de la mémoire épisodique sont diminuées en I’absence de
neurogenése adulte hippocampique

Les performances des rats Sham et irradiés sont représentées en matrices de couleur pour les 6 premiers et
les 6 derniers essais du test. Alors que les performances des rats Sham WWIC ou WW se maintiennent ou se
précisent sur le choix du contexte au cours des essais (A), les performances des rats irradiés WWIC et WW
se dégradent dans la deuxiéme partie du test (B).

En conclusion, I'analyse des performances dans la tdche de mémoire épisodique montre que
60% des rats Sham ont mémorisé les associations odeur — port — contexte et que 40% ont
gardé en mémoire I'association correcte sur le contexte testé E2, proportion comparable a

celle observée dans la partie I.C pour des animaux contréle dans ce méme test. La diminution
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du niveau de neurogenése adulte hippocampique chez les rats irradiés diminue la proportion
de rats qui se souvient des informations liées aux épisodes (36,3%) et celles liées
spécifiquement a ['épisode testé (27,3%). Par ailleurs, l'absence de neurogenése
hippocampique semble diminuer la force de la mémoire épisodique puisque les performances
des rats irradiés présentant un profil WWIC sont nettement moins bonnes que celles des rats
Sham présentant ce méme profil. Enfin, une analyse précise des blocs d’essais du test révéle
que l'absence de neurogenése hippocampique fragilise le maintien des performances WWIC
sur la totalité de la séance, indiquant une mémoire épisodique moins robuste et plus sensible

a l'interférence chez les rats irradiés que chez les rats Sham.

Ces données montrent que la neurogenése adulte hippocampique joue un réle clé dans le
rappel fiable des éléments épisodiques mémorisés. Alors que 60% des rats Sham sont
capables de se souvenir des associations épisodiques liées au contexte, 63,6% des rats
irradiés n’y parviennent pas. Par ailleurs, la mémoire des seuls rats irradiés qui parviennent a
reconstruire I'association épisodique semble fragile et sensible a l'interférence car elle n’est
pas maintenue lorsque les rats doivent préciser leur réponse au cours du test de rappel. En
'absence de nouveaux neurones, les éléments qui composent le souvenir de I'association
épisodique et leur intégration semblent plus flous, et son rappel fiable dans son ensemble est
compromis dans cette situation qui n’est pas strictement identique a celle rencontrée durant
I'encodage. Ces données pourraient illustrer, de facon élégante dans le cadre de la mémoire
épisodique, I'’hypothése actuelle sur le réle des nouveaux neurones dans I'augmentation de la

résolution des souvenirs encodés afin de pouvoir les mémoriser de fagon discriminante.

C. Corrélations  entre  neurogenése  hippocampique et

performances lors du test de rappel de la mémoire épisodique

Nous avons vu dans la partie 1ll.A.2 que les rats irradiés présentent une diminution de la
neurogenése adulte dans la partie dorsale de I'hippocampe. Par ailleurs, nous avons vu qu’il
existe des différences interindividuelles de niveau de neurogenése chez les rats Sham et
irradiés ainsi que dans leurs profils et niveaux de performances en rappel épisodique. Nous
avons donc recherché s’il existait des corrélations entre le niveau de réponses exprimées sur
le bon port du contexte testé avec la bonne odeur (configuration P+O+IC ; voir Ill.B, page 130)
et le niveau de neurogenése hippocampique (densité de neurones DCX+ ; voir 1ll.A.2, page
126). Chez les rats Sham, nous n’observons pas de corrélation significative entre le niveau de
neurogenése dans la partie dorsale de I'hippocampe et les performances en rappel (Test de
Spearman p=0,2 ; Figure 47A), suggérant que les performances de rappel épisodique des rats

Sham ne sont pas liées stricto sensu au niveau de neurogenése.
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Figure 47: Corrélations entre le niveau de neurogenése de I’hippocampe dorsal et les
performances des rats sur le bon port du contexte testé avec la bonne odeur (P+O+IC)

A. Chez les rats Sham, lorsque la neurogenése adulte hippocampique n’est pas altérée, on n’observe pas de
corrélation significative entre le niveau de neurogenese et les performances en rappel de la taiche de mémoire
épisodique. B. Chez les rats irradiés, alors que le blocage de la neurogenése n’est pas homogene, le niveau
restant de neurogenése dans la partie dorsale de I'hippocampe est prédictif des performances épisodiques
des rats irradiés lors du test & 4 ports. En effet, plus le niveau de neurogenése résiduelle est important et plus
les performances de rappel de I'association épisodique des rats irradiés sont bonnes.

Au contraire, chez les rats irradiées, chez lesquels le niveau de neurogenése est moindre que
chez les rats Sham, il existe une corrélation positive significative entre le niveau de
neurogenése résiduelle dans la partie dorsale de I'hippocampe aprés irradiation et les
performances de rappel de I'association épisodique (Test de Spearman p=0,04, r=0,65 ;
Figure 47B). Ces résultats indiquent que les animaux irradiés qui présentent les meilleures
performances durant le test de rappel sont ceux qui ont, au final, le plus fort taux de
neurogenése résiduelle avec un niveau qui est d’ailleurs comparable a celui des Sham (Figure
35A). Ce résultat en complément des résultats comportementaux renforce 'idée qu’un niveau

minimal de neurogenése hippocampique est nécessaire au rappel épisodique.

D. Réseau neuronal activé apres le rappel en test a 4 ports de la
mémoire épisodique

De la méme fagcon que dans la partie I.D, nous avons analysé I'activation de différentes aires
cérébrales impliquées dans le rappel de la mémoire épisodique en test & 4 ports. Pour cela,
des rats Routine (n=5), Sham (n=7) et irradiés (n=7) ont été sacrifiés 90 minutes apres la fin
du test de rappel afin de quantifier 'expression des IEGs Zif268 et c-Fos dans différentes
aires cérébrales (Figure 48) : le cortex orbitofrontal (MO, VO, LO et DLO), le cortex limbique
(prélimbique et infralimbique ; LC), le cortex cingulaire (antérieur et postérieur ; ACC), le

cortex rétrosplénial (antérieur et postérieur ; RSG), le cortex piriforme (antérieur et postérieur ;
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PIR), 'hippocampe dorsal et ventral (CA1, CA2-CA3 et GD) et les cortex entorhinal latéral
(ENT) et périrhinal (PRh). Les aires sélectionnées sont analysées sur deux coupes de 14pm
d’épaisseur séparées par 140um dont les résultats ont été moyennés pour chaque rat. Les
rats Routine ont été uniguement soumis a des séances de routine aprés la phase
d’habituation, alors que les rats Sham et irradiés ont été exposés aux épisodes et au test de
rappel (voir LA, page 106). Les résultats des rats Sham et irradiés sont exprimés en
pourcentage de I'expression de c-Fos ou Zif268 des rats Routine (100%, ligne en pointillé

horizontale sur les graphes ; Figure 48).

Tout d’abord, dans le groupe des rats Sham, les résultats montrent que le rappel dans le test
a 4 ports induit une augmentation de I'expression de c-Fos dans le cortex orbitofrontal, le
cortex limbique, le cortex cingulaire, le RSG postérieur, le cortex piriforme antérieur, I'aire CA1
et le PRh (One Sample Sign Test (OSST) par rapport a 100% : MO, VO, LO p<0,005 ; DLO
p<0,05; LC p<0,05; ACC<0,05; aRSG p=0,0615; pRSG p=0,0152 ; aPIR p=0,0027 ; pPIR
p=0,0652 ; dCA1 p=0,0043 ; PRh p=0,0174 ; ENT p=0,0854 ; Sham n=7, Routine n=5). Par
contre le rappel est associé a une diminution de I'expression de c-Fos dans le GD dorsal
(OSST par rapport a 100% : GD p<0,0001). Concernant I'expression de Zif268 chez les rats
Sham, le rappel induit a quelques exceptions prés le méme patterns d’activation que celui
obtenu en c-Fos avec une augmentation de I'expression dans le cortex orbitofrontal, le cortex
limbique, le cortex cingulaire, le cortex piriforme, la partie postérieure du RSG et dans la partie
dorsale des aires CAl et CA3 (OSST par rapport a 100% : MO, VO, LO p<0,05; DLO
p=0,7781 ; LC p=0,0191 ; ACC p=0,0354 ; PIR p=0,0477 ; aRSG p=0,1089 ; pRSG p=0,0011 ;
dCA1 p=0,0028 ; dCA3 p=0,0072 ; Sham n=7, Routine n=5).

Le blocage de la neurogenése adulte hippocampique ne modifie pas fondamentalement
I'activation de ces deux genes dans les mémes aires cérébrales par rapport aux rats Sham,
gue ce soit pour c-Fos (OSST par rapport a 100% : MO, VO, LO p<0,005 ; DLO p=0,014 ; CL
p=0,018 ; ACC p=0,002 ; aPIR p=0,005; pPIR p=0,065; dCAl p=0,003; vCAl p<0,0001;
ENT p=0,035; PRh p=0,053; IR n=7, Routine n=5) ou pour Zif268 (OSST par rapport a
100% : MO, VO, LO p<0,001; aRSG p=0,073; pRSG p=0,0011; dCA p=0,022; dCA3
p=0,034 ; dGD p=0,023 ; vGD p=0,046 ; IR n=7, Routine n=5). Toutefois, 'analyse montre
quelques différences. C’est le cas dans le RSG postérieur ou I'expression de c-Fos et de
Zif268 est significativement plus basse pour les rats irradiés que pour les Sham (OSST IR par
rapport a 100% : pRSG p=0,1728 ; Test de Mann-Whitney Sham VS IR p=0,0396 ; Sham n=7,
IR n=7, Routine n=5).
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Figure 48 : Expression de c-Fos et Zif268 dans les différentes structures cérébrales analysées

A. Schémas de coupes frontales de cerveau illustrants les différentes régions (en bleu) de comptage des
cellules Zif268 et c-Fos positives. L’expression de c-Fos (B) et de Zif268 (C) a été analysée dans le cortex
orbitofrontal, le cortex préfrontal (limbique et cingulaire), le cortex piriforme, le cortex rétrosplénial, la partie
dorsale et ventrale de I'hippocampe et dans le cortex entorhinal et périrhinal. La ligne pointillée horizontale
représente le niveau d’expression dans chaque structure chez les rats contréle Routine (100%). * : OSST par
rapport a 100% p<0,05, ***: OSST par rapport a 100% p<0,005. # : Test de Mann-Whitney Sham vs IR
p<0,05.
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Ces données indiquent que le rappel de la mémoire épisodique dans le test a 4 ports active
un vaste réseau neuronal impliquant I'hippocampe, les cortex préfrontal et rétrosplénial et le
cortex orbitofrontal. Ces nouvelles données d’activation dans ce test renforce les données
précédemment obtenues en situation plus facile du test a 2 ports (voir I.D, page 109) tout en'y
ajoutant des éléments nouveaux sur limplication du GD, de CAl et du RSG dans ces
différents tests. Le blocage de la neurogenése hippocampique influence peu I'activation de ce
réseau a l'exception du RSG. Il est a noter toutefois qu'a 'opposé de ce que nous avons
observé pour le test a 2 ports, les rats Sham et irradiés ont exprimé différents profils de
réponses de rappel épisodique qui sont difficilement exploitables en terme de moyennes de
groupe. Ceci suggéere qu'une analyse de réseau devra étre faite en lien avec les différents
profils de réponses épisodiques obtenus, avant de conclure définitivement sur le réseau

impliqué et les différences en I'absence de neurogenése.

E. Corrélations entre activation du réseau neuronal et

performances lors du test de rappel de la mémoire épisodique

Cette notion d’'analyse du réseau impliqué en fonction des profils individuels de rappel
épisodique a fait I'objet d’'une recherche préliminaire de corrélations entre I'activation de c-Fos
dans différentes structures et les performances de rappel épisodique exprimées lors des 12

essais du test sur la configuration P+O+IC (Figure 49) chez les rats Sham et irradiés.

Les résultats montrent une corrélation positive entre les performances de rappel épisodique
des rats Sham et I'activation en c-Fos de la partie antérieure du cortex rétrosplénial et de la
partie dorsale de I'aire CA1 (Corrélation Sham : dCA1 : r=0,879, Test de Pearson p=0,0061 ;
aRSG : r=0,75 ; Test de Pearson p=0,0482 ; Figure 49B et C). Ceci indique que plus les rats
Sham présentent de bonnes performances lors du rappel de la mémoire épisodique et plus
I'aire CA1 de I'hippocampe et la partie antérieure du RSG sont activées. Le blocage de la
neurogenese de I'hippocampe abolit la corrélation dans l'aire dCA1 et dans le RSG
(Corrélation IR : dCA1: r=0,218, Test de Pearson p=0,6574; aRSG : r=-0,674, Test de
Pearson p=0,1017 ; Figure 49B et C). Par ailleurs, le blocage de la neurogenése est associé a
une corrélation négative chez les rats irradiés entre les performances et I'activation de la
partie dorsale de l'aire CA3 de I'hippocampe (Corrélation IR: dCA3: r=-0,825; Test de
Pearson p=0,0189 ; Figure 49A) qui est absente chez les rats Sham (Corrélation Sham :
dCA3: r=0,288; Test de Pearson p=0,5529; Figure 49A). Ceci indique que plus les
performances des rats irradiés lors du rappel de la mémoire épisodique sont mauvaises et

plus la partie dorsale de I'aire CA3 de I'hippocampe est activée.
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Figure 49 : Corrélations entre les performances des rats lors du test de rappel a 4 ports sur la
configuration P+O+IC et I’activation du réseau neuronal en c-Fos

Les performances des rats irradiés, mais pas des rats Sham, sont corrélées négativement avec I'activation du
CA3 dans la partie dorsale de 'hippocampe (A). Les performances des rats Sham, mais pas des rats irradiés,
sont corrélées positivement avec I'activation de la partie dorsale de I'aire CA1 et du RSG antérieur (B et C).
Chaque point représente un rat (noir : Sham et en gris : IR).

En conclusion, alors que la force du rappel épisodique en test a 4 ports est corrélée a
I'activation de la partie antérieure du cortex rétrosplénial et de I'aire dCA1L, le blocage de la
neurogenése hippocampique abolit cette relation. Ceci suggére que le recrutement de ces
aires cérébrales en lien avec les performances est dépendant de la présence des nouveaux
neurones. De facon concomitante, lI'absence de neurogenése modifie également le
recrutement de I'aire dCA3 de I'hippocampe qui devient négativement corrélé au rappel de

I'association épisodique.

L’ensemble de ces résultats indique que la neurogenése adulte hippocampique contribue de
facon significative a la consolidation et au rappel fiable du souvenir lors d’'une situation
interférente dans une tadche de mémoire épisodique. Les résultats suggérent que la
neurogenése adulte pourrait jouer un réle dans la résolution de la mise en mémoire
d’événements occasionnels afin de pouvoir discriminer deux épisodes proches en lien avec

les fonctions de séparation et complétion de patterns de I'hippocampe.
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Introduction

Le gene Zif268

Les hypothéses actuelles suggérent que la formation d’'une trace mnésique stable a long
terme nécessite des régulations géniques et la synthése de protéines. L’apprentissage
entraine l'activation de plusieurs génes impliqués dans la plasticité synaptique et parmi toutes
les voies de signalisation neuronale étudiées dans le cadre de la plasticité synaptique et de la
mémoire, la voie des MAPK semble constituer une voie essentielle de transmission du signal
vers le noyau (Seger & Krebs, 1995). Suite a I'activation d’'une série de kinases, cette cascade
aboutit a I'expression de génes immeédiats précoces (IEGs). Ce sont des genes dont
I'expression est induite rapidement mais transitoirement en réponse a des signaux
extracellulaires et dont linduction ne nécessite pas de synthése protéique. Il existe de
nombreux IEGs qui répondent a divers stimuli et qui sont impliqués dans de nombreuses
fonctions cellulaires via I'expression de différents types de protéines: des facteurs de
croissance et leurs récepteurs, des protéines du cytosquelette et des facteurs de transcription
(Sheng & Greenberg, 1990; Hughes & Dragunow, 1995). Certains IEGs jouent un role majeur
dans le maintien et la stabilité des phases tardives de la plasticité synaptique et dans la
consolidation mnésique puisque I'induction de ces genes active des programmes génomiques
contrélant des changements a long terme dans le systéeme nerveux (Goelet et al., 1986). Les
IEGs sont classés en deux catégories : les IEGs effecteurs (Arc, BDNF ou Homer) lorsque les
protéines correspondantes agissent directement au niveau de la synapse ; et les IEGs
régulateurs (c-Fos, Jun ou Zif268) lorsqu’ils codent des protéines appelées facteurs de
transcription qui modulent I'expression de genes cibles (dits effecteurs tardifs) en se liant a
des séquences cibles présentes sur leur promoteur. Ceci confere aux IEGs régulateurs un
réle dans les changements de la machinerie génique pouvant aboutir a une restructuration
anatomique et fonctionnelle a long terme de la synapse, mécanisme important pour la
formation d‘une trace mnésique. Il existe deux catégories de facteurs de transcription : les
facteurs de transcription inductibles tels que c-Fos ou Zif268 qui sont les produits de la
transcription et de la traduction des IEGs régulateurs et les facteurs de transcription
constitutifs comme CREB ou Elk-1 qui sont régulés par des maodifications post-
traductionnelles telles que les phosphorylations (Sheng & Greenberg, 1990; Hughes &
Dragunow, 1995).
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Ce chapitre s’intéresse au géne immédiat précoce régulateur Zif268 codant le facteur de
transcription Zif268 et qui joue un rdle important dans les mécanismes de plasticité,
d’apprentissage et de mémoire (Jones et al., 2001; Bozon et al., 2002, 2003a, 2003b).

I. Le géne immédiat précoce Zif268

A. Le découverte de Zif268

Le géne Zif268 (zinc finger binding protein 268), aussi connu sous le nom de Egr-1, Krox-24,
NGF1-A, TIS8 et Zenk, fait partie de la famille des Egr (Early growth response) découverte
entre la fin des années 1980 et le début des années 1990 (Lau & Nathans, 1987; Milbrandt,
1987) et qui appartient a la catégorie IEGs.

La famille des Egr, composée de 4 genes, Egr-1, Egr-2, Egr-3 et Egr-4, code une famille de
facteurs de transcription inductibles tous caractérisés par la présence d’'un domaine de liaison
a I’ADN composé d’'un motif a trois doigts de zinc Cys,-Hys, (Figure 50; Chavrier et al., 1988;
Sukhatme et al., 1988; Gashler & Sukhatme, 1995; Beckmann & Wilce, 1997; Knapska &
Kaczmarek, 2004). Ce motif a doigts de zinc permet aux facteurs de transcription Egr-1, Egr-
2, Egr-3 et Egr-4 de se lier a 'ADN au niveau d’un motif consensus de 9 paires de bases
GCG(G/T)GGGCG appelé séquence ERE (egr response element) au niveau du promoteur de
certains génes cibles permettant ainsi la régulation de leur expression (Christy & Nathans,
1989; Swirnoff & Milbrandt, 1995). Le géne Egr-1 lui-méme posséde une séquence ERE sur
son promoteur, ce qui suggere qu’il est capable de réguler sa propre expression. Le géene Egr-
1, présent en une seule copie dans le génome des mammiféres (Chavrier et al., 1988), code
une protéine de 82-88 kDA en fonction de la séquence d’initialisation, c’est le facteur de
transcription Zif268 (Lemaire et al., 1990).

Al A2 A4 R1 BD DBD BD A3
Eort gh I IRRINE [ 543

Ad a0 B B0 DED ED A Activation Domain
Eqr? 4 | | | l | | | | || || | | ‘ 476 R1 Nab interaction domain

DBD  DNA Binding Domain
Al A2 R1 BD DBD BD (Zinc Fingers)
Eora 1 | | | | | ” | H || | | |387 BD Basic Domain
DED BD

Eord 1 [ [0 [1] 4ee 1902

Figure 50 : Représentation schématique des quatre membres de la famille des Egr
La séquence de liaison a 'ADN en trois doigts de zinc (séquence DBD) est conservée chez les quatre
membres de la famille des Egr. Extrait de Poirier et al., 2008b.
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B. Expression de Zif268 dans le cerveau adulte

L’expression des IEGs a été beaucoup étudiée dans le systéme nerveux des mammiféres
pour deux raisons. Premiérement, ils sont souvent utilisés pour cartographier I'activation
neuronale dans le cerveau suite a une stimulation neuronale. Et deuxiémement, ils ont été
étudiés pour comprendre leur role dans la régulation de I'expression des génes impliqués

dans la mise en place a long terme de la plasticité neuronale.

1. Expression basale de Zif268

Au cours du développement embryonnaire, le gene Zif268 n’est pas exprimé dans le systéeme
nerveux. Ce n’est qu’aprés la naissance, lors de la période post-natale, que son expression
est effective dans différentes zones cérébrales. Des la premiére semaine aprés la naissance,
I'expression de Zif268 augmente progressivement dans le cortex et le cervelet ; on trouve une
expression tres faible de Zif268 dans I'hippocampe dés la naissance mais cette derniére
augmente fortement dans 'aire CA1 et diminue dans les aires CA2-4 et le GD a partir de P17
(voir pour revue Beckmann & Wilce, 1997; Herdegen & Leah, 1998; Knapska & Kaczmarek,
2004; Veyrac et al., 2014).

CA1 : LAv X )
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Figure 51 : Expression basale de la protéine Zif268 dans différentes aires du cerveau de souris
Expression basale de Zif268 dans le cerveau (A ; Extrait de Knapska & Kaczmarek, 2004), I'hippocampe (B ;
Extrait de Hughes et al., 1992), 'amygdale (C ; Extrait de Maddox et al., 2011), le cortex cingulaire (D ; Extrait
de Gass et al., 1993a), le néocortex (E ; Extrait de Gass et al., 1993a) et le cortex primaire olfactif (F ; Extrait
de Herdegen et al., 1990).
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En condition basale dans le cerveau adulte, TARNm et la protéine du géne Zif268 sont
exprimés dans plusieurs régions cérébrales : les couches IV et VI du cortex cérébral, dans le
noyau accumbens, le thalamus, le cervelet, le striatum, 'amygdale, les cortex visuel, olfactif et
entorhinal et I'hippocampe (Figure 51). Au niveau de I'hippocampe, I'expression basale de
’ARNm et de la protéine Zif268 est importante dans I'aire CA1, faible dans les aires CA2-4 et
trés faible dans le GD (Figure 51). Les motifs spatiaux d’expression de la protéine Zif268 et de
I’ARNm sont fortement corrélés entre eux, suggérant que le niveau d’expression de la protéine
est régulé principalement a partir de la transcription de ce géne (Worley et al.,, 1991).
L’expression basale de Zif268 est sous la dépendance de I'activité des récepteurs NMDA
puisqu’en présence de MK-801, un antagoniste des récepteurs NMDA, l'expression de
’ARNm et de la protéine est rapidement abolie au niveau du cortex, de I'hippocampe et du
striatum (Figure 52 ; Worley et al., 1991; Gass et al., 1993a). De méme, I'expression basale de
Zif268 peut étre modulée par les récepteurs Kainate/AMPA dans le cortex sensorimoteur
(Wang et al., 1994). D’autres études ont montré que la dopamine via les récepteurs D1 dans
le striatum, ou les afférences noradrénergiques du cortex sont impliquées dans le contrble de
'expression basale de Zif268 (Bhat & Baraban, 1992; Mailleux et al., 1992; Daunais &
Mcginty, 1996). L’ensemble de ces données suggére que la régulation de I'expression basale

de Zif268 est dépendante de I'activité synaptique.

B Contréle Antagoniste NMDA
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Figure 52 : L’expression de Zif268 est dépendante de I'activité des récepteurs NMDA

A. Expression de 'ARNm de Zif268 : en présence d’un antagoniste NMDA (a) et chez les contrbles (b). Extrait
de Worley et al. 1991. B. Expression de la protéine Zif268 dans I'hippocampe (c), le néocortex (b) et le cortex
rétrosplénial en présence d’antagoniste NMDA (gauche) ou chez les contréles (droite). Modifié d’aprés Gass
et al. 1993b.
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2. Induction de I'expression de Zif268

L’expression de Zif268, comme c’est le cas pour tous les facteurs de transcription inductibles,
est induite de facon rapide et transitoire par une multitude de stimuli pharmacologiques et
physiologiques comme des neuromédiateurs, certaines drogues, des dommages cérébraux,
I'ischémie ou encore le stress (voir pour revue (voir pour revue Hughes & Dragunow, 1995;
Beckmann & Wilce, 1997; Herdegen & Leah, 1998; Knapska & Kaczmarek, 2004; Veyrac et
al., 2014). Concernant les neuromédiateurs, le glutamate, neuromédiateur excitateur, induit
I'expression de Zif268 dans plusieurs structures cérébrales dont I'’hippocampe (Lourdes et al.,
1992; Gass et al.,, 1993b; voir pour revue Beckmann et al., 1997), alors que le GABA,
neuromédiateur inhibiteur, inhibe son expression via les récepteurs GABA, dans ces mémes
structures (Saffen et al., 1988; Gass et al., 1992). La dopamine est également impliquée dans
la régulation de I'expression de ’TARNm et de la protéine Zif268 (Bhat & Baraban, 1992; Cole
et al., 1992; Gangarossa et al., 2011). Concernant les drogues, certaines molécules telles que
les dérivés de la morphine, I'éthanol, via linhibition des récepteurs NMDA et GABA,, les
amphétamines ou encore la cocaine, diminuent I'expression de Zif268 (Matsumoto et al.,

1993; voir pour revue Beckmann & Wilce, 1997).

L’expression de Zif268 peut également étre induite par des stimulations physiologiques non
pharmacologiques. Par exemple, des changements de I'environnement (visuel ou tactile) ou
I'exploration d’'un nouvel environnement induisent des modifications de I'expression de Zif268
dans les cortex sensoriels et I'hippocampe (Mohammed et al.,, 1990; Mack & Mack, 1992;
Olsson et al., 1994; Wallace et al., 1995; Kaczmarek & Chaudhuri, 1997; Staiger et al., 2000;
voir pour revue Knapska & Kaczmarek, 2004). Un stress aigu ou des lésions cérébrales
augmentent I'expression de 'ARNm et de la protéine Zif268 dans différentes structures
cérébrales dont I'hippocampe (voir pour revue Hughes & Dragunow, 1995; Beckmann &
Wilce, 1997; Herdegen & Leah, 1998; Knapska & Kaczmarek, 2004). L’induction de
I'expression de Zif268 est également observée suite a des stimulations électriques ou suite a
induction d’'une PLT (voir IlLA, page 158).

C. Geénes cibles du facteur de transcription Zif268

Suite a la transcription du géne Zif268, TARNm est transporté vers le cytoplasme ou il est
traduit en protéine. La protéine Zif268 retourne alors dans le noyau ou elle agit comme facteur
de transcription en entrainant I'expression de génes cibles dont les promoteurs contiennent
une séquence ERE. Bien qu’un certain nombre de génes aient été identifiés comme ayant des
séquences ERE dans leur région promotrice, il n’existe qu’'un nombre restreint d’études qui

démontrent la régulation directe par Zif268 de la transcription de génes cibles (Thiel et al.,
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1994; Petersohn & Schoch, 1995; Ehrengruber et al., 2000; Kumbrink et al., 2005; Li et al.,
2005; Baumgartel et al., 2009).

En 2005, James et coll. ont transfecté des cellules neuronales PC12 avec le gene Zif268 puis
ont effectué des analyses génomiques via l'utilisation de puces ADN afin de mettre en
évidence les génes exprimés aprés induction de I'expression de Zif268 (James et al., 2005).
lIs ont répertorié 146 génes différents, qui peuvent étre classés selon diverses catégories
fonctionnelles, notamment dans la neurotransmission, la formation des synapses, I'expression
de récepteurs de certains facteurs de croissance, diverses voies de signalisation, le trafic
vésiculaire, le protéasome, le complexe majeur d’histocompatibilité, la réponse immunitaire,
I'expression de protéines du cytosquelette, la traduction, certaines voies métaboliques et enfin
dans I'expression de facteurs de transcription dont Zif268 lui-méme (James et al., 2005). De
facon surprenante, dans cette étude, James et coll. montrent que dans ces conditions, la
transcription d’un certain nombre de génes cibles de Zif268 est régulée négativement, résultat
a l'opposé de la vision générale du role de ce gene que I'on considérait comme ayant plutét
une action positive sur la régulation de ses genes cibles. Cette vision est fondée
principalement sur un grand nombre d’études réalisées a partir de constructions de
promoteurs minimaux synthétiques du géne Zif268 qui ne refletent pas exactement sa
régulation dans des conditions physiologiques. De méme, bien que I'étude de James et coll.
ait été réalisée avec le promoteur entier, le fait que ce soit sur des cellules en culture ne
permet pas d’extrapoler au rble de Zif268 in vivo. De plus, sachant que le géne Zif268 est
capable de réguler son expression positivement ou négativement via ['activation de
régulateurs négatifs comme les protéines Nab, il est possible que son induction artificielle
dans des cellules en culture entraine des perturbations de la régulation des génes cibles.
Malgré tout, plusieurs autres études montrent le méme réle répresseur du géne Zif268 sur la
transcription de certains génes cibles (Fukada & Tonks, 2001; Bahouth et al., 2002; Davis et
al., 2003b; Zhang & Liu, 2003; Wang et al., 2005a; Baumgartel et al., 2009). La technique des
puces a ADN permet d’avoir une vision relativement large des génes cibles de Zif268 dans
des conditions spécifiques, mais les résultats obtenus pourraient ne pas étre représentatifs
d'une situation physiologique in vivo. Plus récemment, grace a [lutilisation d’'une souris
surexprimant le géne Zif268, Baumgartel et coll. ont identifié dans le cerveau 215 génes cibles
impliqués dans la phosphorylation, la division cellulaire, la modification et la dégradation des

protéines, le métabolisme ou encore le transport d’ions métalliques (Baumgartel et al., 2009).

Selon les cellules étudiées ou le type de stimulus utilisé, I'induction de Zif268 peut avoir des
effets antagonistes et dose-dépendants (Svaren et al., 2000; Fu et al., 2003; Virolle et al.,
2003; James et al., 2005). C’est le cas par exemple des génes qui codent p300 et CREB
Binding Protein (CPB). Ces derniers posseédent respectivement six et sept séquences ERE
dans leur région promotrice. Dans les cellules cancéreuses de la prostate, lors d’'une faible

activation de I'expression de Zif268 par des facteurs de croissance, Zif268 est acétylé et
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active la transcription de p300/CBP induisant ainsi la survie des cellules. A l'inverse, avec une
forte activation de I'expression de Zif268 par irradiation aux UVs, Zif268 est phosphorylé,
réprime la transcription de p300/CBP et active la transcription de génes pro-apoptotiques
comme p53 et PTEN induisant la mort cellulaire (Yu et al., 2004; Adamson et al., 2005). Enfin,
Zif268 peut induire des modifications épigénétiques telles que la déméthylation de 'ADN et
des madifications des histones influencant la transcription de génes cibles (Weaver et al.,
2007).

En résumé, en fonction du type de stimulus et du type cellulaire, différentes voies de
signalisation sont activées et entrainent des modifications post-traductionnelles de Zif268
différentes qui jouent ensuite un rdle clé sur la fonction de ce facteur de transcription. Un
méme stimulus peut induire I'expression d’'un grand nombre de facteurs qui s’influencent les
uns les autres, modifiant ainsi I'environnement moléculaire dans lequel la protéine Zif268 se
trouve au moment de sa traduction et potentiellement aussi sa fonction d’activateur ou de

répresseur des genes cibles.

D. Les différents réles biologiques de Zif268

Au vu des nombreux génes cibles de Zif268 et de son induction & la fois par des stimuli
positifs induisant la plasticité synaptique et l'activation neuronale dans des contextes
d’apprentissage et de mémorisation, ainsi que par des stimuli nocifs comme des ischémies,
des lésions cérébrales ou des crises épileptiques, il apparait clair que ce facteur de

transcription est impliqué dans de nombreuses fonctions biologiques.

Le role du géne Zif268 a beaucoup été étudié dans le cadre de la prolifération et la croissance
cellulaire en raison de son expression induite dans de nombreux types cellulaires en réponse
a des éléments mitogénes ou par I'activation de la voie des MAPK/ERK, protéines kinases
activées par des mitogenes (Gashler & Sukhatme, 1995; Kaufmann & Thiel, 2001, 2002;
Kaufmann et al., 2001). Ce géne est notamment impliqué dans la croissance des neurites
(Harada et al., 2001). L’expression de Zif268 a également été associée au développement de
cancers chez 'Homme, notamment dans le cancer de la prostate ou une surexpression de
Zif268 a été observée (Eid et al., 1998). De méme, en l'absence du géne Zif268, la
progression des tumeurs chez des souris transgéniqgues de ce type de cancer est
significativement réduite (Abdulkadir et al., 2001; Baron et al., 2003). A l'opposé, le géne
Zif268 est également étudié comme facteur pro-apoptotique puisque dans certaines
conditions, notamment en présence de radiations ionisantes, Zif268 induit I'expression de
génes pro-apoptotiques tels que PTEN, TNF-a, p53, Rb et Bax (Thiel & Cibelli, 2002; Baron et
al., 2006). Le gene Zif268 est également impliqué dans divers processus comme les capacités

reproductives des femelles puisque son absence entraine une infertilité (Lee et al., 1996).

157



Le géne Zif268 est un géne immédiat précoce codant un facteur de transcription dont
I'expression, transitoire, est induite lors de diverses formes d’activation neuronale, aboutissant
a la modification de I'expression de nombreux génes impliqués dans diverses fonctions
biologiques qui vont de la prolifération cellulaire jusqu’aux mécanismes pro-apoptotiques.
C’est au laboratoire qu'il a été montré que le gene Zif268 est aussi impliqué dans la plasticité

synaptique et les processus cognitifs (voir Il et lll, page 158 et 161).

1. Zif268 et plasticité synaptigue

A. Potentialisation a long terme

Dans les années 90, il a été montré pour la premiére fois qu'une induction de I'expression de
Zif268 peut étre observée suite a l'induction d’'une PLT. Celle-ci entraine la transcription et la
traduction rapides et robustes de Zif268 dans les cellules granulaires du GD de I'hippocampe
(Figure 53; Cole et al., 1989; Wisden et al., 1990).

Cette régulation transitoire de l'induction de 'ARNm de Zif268 (entre 10 minutes et 2 heures
aprés l'induction de la PLT), nécessite I'activation des récepteurs NMDA. La protéine Zif268
présente quant a elle un pic d’expression autour de 2 heures aprés l'induction de la PLT et
retourne a son niveau basal au bout de 8 heures (Abraham et al., 1991; Richardson et al.,
1992; Williams et al., 1995). Par ailleurs, grace a des études de liaison a I'’ADN, Williams et
coll. ont montré que Zif268 se lie a des séquences consensus ERE sur 'ADN de génes cibles

dés 2 heures aprés induction de la PLT in vivo dans le GD (Williams et al., 2000).

Th apres LTP Contréle 2h aprés LTP Contréle

Figure 53 : L’induction d’une PLT dans I’hippocampe induit une expression robuste de Zif268
Expression de TARNm de Zif268 dans le GD 1h apreés induction de la PLT (A ; Extrait de Cole et al. 1989) et
de la protéine Zif268 2h apres induction (B ; Extrait de Richardson et al., 1992).

L’expression de TARNm et de la protéine Zif268 est corrélée au maintien de la PLT (phase
tardive de la PLT) et non a 'amplitude de celle-ci lors de son induction (Abraham et al., 1991,
1993; Richardson et al., 1992; Worley et al., 1993; Dragunow, 1996). Ces données suggérent

que le gene Zif268 est un élément primordial de I'expression génique nécessaire a la
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stabilisation de la phase tardive de la PLT dans le GD de I'hippocampe, phase qui dépend de
la synthése de nouvelles protéines. Par contre, les effets de l'induction d’'une PLT dans l'aire
CA1 de lhippocampe sont contradictoires. En effet, alors que French et coll. n'ont pas
observé de régulation de I'expression de Zif268 dans I'aire CA1 suite a l'induction d’'une PLT
in vitro ou in vivo (French et al., 2001), d’autres auteurs montrent une augmentation de
I'expression de Zif268 dans cette structure aprés induction d’'une PLT in vitro (Mackler et al.,
1992; Roberts et al., 1996). Plus récemment, des travaux menés dans I'équipe ont montré une
induction de I'expression de Zif268 dans l'aire CA1 in vivo suite a linduction d’'une PLT
(Cheval et al., 2011). Il est possible que les différences observées dans 'aire CA1 soient liées
au délai d’analyse de I'expression de ce géne aprés induction de la PLT, aux modéles utilisés
in vitro ou in vivo, et a la différence de sensibilité des techniques de détection de 'TARNm. On
notera également qu’une stimulation électrique tétanique de I'amygdale basolatérale induit
une PLT dans le cortex insulaire associée a une surexpression de Zif268 (Jones et al., 1999;
Davis et al., 2003a). De méme, une stimulation électrique tétanique du tractus thalamique
entraine une surexpression de Zif268 dans le cortex visuel (Heynen & Bear, 2001; Davis et
al., 2003a). L’'ensemble de ces données montre que I'expression du gene Zif268 est régulée
aprés l'induction d’'une PLT dans diverses structures cérébrales, mais aucune ne montre que

ce géne est requis pour cette forme de plasticité synaptique.

C’est la génération d’'une souris invalidée pour le géne Zif268 (Topilko et al., 1997) qui a
permis d’étudier plus précisément l'importance du role de ce géne dans la PLT et les
processus mnésiques. Premiérement, les souris Zif268-/- ne présentent pas de problémes
développementaux majeurs, ni d’anomalies structurelles au niveau de I'hippocampe bien
gu’elles présentent un poids moyen plus faible que les souris sauvages et qu’elles soient
stériles (Jones et al., 2001). Jones et coll. ont alors observé chez des souris Zif268-/- vigiles
que la PLT dans le GD de l'hippocampe présente une induction normale et qu'elle est
maintenue jusqu’a 60 minutes au méme niveau que chez des souris sauvages. Par contre, 24
heures apres, 'amplitude de la PLT chez les souris Zif268-/- est revenue a un niveau basal
contrairement aux souris sauvages qui présentent toujours une PLT (Jones et al., 2001;
Bozon et al., 2002). Ces résultats indiquent donc que le géne Zif268 n’est pas impliqué dans
l'induction de la phase précoce de la PLT mais est nécessaire au maintien de la phase tardive
de la PLT. Le méme résultat a également été montré par ces auteurs sur des souris
hétérozygotes pour le géne Zif268, suggérant que la présence d’'un seul alléle du géne n’est
pas suffisante pour maintenir a long terme une PLT (Jones et al., 2001; Bozon et al., 2002).
Plus récemment, sur des souris conditionnelles qui surexpriment le gene Zif268 en présence
de Tamoxifen (Baumgartel et al., 2008), jai participé a une étude qui montre que la
surexpression de ce géne ne modifie pas la transmission synaptique basale mais entraine une
augmentation de 'amplitude et de la durée de la PLT dans le GD de I'hippocampe in vivo, au

moins jusqu’a 90 minutes apres induction (voir article 3 en annexe, page 291).
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L’ensemble de ces résultats reposant sur la perte ou le gain de fonction montre que le géne

Zif268 joue un r6le majeur dans le maintien a long terme de la PLT.

B. Autres formes de plasticité

Comme nous l'avons vu précédemment, I'expression de Zif268 peut étre régulée lors de
crises d’épilepsie, de stimulations électriques, de situations pathologiques (tolérance et
dépendance aux drogues, stress physiologiques ou stress induit par des drogues, dépression)
ou encore des lésions cérébrales (ischémie, hypoxie, sections des nerfs, neurodégénération,
apoptose) (voir pour revue Hughes & Dragunow, 1995; Beckmann & Wilce, 1997; Herdegen &
Leah, 1998; Veyrac et al., 2014).

Des stimulations magnétiques transcraniennes in vivo, technique capable d’entrainer des
changements de plasticité, induisent I'expression de Zif268 dans diverses aires corticales
(Aydin-Abidin et al., 2008), comme c’est aussi le cas sur tranches de cerveau aprés induction
de la PLT dans l'aire CA1 de I'hippocampe (Ranieri et al., 2012). Des études réalisées sur la
moelle épiniere ont rapporté qu’un type particulier de PLT présent dans des neurones de la
corne dorsale est associé a une augmentation de I'expression de Zif268 et qu’au contraire

cette PLT est sensible a la perte d’expression de ce géne (Rygh et al., 2006).

A I'opposé de la PLT, il existe une autre forme de plasticité synaptique, la dépression a long
terme (DLT) qui correspond a une diminution induite et durable de I'efficacité synaptique d’'une
population de neurones (Lynch et al.,, 1977; Dudek & Bear, 1992). Plusieurs études ont
analysé I'expression de Zif268 dans ce type de plasticité mais les données disponibles n’ont
pas fournies de conclusion claire. En effet, une DLT induite chimiquement sur des tranches
organotypiques d’hippocampe via l'utilisation d’agonistes des récepteurs métabotropiques
glutamatergiques de groupe | entraine I'expression de plusieurs genes immédiats précoces
dont Zif268 (Lindecke et al., 2006), alors que I'induction d’'une DLT dans l'aire CA1 in vivo par
stimulations électriques n’entraine aucune modification de I'expression de Zif268 (Yilmaz-
Rastoder et al., 2011).

En conclusion, les études actuelles montrent que différentes formes de plasticité sont
associées a une expression de Zif268 dans les neurones activés et que la plasticité neuronale
de type PLT dans le GD de I'hippocampe est dépendante de la présence de Zif268. La
formation de traces mnésiques nécessitant des changements d’efficacité synaptique dans les
réseaux de neurones activés et la PLT étant considérée comme un modéle de mécanismes
cellulaires qui sous-tend la mise en mémoire d’informations nouvelles via des modifications
d’efficacité synaptique (voir partie 1, chapitre 1, 11.D, page 25), plusieurs études ont cherché a

comprendre le rOle de ce géne dans les processus d’apprentissage et de mémoire.
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[1l. Zif268 et mémoire

A. Apprentissage et consolidation mnésique

De nombreuses données ont montré que I'expression de Zif268 est sensible a différentes
modifications de I'environnement comme la détection de nouveauté ou des expériences dans
divers contextes d’apprentissage et ce dans différentes structures du cerveau de différentes
especes (voir pour revue Davis et al., 2003a; Knapska & Kaczmarek, 2004; Veyrac et al.,
2014).

Chez le primate, le cortex temporal est impliqué dans I'encodage et le stockage de la mémoire
associative visuelle, une forme de mémoire déclarative (voir pour revue Davis et al. 2003). Un
apprentissage associatif de paires d’items visuels chez le macaque induit une expression de
I’ARNm et de la protéine Zif268 dans le lobe temporal antérieur mais pas de c-Fos ni de JunD,
et cette expression de Zif268 est spécifique de l'apprentissage puisqu’'une tache de
discrimination visuelle sans apprentissage n’induit pas I'expression de ce géne (Okuno &
Miyashita, 1996; Tokuyama et al., 2002).

Chez les oiseaux, I'expression du géne Zenk, I’homologue aviaire de Zif268, est régulée dans
différents contextes d’apprentissage (voir pour revue Clayton, 2013). Par exemple, chez les
canaris et les diamants mandarins, la présentation du chant d'un oiseau de la méme espéce
ou d'un chant familier, 'apprentissage du chant du tuteur ou encore un apprentissage
associatif d’'un son avec un choc électrique augmentent I'expression de Zenk (ARNmM et
protéine) dans le Nidopallium caudomedian (NCM), une aire auditive analogue du cortex
auditif, et le HVC, structure impliquée dans I'apprentissage du chant (Mello et al., 1992; Jarvis
et al., 1995; Bolhuis et al., 2000; Kruse et al., 2004; Vignal et al., 2005; Gobes et al., 2009).
Ces données suggérent que Zenk est impliqué dans différents processus requis pour la

perception et 'apprentissage du chant.

Le plus grand nombre d’études qui se sont intéressées au réle du géne Zif268 dans les
processus mnésiques ont été réalisées chez les rongeurs (voir pour revue Davis et al., 2003a;
Knapska & Kaczmarek, 2004; Veyrac et al., 2014).

1. Zif268 et conditionnement de peur

Plusieurs études de I'expression de Zif268 en lien avec I'apprentissage ont été réalisées dans
le paradigme de peur conditionnée. Les premiéres études montraient que I'expression de
Zif268 augmente dans I'aire CA1 de I'hippocampe aprés acquisition dans une tache de peur
conditionnée au contexte, mais cette activation semblait non spécifique de I'apprentissage et
plutét due a la détection de la nouveauté (Hall et al., 2000, 2001). De plus, Malkani & Rosen

ne montraient pas d’expression de Zif268 dans I'hippocampe aprés cette méme tache
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(Malkani & Rosen, 2000). Néanmoins, un certain nombre d’auteurs ont pu détecter une
expression du gene Zif268 dans I'hippocampe aprés une tache de conditionnement de peur.
En effet, Lonergan et coll. montrent que 30 minutes aprés un conditionnement de peur,
I'expression de Zif268 augmente graduellement dans l'aire CA1 et le GD de I'hippocampe
dorsal pour atteindre un pic d’expression au bout de 60 minutes (Lonergan et al., 2010), délai
correspondant a la période de synthése protéique en lien avec la consolidation mnésique. De
méme, une étude récente réalisée au laboratoire montre que I'expression de Zif268 augmente
dans le GD de rlhippocampe aprés [I'apprentissage et le rappel dune tache de
conditionnement de peur (Besnard et al., 2013b). Une augmentation de la liaison de Zif268
sur ses séquences d’ADN cibles ERE a dailleurs été observée dans laire CA1 de
I’hippocampe suite a I'acquisition et au rappel d’'un conditionnement aversif en 1 essai (Cheval
et al., 2011), indiquant ainsi une expression fonctionnelle de ce géne dans I'hippocampe lors
de la consolidation de ce type de mémoire. Au niveau de I'amygdale, les données présentent
également des divergences puisqu’il a été montré une augmentation de I'expression de Zif268
spécifique de I'apprentissage d’une tadche de conditionnement de peur au contexte ou a un
son dans le noyau latéral (Malkani & Rosen, 2000; Maddox et al., 2011), alors que Hall et coll.
montrent que cette augmentation n’est pas spécifique de l'apprentissage car elle est
également observée chez les sujets contrbles (Hall et al., 2000). Les résultats sur le rappel de
l'information sont également contradictoires : Malkani & Rosen montrent que I'expression de
Zif268 dans I'amygdale n’est pas modifiée lors du rappel 24 heures apres apprentissage
(Rosen et al., 1998; Malkani & Rosen, 2000), tandis que d’autres auteurs observent une
augmentation de I'expression de Zif268 dans I'amygdale ainsi que dans l'aire CA1 de
I'hippocampe (Hall et al., 2001; Maddox et al., 2011). Thomas et coll. ont montré que le rappel
dans une tache de peur conditionnée au contexte s’accompagne de I'activation de Zif268
dans des circuits cérébraux plus larges, incluant I'hippocampe, le noyau accumbens et le
cortex cingulaire (Thomas et al., 2002). Les différences de résultats observées au niveau de
'amygdale et de I'hippocampe entre ces études peuvent étre expliquées par les différents
protocoles comportementaux et techniques d’analyse de I'expression de Zif268 (ARNm et
protéine) utilisés dans les différentes études (Davis et al. 2003; Knapska & Kaczmarek 2004;
Weitemier & Ryabinin 2004; Maddox et al. 2011).

L’inactivation de I'expression du géne Zif268 permet de tester directement le réle fonctionnel
de ce géne dans l'acquisition et la rétention d’un conditionnement de peur. Les études
menées au laboratoire sur cette tdche chez les souris Zif268-/- ne montrent pas d’altération
d’acquisition de I'association mais montrent un déficit de consolidation a long terme (Besnard
et al., 2013a). De plus, les souris Zif268-/+ ne présentent pas de déficit de consolidation d’une
tdche de conditionnement de peur (Besnard et al., 2013a) suggérant que 50% de I'expression
de Zif268 est suffisante pour la consolidation de ce type de mémoire. Néanmoins, I'utilisation

d’'un modele de souris transgénique n’exprimant pas le géne Zif268 de facon globale ne
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permet pas d’identifier précisément les structures dans lesquelles ce géne est essentiel pour
la formation de ce type de mémoire. Certains auteurs ont donc bloqué spécifiqguement
I'expression de ce gene dans 'amygdale et/ou I'hippocampe via I'utilisation d’oligonucléotides
antisens (Lee et al., 2004; Malkani et al., 2004; Maddox et al., 2011). Lee et coll. ont testé
I'effet de ce blocage au niveau de I'hippocampe mais, avec une diminution de 66% de
’expression de la protéine Zif268 in fine dans l'aire CA1, ils ne montrent aucun effet sur la
consolidation, alors qu’ils montrent un effet sur la reconsolidation (voir 1ll.C, page 168; Lee et
al. 2004), suggérant que Zif268 dans l'aire CA1 de I'hippocampe n’est pas nécessaire a la
consolidation d’'une mémoire de conditionnement de peur au contexte. Il est toutefois possible
que les 30 a 40% des protéines encore exprimés soient suffisants pour la consolidation de ce
type de mémoire. En utilisant la méme approche, Malkani et coll. ont infusé des
oligonucléotides antisens dans I'amygdale et ont montré que le blocage de 11 a 25% de
I'expression de la protéine Zif268 avant le conditionnement suffit a induire un déficit de
consolidation mnésique dépendant de la dose (Malkani et al., 2004). De méme, Maddox et
coll. montrent que le blocage de 50% de I'expression de la protéine Zif268 dans I'amygdale
altere la rétention a long terme d’'une mémoire de peur associée a un son mais pas de

I'apprentissage ni de la rétention a court terme (Maddox et al., 2011).

Le géne Zif268 est nécessaire a la consolidation d’'une mémoire de peur. Néanmoins
limplication de ce géne dans I'amygdale, I'hippocampe et dans d’autres structures lors des
différentes phases de la consolidation mnésique reste a préciser car la quantité du géne
Zif268 nécessaire dans ces aires cérébrales semble différente en fonction de la phase de

mémorisation.

2. Zif268 et mémoires non spatiales

L’induction de I'expression et le role de Zif268 ont aussi été étudiés dans différentes mémoires
non-spatiales comme la mémoire olfactive, la transmission sociale de préférence alimentaire,
I'aversion gustative conditionnée ainsi que la reconnaissance d’objets. Dans la plupart de ces
taches, la mémorisation de l'information est rapide et nécessite un nombre d’essais limité. La
premiere mise en évidence de la régulation de Zif268 dans un contexte d’apprentissage
simple a été réalisée par Nikolaev et coll. en 1992 en montrant une augmentation rapide et
transitoire de I'expression de ce géne dans I'hippocampe suite a un apprentissage d’évitement
actif (Nikolaev et al., 1992). Le méme résultat a été observé dans le cas d’un apprentissage

de discrimination lumineuse (Grimm & Tischmeyer, 1997).

Les rongeurs présentent une tendance naturelle a I'exploration de nouveaux objets et cette

faculté est souvent utilisée dans les tdches de mémoire de reconnaissance d’objets. En
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I'absence du géne Zif268, les souris ne présentent pas de déficit d’exploration du nouvel objet
10 minutes aprés sa présentation, alors que 24 heures aprés |'objet familier a été oublié
(Jones et al., 2001; Bozon et al., 2002), suggérant que ce géne est nécessaire a la mémoire
de reconnaissance d’objets a long terme. Néanmoins, chez les souris Zif268-/-, le sur-
apprentissage dans cette tache permet la formation d’'une mémoire a long terme (Bozon et al.,
2003a), suggérant que le sur-apprentissage pourrait recruter d’autres voies de régulations
transcriptionnelles permettant de compenser I'absence de Zif268. De plus, la réduction de
'expression de ce géne chez les souris Zif268-/+ ne perturbe pas la reconnaissance du
nouvel objet & 24 heures (Bozon et al., 2002), suggérant que I'expression partielle de Zif268

est suffisante pour la consolidation a long terme de ce type de mémoire.

Les rongeurs présentent également une prédisposition naturelle a la préférence d’odeurs
nouvelles lorsqu’elles sont présentées en méme temps que des odeurs déja rencontrées,
c'est une forme de mémoire olfactive. L’'exposition a une odeur nouvelle induit une
augmentation de I'expression de Zif268 dans les cellules granulaires du BO jusqu’a ce que
celle-ci devienne familiere (Busto et al., 2009), suggérant un réle du géne Zif268 dans la
familiarisation des odeurs. De plus, un apprentissage associatif de discrimination d’odeurs,
méme s’il Nentraine pas d’augmentation globale de I'expression de Zif268 dans les cellules
granulaires, induit une réorganisation spatiale de son expression au sein de cette population
cellulaire en lien avec les odeurs discriminées (Busto et al., 2009). De méme, un
apprentissage perceptif olfactif induit une augmentation régionalisée de I'expression de Zif268
dans les cellules granulaires du BO qui pourrait étre impliquée dans linhibition des cellules
mitrales et favoriser la discrimination d’odeurs proches (Mandairon et al., 2008; Mandairon &
Linster, 2009). Par ailleurs, les femelles sont capables de former une mémoire des odeurs des
males avec lesquels elles se sont accouplées afin de les reconnaitre par la suite. Brennan et
coll. ont montré que I'expression de Zif268 augmente de facon transitoire dans les cellules
granulaires et mitrales du BO accessoire impliqué dans le traitement des phéromones suite a
'accouplement (Brennan et al., 1990) et pendant la formation de ce type de mémoire
(Brennan et al., 1992). Ces mémes auteurs ont également observé une augmentation de
I'expression de Zif268 dans le BO accessoire de souris femelles en réponse a I'exposition a
des constituants phéromonaux (Brennan et al.,, 1999), renfor¢cant ainsi le lien entre
I'expression de Zif268 dans cette structure cérébrale olfactive et la formation d’'une mémoire
de ce type d'odeurs chez la femelle. A contrario, une étude réalisée chez la ratte montre une
augmentation de I'expression de Zif268 en association avec I'accouplement dans I'amygdale,
I’lhypothalamus mais pas dans le BO accessoire (Polston & Erskine, 1995). L’ensemble de ces
données montre un lien entre I'induction de I'expression du géne Zif268 dans le BO et la

formation d’'une mémoire des odeurs biologiques ou associées a un conditionnement.

En aversion gustative conditionnée, une augmentation de I'expression de Zif268 a été mise en

évidence dans diverses aires cérébrales dont I'amygdale et I'hippocampe (Lamprecht &
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Dudai, 1995; Dardou et al., 2006). De plus, I'absence de Zif268, méme partielle, induit un
déficit de cette association a long terme (Jones et al., 2001), alors que sa surexpression dans
I’'amygdale lors de l'acquisition de I'association induit un renforcement de la trace permettant
une meilleur résistance a l'extinction (Baumgartel et al., 2008). Dans une autre tache
associative — la transmission sociale de préférences alimentaires — I'absence de Zif268,
méme patrtielle, entraine un déficit de mémoire a long terme, sans atteinte de la mémoire a

court terme (Jones et al., 2001).

Récemment, le r6le du géne Zif268 a été étudié dans une tache de conditionnement opérant
dans laquelle des souris sont conditionnées a mettre leur museau dans un port afin d’obtenir
de la nourriture. Les auteurs montrent une augmentation de I'expression de Zif268 dans le
striatum et le noyau accumbens uniqguement lors de la premiére phase du conditionnement,
c’est-a-dire avant que la tache ne soit acquise. A l'inverse, I'absence de Zif268 chez les souris
mutantes induit un déficit d’apprentissage lors des premiéres séances uniquement, suggérant

que le géne Zif268 est requis au début du conditionnement opérant (Maroteaux et al., 2014).

L’ensemble de ces données indique que le géne Zif268 participe a la formation et a la

consolidation de mémoires non spatiales dans différentes aires cérébrales.

3. Zif268 et mémoires spatiales

Dans la tache de piscine de Morris (Morris et al., 1982; Moser et al., 1993, 1995), plusieurs
groupes montrent I'existence de corrélations entre linduction rapide et transitoire de
I'expression de Zif268 dans I'hippocampe et les performances mnésiques des animaux dans
cette tache, et ce dans sa version spatiale (plate-forme invisible) dépendante de I'hippocampe
comme dans la version indicée (plate-forme visible) indépendante de I'hippocampe (Guzowski
et al., 2001; Feldman et al., 2010). Dans la version spatiale, I'induction de I'expression de
Zif268 est importante lors des 3 premieres séances d’apprentissage mais pas lors des
suivantes, suggérant un réle important de ce géne dans les premiéres phases de
'apprentissage (Guzowski et al., 2001). De plus, l'induction de I'expression de Zif268 dans
I’hippocampe dorsal est plus forte dans un protocole d’apprentissage massé sur une journée
que dans un protocole distribué sur plusieurs jours, renforgant I'idée que Zif268 pourrait étre
nécessaire dés les phases précoces de l'apprentissage. En utilisant des protocoles de
mémoire spatiale en labyrinthe radial (Olton & Samuelson, 1976; Olton et al., 1977; Olton &
Papas, 1979; Suzuki et al., 1980), I'apprentissage induit également une expression de Zif268
dans I'hippocampe (Maviel et al., 2004; Poirier et al., 2008a). De méme, I'expression de Zif268
dans les cellules granulaires du GD de I'hippocampe est augmentée lorsque le animaux
explorent plusieurs objets dans une enceinte puis qu’ils y sont remis en présence d’'un des
objets déja rencontrés dans une position spatiale différente (Soulé et al., 2008; Winters et al.,

2008). Plus récemment, une étude montre une modification des motifs d’expression de Zif268
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dans des cellules granulaires du GD de I'hippocampe en fonction de la trace mnésique
réactivée (Satvat et al., 2011).

L’ensemble de ces données suggere que le géne Zif268 pourrait étre impliqué dans la
mémoire spatiale mais ne démontre pas qu'il est nécessaire a la formation de cette mémoire.
Le r6le fonctionnel de Zif268 dans la mémoire spatiale a été étudié pour la premiére fois chez
des souris Zif268-/-. L’absence de Zif268, méme patrtielle chez les souris Zif268-/+, entraine
un déficit sévére de rétention a long terme (48 heures) dans un protocole massé en piscine de
Morris (Jones et al., 2001), ainsi qu’un déficit de rétention a long terme (24 heures) dans la
tache de reconnaissance d’objets en version spatiale (Bozon et al., 2002). Ces résultats
suggérent que le géne Zif268 est nécessaire a l'acquisition et a la consolidation d’'une
mémoire spatiale a long terme. Plus récemment, j'ai participé a une étude sur des souris
surexprimant le gene Zif268, et nous avons montré que dans la tache de reconnaissance de
la localisation spatiale d’objets, ces souris présentent des capacités de mémorisation a long
terme (1 et 3 jours) améliorées par rapport a des souris sauvages (voir article Penke et al.
2013 en annexe, page 291), renforgant ainsi l'idée que Zif268 joue un réle crucial dans la

consolidation mnésique.

La mémoire spatiale repose sur I'exploration de I'environnement et la formation au sein de
I'hippocampe d’une carte spatiale de cet environnement via les décharges des cellules
pyramidales de l'aire CA1 de lhippocampe. Ces cellules, appelées les cellules de lieu,
présentent la particularité d’émettre préférentiellement des potentiels d’action lorsque I'animal
se situe a un endroit particulier dans un environnement donné et ce de fagon particulierement
stable sur le long terme (O’Keefe & Dostrovsky, 1971; Muller & Kubie, 1987; Muller et al.,
1987; Thompson & Best, 1990; Wilson & McNaughton, 1993; Poucet et al.,, 1994). Ces
cellules sont essentielles a la formation d’'une mémoire spatiale (voir pour revue Moser et al.
2015). Alors que les propriétés électrophysiologiques de base de ces cellules ne sont pas
altérées en labsence de Zif268 chez la souris, la carte des cellules de lieu dun
environnement familier aprés une exposition a un nouvel environnement est déstabilisée a
court terme. De plus, les souris présentent un déficit de formation et de stabilisation d’'une
représentation neuronale d’'un environnement nouveau (Renaudineau et al.,, 2009). Ces
données suggeérent que les déficits de mémoire spatiale en I'absence de Zif268 pourraient
étre dus a une altération de la stabilité des représentations neuronales des environnements

encodés.

En résumé, de nombreuses données montrent que le géne Zif268 est essentiel a la

consolidation a long terme de différentes formes de mémoires spatiales.
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B. Zif268 et consolidation systémique

Comme nous l'avons déja vu dans lintroduction (voir partie 1, chapitre 1, I.C, page 12),
certaines données suggérent que I'hippocampe serait majoritairement impliqué dans la
formation et le stockage initial de mémoires récentes (quelques jours), alors que le cortex
préfrontal incluant le cortex cingulaire antérieur et des aires prélimbiques pourrait prendre en
charge le stockage de mémaoires plus anciennes (quelques semaines) (Frankland & Bontempi,
2005). Nous avons vu dans la partie précédente que le géne Zif268 participe a la
consolidation d’'une mémoire récente notamment au niveau de I'hippocampe ; plusieurs
études se sont donc intéressées a I'expression de ce géne dans diverses aires corticales afin
de savoir s'il participe a la consolidation de mémoires anciennes. Vingt-quatre heures apres
un apprentissage spatial en labyrinthe radial, Maviel et coll. montrent une surexpression post-
rappel de Zif268 dans I'hippocampe et le cortex cingulaire postérieur, mais pas dans le cortex
préfrontal (prélimbique et infralimbique), le cortex retrosplénial, ni dans le cortex cingulaire
antérieur. A linverse, ils montrent une surexpression de Zif268 dans le cortex préfrontal
(prélimbigue et infralimbique), dans le cortex rétrosplénial et dans le cortex cingulaire antérieur
lors du rappel a trés long terme (30 jours) (Maviel et al., 2004). Comme [linactivation de
I'hippocampe et du cortex cingulaire postérieur avec de la lidocaine induit un déficit de
mémoire récente, alors que l'inactivation du cortex préfrontal (prélimbique et infralimbique) et
du cortex cingulaire antérieur induit uniguement un déficit de mémoire ancienne (Maviel et al.,
2004), ces données suggerent que linduction différentielle de Zif268 dans les aires
hippocampiques et préfrontales pourrait participer & la consolidation systémique d'une
mémoire ancienne. Néanmoins, Tse et coll. montrent que [lintégration de nouvelles
informations associatives dépendantes de I'hippocampe qui sont intégrées dans un schéma
cortical préexistant est immédiatement associée a une expression rapide de Zif268 dans le
cortex cingulaire (Tse et al., 2011). Plus récemment, il a ét¢ montré que la consolidation
mnésique induit des modifications épigénétiques au niveau du promoteur de Zif268 de facon
rapide et transitoire dans I'hippocampe et plus tardive et durable dans le cortex préfrontal
(Graff et al.,, 2012). Par ailleurs, le blocage de ces modifications altére la consolidation
mnésique alors que leur renforcement la favorise (Graff et al., 2012), suggérant que Zif268
joue un rbéle majeur dans les processus épigénétiqgues qui sous-tendent la consolidation

systémique.

Ces quelgues données montrent que le géne Zif268 est impliqué dans la consolidation d’'une
mémoire récente ou ancienne dans diverses aires du cerveau. Néanmoins, les mécanismes
qui sous-tendent la consolidation systémique sont a ce jour largement méconnus et le réle
fonctionnel de linduction de I'expression du gene Zif268 dans les aires préfrontales

lorsqu’elles deviennent importantes pour le rappel d’un souvenir ancien, restent a déterminer.

167



C. Reconsolidation mnésique

Pendant longtemps, 'idée dominante était qu’une fois consolidés, les souvenirs sont stockés
de fagon permanente dans les circuits neuronaux. Cependant, malgré quelques données
anciennes, c’est seulement au cours des dix derniéres années que ce dogme a été largement
contesté et que lidée que la mémoire est un processus dynamique en reconstruction
permanente a émergé. Alors que la consolidation systémique est considérée comme un
processus lent de remodelage des circuits cérébraux de la mémoire au cours du temps, il
existe de nombreuses évidences que lors du rappel, les souvenirs peuvent entrer de nouveau
dans un état d’instabilité transitoire aprés quoi ils peuvent étre renforcés, modifiés ou perdus
(Lee, 2009; Nader & Hardt, 2009; Besnard et al., 2012). Pendant le rappel, la réactivation
d’'une mémoire précédemment consolidée peut la déstabiliser et initier un nouveau processus
de consolidation appelé reconsolidation. Bien que de nombreuses études soutiennent I'idée
que les mécanismes qui sous-tendent la reconsolidation ne sont pas strictement les mémes
gue ceux impliqués dans la consolidation, la mise en évidence d’une induction de I'expression
de Zif268 apres le rappel dans plusieurs tadches d’apprentissage (Hall et al., 2001; Thomas et
al., 2002; voir pour revue Veyrac et al., 2014) et ce dans plusieurs régions du cerveau
(hippocampe, amygdale, noyau accumbens, cortex préfrontal) pose la question du role de ce
géne dans les processus qui suivent le rappel mnésique. Suite au rappel d'une mémoire de
peur au contexte, le promoteur de Zif268 subit des modifications épigénétiques
(phosphorylation et acétylation des histones H3), suggérant une régulation transcriptionnelle
de I'expression de ce géne (Lubin & Sweatt, 2007; Graff et al., 2012) et donc un réle potentiel
de ce dernier dans la reconsolidation mnésique. Dans le cas de la reconsolidation d’'une
mémoire de peur, le blocage de I'expression de Zif268 par des oligonucléotides antisens dans
I'hippocampe ou dans I'amygdale entraine un déficit de reconsolidation (Lee et al., 2004,
2005; Maddox et al., 2011). En outre, 'absence de Zif268 chez les souris mutantes entraine
un déficit de reconsolidation a long terme dans une tache de reconnaissance d’objets dans
ses versions spatiale et non-spatiale (Bozon et al., 2003a; voir pour revue Davis et al., 2010).
Cependant, l'induction de I'expression de Zif268 suite au rappel d’'une mémoire de peur ne
suit pas la méme cinétique que lors de sa consolidation. En effet, dans I'aire CA1 de
I'hippocampe, la fixation de Zif268 a sa séquence consensus ERE est plus rapide lors du
rappel d'une mémoire de peur que lors de son acquisition (Cheval et al., 2011). De méme,
linduction de I'expression de Zif268, bien que présente aprés la consolidation et la
reconsolidation d'une mémoire de peur liée au contexte, est plus faible dans le GD de
I’hippocampe lors de la reconsolidation (Beshard et al., 2013b). Ces mémes auteurs montrent
que les souris Zif268-/+, alors qu’elle ne présentent pas de déficit lors de la consolidation
mnésique d’'une mémoire de peur, montrent un déficit de reconsolidation (Besnard et al.,
2013a).
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L’ensemble de ces données suggérent que le niveau d’expression de Zif268 est finement
régulé lors des différentes phases de la formation d’'une mémoire et que I'induction de ce géne
est tout aussi critique au moment de la reconsolidation que lors de sa consolidation initiale
(Bozon et al., 2003a; Besnard et al., 2012).

En résumé, le géne Zif268 est exprimé lors de l'acquisition et du rappel de nombreuses
formes de mémoires et dans différentes structures cérébrales en fonction de l'implication de
ces structures dans les taches en jeu. C’est en particulier le cas dans I'hippocampe lorsque
les taches présentent une composante spatiale ou contextuelle. L’activation de Zif268 est
nécessaire a la consolidation uniqguement a long terme de ces différentes formes de mémoires
ainsi qu'a la reconsolidation post-rappel, alors que la surexpression de ce géne peut a
l'inverse renforcer certaines formes de mémoires. De plus, méme s'il n’existe pas une relation
simple entre la « quantité » de la protéine dans les neurones et le niveau des performances
comportementales, un seuil minimum d’activation du géne Zif268 est nécessaire a la
consolidation des souvenirs et ce seuil est différent en fonction de la complexité de la tache ou
du type de mémoire impliqué, avec une sensibilité particuliérement importante a I'absence de
Zif268 lorsque la demande spatiale de la tdche augmente. Enfin, nous avons vu que le
maintien de la plasticité synaptique est fortement altéré en 'absence de Zif268. Ceci suggére
que linduction rapide et transitoire de Zif268 joue un rdle essentiel dans les mécanismes
moléculaires qui sous-tendent le remodelage fonctionnel des réseaux neuronaux nécessaires

a la consolidation mnésique.

V. Zif268 et neurogenéese hippocampigue

Le role de Zif268 dans la neurogenése adulte n’est pas connu, mais son expression dans les
neurones néoformés de I'hippocampe a été utilisée comme un marqueur d’activation de ces
neurones dans diverses situations. Quelques études fournissent des précisions sur sa
cinétique d’expression en relation avec la maturation des neurones néoformés du GD de
'hippocampe. Dans des conditions basales, une faible proportion (2%) de neurones
néoformés agés de 4 a 6 semaines exprime Zif268. Néanmoins, cette proportion est plus
importante que la proportion des neurones matures préexistants exprimant Zif268, qui est
d’environ 0,5% (Figure 54 ; Tashiro et al., 2007; Clark et al., 2012; Snyder et al., 2012a).
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Figure 54 : Expression basale de Zif268 dans des nouveaux neurones du GD
Exemple de nouveaux neurones ageés de 30 — 40 jours. Bleu : NeuN ; Rouge : Zif268 ; Vert : BrdU. Extrait de
Clark et al. 2012.

L’expression de Zif268 dans les neurones néoformés peut cependant étre régulée par
différentes manipulations, comme [l'induction de crises épileptiques, I'induction d’'une PLT,
'exposition a un nouvel environnement ou a un environnement enrichi, I'exercice,
I'apprentissage spatial ou encore le rappel d'une mémoire (Figure 55; voir pour revue Marin-

Burgin & Schinder, 2012; Veyrac et al., 2014).

Figure 55 : Induction de I’expression de Zif268 dans des nouveaux neurones du GD

A. Expression de Zif268 dans des nouveaux neurones agés de 21 jours suite a l'induction de crises
épileptiques par le kainate. Gris : NeuN ; Rouge : Zif268 ; Vert: BrdU. Extrait de Snyder et al. 2009. B.
Expression de Zif268 dans des nouvelles cellules agées de 2 semaines suite a l'induction d’'une PLT par
stimulation du faisceau perforant. Rouge : BrdU ; Vert : Zif268. Extrait de Bruel-Jungermann et al. 2006.
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Expérimentalement, Zif268 est induit de facon massive dans les neurones néoformés de
I’hippocampe suite a des crises épileptiques consécutives a I'injection d’acide kainique ou du
Pentylentetrazol, a l'induction d’'une PLT ou encore par le stress (Figure 55; Jessherger &
Kempermann, 2003; Snyder et al., 2009a, 2009b; Jungenitz et al., 2013). Ces stimulations
induisent aussi une forte expression de Zif268 au sein de la population des neurones matures
préexistants du GD (50 a 100% de la population des neurones préexistants) (voir 1.B.2, page
152 ; Jessberger & Kempermann 2003; Jungenitz et al. 2013). Dans tous ces cas la
proportion de jeunes nouveaux neurones exprimant Zif268 est relativement faible au regard
de I'ensemble de la population neuronale, mais elle augmente au cours de leur maturation
jusqu’a atteindre un niveau d’activation comparable a celui des neurones préexistants
(Jessberger & Kempermann, 2003; Snyder et al., 2009a; Jungenitz et al., 2013). Jungenitz et
al. montrent que I'expression de Zif268 est présente principalement dans des cellules DCX
positives de stade 6, c’est-a-dire ayant déja atteint un certain stade de maturation, lorsque
qgu’elles présentent des prolongements dendritiques qui atteignent la couche moléculaire du
GD (Jungenitz et al., 2013). Néanmoins, Snyder et coll. montrent que I'expression de Zif268
peut étre aussi observée dans des nouveaux neurones dés I'age de 2 semaines aprés leur
naissance chez le rat et de 3 semaines chez la souris (Snyder et al., 2009a), c’est-a-dire dés
le début de leur période critique d’intégration fonctionnelle au sein des réseaux
hippocampiques. De méme, au laboratoire, il a été montré que I'induction d’'une PLT dans le
GD de l'hippocampe induit une augmentation de I'expression de Zif268 dans les cellules
néoformées dés I'age de 2 semaines, mais pas dans celles dgées de 1 semaine, encore trop
immatures (Figure 55 ; Bruel-Jungerman et al. 2006), suggérant que les nouveaux neurones

doivent avoir atteint un niveau de maturation suffisant pour qu’ils induisent Zif268.

Lors de manipulations comportementales, la proportion de nouveaux neurones exprimant
Zif268 est généralement faible. Par exemple, I'exposition a un nouvel environnement ou a un
environnement enrichi induit une expression de Zif268 dans les nouveaux neurones ageés de 6
semaines, mais cette induction n’est pas quantitativement différente de celle observée dans
les neurones préexistants de I'hippocampe (Tashiro et al., 2007). Par contre, I'exposition a un
nouvel environnement, I'exercice ou la nage induisent une activation préférentielle de Zif268
dans les neurones néoformés agés de 4 a 5 semaines (Clark et al., 2012). Ces données
semblent indiquer que lorsque les nouveaux neurones ont achevé leur maturation et qu’ils
sont intégrés aux réseaux neuronaux hippocampiques, Zif268 peut étre induit de la méme
fagon que dans les neurones préexistants, alors que lorsqu’ils sont plus jeunes, la proportion
de ces nouveaux neurones exprimant Zif268 est plus importante, quelle que soit la
manipulation comportementale considérée. Lors d'un apprentissage spatial en piscine de
Morris, une augmentation de I'expression de Zif268 est observée dans les cellules
néoformées dés I'dge de 3 semaines chez la souris et dés 2 semaines chez le rat (Snyder et

al., 2009a, 2009b). Alors que chez la souris, I'expression de Zif268 augmente
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progressivement au cours de la maturation des cellules néoformées dans cette tache, elle
présente un pic d’expression chez le rat lors de la troisieme semaine de maturation (Snyder et
al., 2009a). Ces données suggérent que I'expression de Zif268 pourrait étre induite de facon
préférentielle dans les nouveaux neurones dés le début de leur période critique d’intégration
au sein des réseaux neuronaux de I'hippocampe. Par ailleurs, une étude montre que le rappel
d’'une tache de mémoire spatiale en piscine de Morris induit une expression de Zif268 dans
les nouveaux neurones, principalement de I'hippocampe dorsal, 4gés de 20 jours au moment
du rappel (Chow et al., 2013). Enfin, Trouche et al. montrent que des neurones agés de
seulement 9 jours au moment d’'un apprentissage massé en piscine de Morris, expriment
fortement Zif268 lorsque les souris sont soumises au réapprentissage du méme emplacement
de la plate-forme 6 semaines aprés (Trouche et al. 2009). Ces données laissent penser que
linduction préférentielle de Zif268 dans des nouveaux neurones qui étaient trés jeunes au
moment de I'acquisition pourrait refléter leur participation dans un processus de renforcement

de la trace a long terme et/ou a la reconsolidation d’'une mémoire spatiale.

L’ensemble de ces données indique que I'expression de Zif268 est induite dans les nouveaux
neurones dans différentes situations expérimentales d‘activation neuronale et suite a diverses
modifications environnementales liées a I'exercice physique, I'encodage de la nouveauté, de
la complexité et de la consolidation d’informations nouvelles impliquant I'hippocampe.
Néanmoins, I'expression de Zif268 se fait préférentiellement dans les nouveaux neurones
uniquement durant leur période critique d’intégration au sein des réseaux neuronaux
préexistants (1 a 3 semaines aprés la naissance des neurones néoformés) (voir pour revue
Aasebg et al., 2011).

En conclusion, I'ensemble des recherches effectuées a ce jour sur le role fonctionnel du géne
Zif268 dans le domaine montre que celui-ci est un acteur essentiel de la plasticité synaptique
et des processus mnésiques. Le fait que Zif268 puisse par ailleurs étre préférentiellement
induit dans les nouveaux neurones engagés dans la consolidation d'une mémoire spatiale
amene a proposer que linduction de ce géne pourrait conditionner la participation des
nouveaux neurones de I'’hippocampe aux processus de plasticité synaptique qui sous-tendent

la formation de mémoires a long terme dépendantes de I'hippocampe.
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Objectifs

Zif268, neurogenese et méemoire

La plasticité neuronale de type PLT ainsi que la consolidation et la reconsolidation de
mémoires anciennes dépendantes de [I'hippocampe nécessitent I'expression du gene
immédiat précoce Zif268. Etant donné l'implication de la neurogenése adulte hippocampique
dans les processus mnésiques dépendants de I'hippocampe, nous nous sommes intéressés
au rble de ce géne dans le processus de neurogenése adulte. Dans le cadre de I'étude de la
neurogenese adulte, le géne immédiat précoce Zif268 est principalement utilisé comme
marqueur d’activation et d’intégration des nouveaux neurones lors de leur participation aux
processus mnésiques dépendants de I'hippocampe. Néanmoins, le réle de ce géne dans la
neurogenese adulte hippocampique n’a jamais été étudié. La deuxiéme partie du travail de
recherche présenté dans ce manuscrit a consisté a analyser pour la premiére fois le réle du
géne immédiat précoce Zif268 dans les différentes étapes de la neurogenése adulte
hippocampique, depuis la prolifération des cellules progénitrices jusqu'a Iintégration
fonctionnelle des nouveaux neurones au sein des réseaux neuronaux de I'hippocampe. Il s’est

articulé autour de plusieurs objectifs :

1/ Etudier le réle du géne immédiat précoce Zif268 dans la prolifération et la survie des

nouvelles cellules du GD de I'hippocampe.

2/ Etudier le r6le de ce géne dans la maturation fonctionnelle des nouveaux neurones du GD

de I'hippocampe.

3/ Etudier le role potentiel de ce géne dans les mécanismes moléculaires de recrutement des
nouveaux neurones lors de la formation d’'une mémoire spatiale en piscine de Morris et de son

rappel a long terme.
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Résultats

Le rbdle du gene Zif268 dans la
neurogenese adulte hippocampique

Comme mentionné dans l'introduction, I'induction de I'expression de Zif268 dans le cadre des
études sur la neurogenése adulte est toujours utilisée comme un marqueur d’activation et
d’intégration des neurones néoformés suite a des manipulations comportementales. Or, le rble
fonctionnel du géne Zif268 et de son expression dans les processus de neurogenese adulte
hippocampique n’a jamais été étudié. Dans cette étude, nous avons donc exploré le réle de ce
géne dans les différentes étapes de la neurogenése adulte hippocampique, depuis la
prolifération des cellules progénitrices jusqu’a a lintégration fonctionnelle des nouveaux
neurones au sein des réseaux neuronaux de l'hippocampe. Par ailleurs, comme le géne
Zif268 joue un réle critique dans les processus mnésiques liés aux fonctions de I'’hippocampe,
nous avons recherché si ce gene participait aux mécanismes moléculaires qui sous-tendent
limplication des nouveaux neurones hippocampiques dans la formation d’'une mémoire

spatiale et son rappel a long terme.

. Le gene Zif268 contrble la sélection des nouveaux neurones

durant une période critique de leur maturation

La premiere série d’expériences visait a évaluer I'impact de I'absence du géne Zif268 sur les
différentes étapes de la neurogenése adulte hippocampique. Pour cela, nous avons utilisé les
souris mutantes homozygotes Zif268-/- (KO), chez lesquelles I'expression de Zif268 est
absente, et les souris hétérozygote Zif268+/- (HET), chez lesquelles I'expression de Zif268 est
de moitié inférieure a celle des animaux sauvages (WT). Dans un premier temps, nous avons
étudié la prolifération des cellules progénitrices chez les souris WT et KO 4 heures aprés une
seule injection de BrdU (50 mg/kg). La quantification stéréologique des noyaux ayant
incorporé la BrdU indique que I'absence du géne Zif268 ne perturbe pas la prolifération des
cellules progénitrices dans le GD (Figure S1A). Nous avons ensuite étudié I'implication de ce
géne dans la survie des nouvelles cellules générées 7, 14, 21, 28, 34 et 43 jours aprés
injections de BrdU (5 injections de 50 mg/kg espacées de 2 heures pour les temps 7, 14, 21 et
28 jours ou 3 injections de 100 mg/kg espacées de 4 heures pour les temps 34 et 43 jours).

Dans des conditions basales, la proportion de nouveaux neurones exprimant Zif268 chez les
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souris WT devient plus importante que celle observée dans les neurones préexistants du GD
une fois que ces derniers sont agés de 21 jours (Figure 1A). La quantification stéréologique
des noyaux ayant incorporé la BrdU montre que l'absence du géne Zif268 diminue
significativement la survie des neurones agés de 21 jours (Figure 1C). Malgré un léger effet
homéostatique transitoire a 28 jours, la survie des nouveaux neurones restants est ensuite
identique chez les souris KO et WT. L'implication du géne Zif268 dans la survie des nouvelles
cellules agées de 21 jours est renforcée par le fait que cet effet est également observé chez
les souris HET (Figure 1C), suggérant que 50% d’expression n’est pas suffisante pour
empécher la mort accélérée des nouveaux neurones pendant cette période critique de
maturation. Ces données montrent que I'absence du géne Zif268 influence la survie des
nouveaux neurones durant la période critique durant laquelle ils sont sélectionnés pour mourir

ou survivre afin de s’intégrer a long terme au sein des réseaux neuronaux de I'’hippocampe.

II.Le géne Zif268 contrble la maturation fonctionnelle et

morphologigue des nouveaux neurones

L’accélération de la mort des nouveaux neurones en I'absence de Zif268 durant la période au
cours de laquelle ils présentent le plus de modifications de leur morphologie et de leurs
propriétés synaptiques, nous a amené a évaluer I'impact de I'absence de ce géne sur la
maturation fonctionnelle et morphologique des nouveaux neurones agés de 21 jours. Nos
résultats montrent que la différentiation et la maturation neuronale estimées par les marqueurs
GFAP, DCX et NeuN ne sont pas affectées. Par contre, 'absence de Zif268 est associée a
une plus faible expression des récepteurs GluR1 (GluAl) par les nouveaux neurones agés de
21 jours, suggérant un déficit de la transmission glutamatergique (Figure 4A). De plus, ils
présentent un retard de maturation de la transmission GABAergique puisqu’ils expriment plus
le co-transporteur dépolarisant NKCC1, exprimé lorsque les neurones sont immatures, et
moins le co-transporteur hyperpolarisant KCC2b, exprimé lorsque les neurones sont matures
(Figure 4B et C). Ces résultats indiquent que le gene Zif268 est nécessaire a la mise en place
effective des fonctions glutamatergiques et GABAergiques pendant la période critique de

maturation des nouveaux neurones.

Nous avons ensuite étudié limpact de I'absence du géne Zif268 sur la maturation
morphologique de nouveaux neurones agés de 21 et 43 jours. Pour cela, un vecteur rétroviral
exprimant la GFP a été injecté dans le GD afin de pouvoir étudier I'arborisation dendritique
des nouveaux neurones 21 et 43 jours apres injection. L’absence du géne Zif268 ne perturbe
pas la croissance axonale des nouveaux neurones en direction de l'aire CA3 (Figure S4A).
L’analyse de I'arborisation dendritique a ces deux temps montre par contre que I'absence de

ce gene perturbe fortement leur morphologie dendritique (Figure 5B). En effet, 21 jours apres
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injection, I'absence du géne Zif268 est associée a une augmentation du nombre de points de
branchement (Figure 5C) sans pour autant perturber la longueur totale des arborisations
dendritiques (Figure 5D) qui, par contre, est affectée a plus long terme, 43 jours aprées
injection (Figure 5G). L’analyse de la densité des épines dendritiques montre que 'absence
du géne Zif268 induit une diminution de moitié du nombre d’épines des nouveaux neurones
ages de 21 jours (Figure 5l et 5K). La densité des épines augmente jusqu’a 43 jours mais elle
reste toutefois inférieure chez les souris KO (Figure 5J et 5K). L’ensemble de ces données
suggére que le géne Zif268 joue un rble important dans la maturation fonctionnelle des
nouveaux neurones durant leur période critique d’intégration au sein des réseaux neuronaux

du GD de I'hippocampe.

l1l. Le qgeéne Zif268 contrdole le recrutement des nouveaux

neurones dans les réseaux impliqués dans les processus

mnésigues

Limplication du gene Zif268 dans la survie et la maturation fonctionnelle durant la période
critique au cours de laquelle les nouveaux neurones participent aux processus mnésiques
nous a amené a évaluer I'impact de I'absence de ce géne sur le recrutement des nouveaux
neurones lors d’'une tache de mémoire spatiale dépendante de I'hippocampe. Pour cela, les
souris WT et KO ont été soumises a une tdche de mémoire spatiale en piscine de Morris
selon un protocole massé sur une journée. Nous avons choisi un protocole massé car les
souris KO présentent un déficit de mémoire dans cette tadche a long terme alors qu’un
apprentissage selon un protocole distribué sur plusieurs jours n’induit pas de déficits
mnésiques chez ces souris (Jones et al., 2001). Nous avons ainsi évalué I'influence d’'un
apprentissage spatial massé sur le recrutement des nouveaux neurones agés de 18 jours en
présence ou en absence du géne Zif268 (Figure 2A), c’est-a-dire durant la période critique de
leur maturation au cours de laguelle nous avons observé que le géne Zif268 est nécessaire.
Le recrutement a long terme des nouveaux neurones est évalué 25 jours apres
I'apprentissage lors du rappel mnésique. Nos résultats confirment que I'absence de Zif268
n’affecte que marginalement l'acquisition mais induit un déficit sévére de mémoire a long
terme. De plus, ils montrent que I'absence du géne Zif268 bloque I'amélioration de la survie a
long terme des nouveaux neurones agés de 18 jours au moment de I'apprentissage (Figure
1E et F). Enfin, alors que les nouveaux neurones chez les souris WT sont préférentiellement
activés (expression de Zif268 et de c-Fos dans les neurones BrdU+/NeuN+) par rapport aux
neurones préexistants (NeuN+) lors du rappel 25 jours aprés I'apprentissage, I'absence du
géne Zif268 empéche le recrutement a long terme des nouveaux neurones chez les souris KO

(Figure 3). Par contre, lorsque les nouveaux neurones sont agés de seulement 9 jours au
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moment de I'apprentissage, celui-ci n’induit pas d’augmentation de la survie a long terme ni de
recrutement préférentiel de ces nouveaux neurones chez les souris WT comme KO (Figure
S2 et S3). L’ensemble de ces résultats indique que le géne Zif268 est nécessaire au
recrutement des nouveaux neurones par |'apprentissage durant leur période critique
d’intégration aux réseaux neuronaux de I'hippocampe et a leur réactivation lors du rappel a

long terme de cette mémoire.

En conclusion, nous proposons un modéle du role du géne Zif268 dans la neurogenése adulte
(Figure S7). Dans des conditions basales (partie gauche Figure S7), le géne Zif268 favorise la
sélection ainsi que différentes étapes de la maturation fonctionnelle et morphologique des
nouveaux neurones durant leur période critique d’intégration au sein des réseaux neuronaux
du GD. Lors d’un apprentissage (partie droite Figure S7), 'expression de Zif268 est induite au
sein des réseaux neuronaux et permet le recrutement a long terme des nouveaux neurones
activés afin de participer a la formation d’'une mémoire a long terme. L’absence de ce géne
empéche le recrutement des nouveaux neurones par I'apprentissage, et ceci est associé a

des déficits mnésiques a long terme.

V. Article 2 : Zif268/Eqrl controls the selection, maturation and

functional integration of adult hippocampal newborn neurons by

learning
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New neurons are continuously added to the dentate gyrus of
the adult mammalian brain. During the critical period of a few
weeks after birth when newborn neurons progressively mature,
a restricted fraction is competitively selected to survive in an ex-
perience-dependent manner, a condition for their contribution to
memory processes. The mechanisms that control critical stages of
experience-dependent functional incorporation of adult newborn
neurons remain largely unknown. Here, we identify a unique tran-
scriptional regulator of the functional integration of newborn neu-
rons, the inducible immediate early gene zif268/egr1. We show
that newborn neurons in zif268-KO mice undergo accelerated
death during the critical period of 2-3 wk around their birth and
exhibit deficient neurochemical and morphological maturation, in-
cluding reduced GluR1 expression, increased NKCC1/KCC2b chloride
cotransporter ratio, altered dendritic development, and marked
spine growth defect. Investigating responsiveness of newborn neu-
rons to activity-dependent expression of zif268 in learning, we dem-
onstrate that in the absence of zif268, training in a spatial learning
task during this critical period fails to recruit newborn neurons and
promote their survival, leading to impaired long-term memory. This
study reveals a previously unknown mechanism for the control of
the selection, functional maturation, and experience-dependent re-
cruitment of dentate gyrus newborn neurons that depends on the
inducible immediate early gene zif268, processes that are critical for
their contribution to hippocampal-dependent long-term memory.

memory consolidation | neurogenesis | plasticity | hippocampus |
transcription factor

N ew neurons are continuously generated in adult life in discrete
regions of the mammalian brain, including in the dentate gyrus
(DG) of the hippocampus (1). After birth, the majority of newborn
dentate granule cells (DGCs) follow a 2-mo race of development to
become fully mature and integrate into existing circuits (2-4),
a condition for their contribution to hippocampal functions, in par-
ticular to hippocampal-dependent learning and memory and spatial
pattern discrimination (5). The cells’ involvement as part of neuronal
networks supporting learning and memory is believed to be time-
locked to a critical stage of maturation (6). From the second week
after birth, axons of newborn DGCs elongate (3) and contact hilar
and CA3 pyramidal cells (7), then dendrites extend in the molecular
layer and spines start to appear (2, 3). Newborn DGCs are initially
tonically activated by ambient depolarizing GABA and then hyper-
polarized after the gradual conversion of CI™ cotransporter expres-
sion (8), along with expression of glutamate receptors and their
progressive responsiveness to glutamatergic inputs (8, 9). At this
stage, they are hyperexcitable, display properties of enhanced syn-
aptic plasticity, and are prone to integrate the existing hippocampal
neurocircuitry (10-12). As their functional maturation progresses,
however, newborn DGCs compete to survive, leaving the majority
eliminated by cell death (13). Several behavioral manipulations, in
particular hippocampal-dependent learning (14), can regulate their
rate of survival. To date, the mechanisms that govern maturation,

7062-7067 | PNAS | April 23,2013 | vol. 110 | no. 17

selection, and experience-dependent integration of newborn DGCs
remains largely unknown.

Immediate early genes (IEGs) encoding inducible transcription
factors are interesting candidates because they are transiently and
preferentially induced in newborn DGCs during their critical pe-
riod of maturation in response to synaptic activity and behavioral
experience (4, 15-22). Zif268 (egrl, early growth response 1) is one
such IEG that plays a critical role in hippocampal functions and
memory processes. The gene is rapidly induced in the hippo-
campus by learning and recall of several forms of hippocampal-
dependent memories (23) and its inactivation severely compromises
the formation of several types of memories (24-27), in particular
when a high demand on hippocampal function is required (28).
Importantly, several studies have shown that Zif268 is induced in
young newborn DGCs upon the occurrence of synaptic plasticity
(16) and during learning or recall of novel information (4, 15, 17,
21, 22), and can thus direct expression of selective gene programs
in activated newborn neurons. These data raise the issue as to
whether hippocampal-dependent memory deficits in zif268-KO
mice may in part be because of altered neurogenesis. Therefore, we
used the birthdating marker BrdU to follow the fate of newly
generated cells in zif268-KO mice and asked whether the absence
of zif268 has specific consequences for the neurogenic process and
the recruitment of newborn DGCs in relation to learning and
memory. We demonstrate that zif268 actively controls the survival
of newborn DGCs during their critical period of maturation in the
first 2-3 wk of their birth. We then demonstrate that in the absence
of zif268 the occurrence of spatial learning during this critical pe-
riod fails to recruit newborn DGCs and to promote their survival,
and leads to impaired long-term memory, suggesting that zif268 is
required for their functional incorporation into hippocampal
memory networks. Mechanistically, we found that the absence of
zif268 critically affects neurochemical and morphological matu-
ration of newborn DGCs, a cellular phenotype likely related to
their inability to be recruited during learning and participate in
establishing long-term memory.
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Results

Zif268 Controls the Selection of Newborn DGCs During a Critical
Period of Maturation. We examined the level of neurogenesis in
the DG of adult WT and zif268-KO mice 2 h, 7, 14, 21, 28, 34, and
43 d postinjections (dpi) of BrdU and assessed the proportion of
new DGCs at each age that express Zif268 in home-cage WT mice
(Fig. 1A4). In this basal condition, a small proportion of young WT
newborn DGCs expressed Zif268, which increased significantly
over time (Fs3; = 10.97, P < 0.001). Consistent with previous
reports (4, 6), the proportion of Zif268*/BrdU™ cells before 21 dpi
was lower than in mature preexisting neurons (Zif268" in NeuN*
mature neurons: 1.9 + 0.2%), but became significantly higher in
43-d-old newborn DGCs (Zif268" in BrdU™ cells: 1.1 +0.3%; 0.8 +
0.3%;3.0 £ 0.9%; 6.9 + 2.1%; 2.5 + 0.6%; 25 + 2.8%, at 7, 14, 21,
28, 34, and 43 dpi P = 0.007, respectively).

Following progenitor cells proliferation, which was not af-
fected in zif268-KO mice (Fig. S1A4), a high rate of newborn cells
was eliminated both in WT and zif268-KO mice within the first
few weeks of their birth (F; 3 = 23, P < 0.001) (Fig. 1 B and C).
Whereas WT mice showed a progressive loss of BrdU™ cells be-
tween 14 and 43 d (14 vs. 21 dpi, P =0.05; 21 vs. 28 dpi, P = 0.0002;
34 vs. 43 dpi, P = 0.037) with a peak between 14 and 28 d, as
previously reported in mice as opposed to the more progressive
elimination in rats (4), the selection was drastically accelerated in
zif268-KO mice, with a salient loss between 14 and 21 d (14 vs. 21
dpi, P = 0.009; 21 vs. 28 dpi, P = 0.39; 34 vs. 43 dpi, P = 0.065;
genotype effect at 21 dpi, P = 0.011). Remarkably, however,
despite a transient homeostatic effect in zif268-KO mice ob-
served at 28 dpi (P = 0.013), likely because of the preceding ac-
celerated apoptosis, the number of cells that did survive at longer
delays was in the end similar for the two genotypes (Fig. 1C) (43
dpi P =0.66). The alteration of neurogenesis in zif268-KO mice is
unlikely to be a result of developmental anatomic modifications
of the hippocampus, because neuronal architecture and basic DG
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synaptic functions (25)—as well as DG volume—were not af-
fected (Fig. S1B). The implication of zif268 in adult neurogenesis
during a critical window around 21 d was further reinforced by the
finding of a similar accelerated loss in the DG of zif268 hetero-
zygous mice (Fig. 1C) (WT vs. heterozygous at 21 dpi P = 0.001),
indicating there is no gene-dosage effect, and by a similar reduction
of olfactory bulb neurogenesis, the other neurogenic brain area, in
zif268-KO mice (Fig. S1 C and D). Double labeling with the glial
marker GFAP and the early and late neuronal markers, double-
cortin (DCX) and NeuN, revealed no difference between genotypes,
indicating normal differentiation rate and neuronal maturation
over time among the surviving neurons (4) (Fig. 1 D-F) (GFAP:
genotype P = 0.40; DCX: F; 3 = 0.63, time P < 0.0001, genotype
P =0.94; NeuN: F; 3 =0.87, time P < 0.0001, genotype P = 0.64).

Overall, these results indicate that zif268 has a key role in the
survival of adult newborn DGCs during the critical time window
within which they are selected to die or survive for long-term
functional integration. In the absence of zif268, however, the ac-
celerated death does not affect the whole population of newborn
neurons as the number of surviving DGCs several weeks later
appears equivalent to that of WT mice.

Zif268 Is Required for Long-Term Recruitment of Newborn DGCs into
Spatial Memory Networks. The accelerated death of newborn
DGCs during a critical period of maturation in the absence of
zif268 does not indicate whether zif268 also controls activity-
dependent functional integration of the remaining pool of new-
born DGCs when Zif268 is robustly and transiently expressed in
these cells upon learning or recall. To address this issue, we
examined whether the absence of Zif268 alters the recruitment
of newborn DGCs by spatial learning and their subsequent long-
term survival and functional incorporation. We used the spatial
Morris water-maze task with a massed protocol that results in
long-lasting spatial memory and increased incorporation of new
neurons in the adult DG (22). Guided by evidence indicating

Fig. 1. The selection of newborn DGCs during
a critical period of maturation is impaired in zif268-
KO mice. (A) Confocal micrographs of 14-d-old and
43-d-old newborn cells (BrdU) expressing Zif268 in
WT mice. (B) Photomicrographs showing BrdU stain-
ing in the DG of WT and zif268-KO mice at 14 and
21 dpi. (C) Total number of BrdU™ cells at different
dpi. Zif268-KO and zif268-HET mice showed signifi-
cantly less BrdU* cells than WT mice at 21 dpi. *P <
0.05, ***P < 0.005. (D) The proportion of BrdU*/GFAP*
cells at 21 dpi was similar between genotypes. (€ and
F) The proportion of BrdU* cells expressing the
immature neuronal marker DCX (E) or the mature
neuronal marker NeuN (F) over time was identical in
2if268-KO and WT mice. (Scale bars: 10 pm in A and
D-F; 50 pm in B.) Number of mice: 7 dpi 7 WT, 8 KO;
14 dpi 8 WT, 8 KO; 21 dpi 6 WT, 7 KO; 28 dpi 7 WT,
7 KO; 34 and 43 dpi 6 WT, 6 KO; (HET): 21 dpin =5.
Data are means + SEM in this and subsequent fig-
ures. *P < 0.05, ***P < 0.005.

PNAS | April 23,2013 | vol. 110 | no.17 | 7063

NEUROSCIENCE



EINAS |

that new neurons within 1-3 wk after birth have a unique role in
hippocampal-dependent memory formation (6), and by the dif-
ferential requirement for zif268 observed above in populations of
newborn DGCs of different ages (Fig. 1C), we submitted WT and
zif268-KO mice to spatial learning 9 or 18 d after BrdU injections
and analyzed memory performance and survival rate 25 d after
acquisition (Fig. 24).

As expected (25), both WT and zif268-KO mice from the two
groups learned to locate the hidden platform (Fig. 2B) (F s =
1.22, time P < 0.0001; genotype P = 0.28; interaction P = 0.061).
In the 18-d group, performance during probe tests in the absence
of the platform 25 d after training showed that WT mice formed
a long-term spatial memory, whereas zif268-KO mice showed no
evidence of long-term memory [(Fig. 2C) target quadrant: WT
P =0.0024, KO P = 0.66; genotype P = 0.035 (Fig. 2D) crossings:
genotype P = 0.007] as previously reported (25). Counting BrdU*
cells after retention, we found that survival of new cells aged 18 d
at the time of learning was largely increased (by ~twofold) in WT
mice compared with WT home cage controls (Fig. 2 £ and F)
(F114 = 4.78, P = 0.046). In contrast, training did not promote
survival of newborn cells of the same age in zif268-KO mice (Fig.
2F and F) (Fy 12 = 1.35, P = 0.27). In the 9-d group, performance
at test replicated the above results showing long-term spatial
memory impairment in zif268-KO mice (Fig. S24). Although
survival of 9-d-old neurons can be enhanced after more pro-
longed training regimes, such as in distributed spatial learning
(29), neither in WT nor in zif268-KO mice did massed training
have any enhancing effect on survival of 9-d-old cells (Fig. S2 B
and C). These results indicate that zif268 plays an essential role
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Fig. 2. Zif268 is required for spatial learning-induced survival of 18-d-old
adult-born DGCs. (A) Mice received three injections of BrdU on day 1, were
submitted to spatial learning in the water maze on day 9 (D9) or 18 (D18)
and to retention test 25-d later. (B) During training, latency to find the
hidden platform declined equally in WT (n = 16) and zif268-KO mice (n = 14).
(C) Twenty-five days after acquisition, WT mice spent significantly more time
searching in the target quadrant compared with other quadrants, unlike
zif268-KO mice that did not. (D) Significantly higher number of crossings
over the target location in WT than in zif268-KO mice. (E) Photomicrographs
showing BrdU staining in WT and zif268-KO mice at 43 dpi in control (CTL)
and 25 d after spatial learning (LEARN). (Scale bar, 100 ym.) (F) Training
promoted long-term survival of BrdU* newborn cells aged 18 d at the time

of acquisition in WT mice, but not in zif268-KO. CTL: WT n = 6, KO n = 6;
LEARN: WT n= 10; KO n = 8. **P < 0,05, **P < 0.01, ***P < 0.005.
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for spatial training-induced survival of 18-d-old, but not 9-d-old
newborn neurons.

We next asked whether zif268 is required for the functional re-
cruitment of newborn neurons by mapping the expression of
Zif268 and c-Fos in BrdU*/NeuN" DGCs, 90 min after memory
recall (19, 22). In WT mice, a much higher number of 18-d-old
BrdU*/NeuN* DGCs expressed Zif268 and c-Fos upon retrieval
compared with WT controls (Fig. 3A-C) (Zif268: P = 0.011, c-Fos:
P = 0.034). Interestingly, the percentage of newborn DGCs
expressing Zif268 or c-Fos postrecall was for both genes much
higher than the percentage of preexisting DGCs expressing Zif268
or c-Fos [(Fig. 3D) Zif268: P < 0.001; (Fig. 3E) c-Fos: P = 0.002],
suggesting preferential activation of newborn neurons during re-
call, as reported in other tasks (19, 22). In contrast, the proportion
of activated, BrdU*/NeuN*/c-Fos* cells in zif268-KO mice was low
and not significantly different from that observed in home-cage
zif268-KO controls and there was no evidence of preferential ac-
tivation of newborn DGCs [(Fig. 3C) P = 0.13; (Fig. 3E) P =0.053],
indicating that the long-term memory deficit in these mice is as-
sociated with the absence of long-lasting newborn DGCs re-
cruitment. Younger newborn neurons, aged 9 d at the time of
learning—besides not being more incorporated during acquisition
(Fig. S2 B and C)—were neither more recruited (Fig. S3.4-C) nor
preferentially activated (Fig. S3 D and E)) upon recall in either WT
mice, as previously described (22), or zif268-KO mice. In all, these
findings indicate that zif268 controls the long-lasting recruitment of
newborn DGCs during the critical period when they are prone
to being incorporated for spatial memory formation and long-
term consolidation.

Zif268 Controls the Functional and Morphological Maturation of
Newborn DGCs. To understand how lack of zif268 has such pro-
found consequences on survival and recruitment of newborn
DGCs, we evaluated their functional maturation at this delay (21
dpi) and thereafter (43 dpi). Around 3 wk of age, new DGCs
undergo extensive morphological and synaptic changes that are
essential for their recruitment and survival (6). We hypothesized
that in the absence of zif268, the functional maturation of dif-
ferentiated newborn DGCs at the time of learning may be in-
complete, resulting in their recruitment failure during learning
and, hence, deficient survival. To test this hypothesis, we first
analyzed GluR1 expression in 21-dpi DGCs, when they start to
receive glutamatergic inputs (7, 9), and at the later age of 43 dpi.
We found that the proportion of 21-d-old newborn DGCs
expressing GluR1 was reduced in zif268-KO mice (Fig. 44) (P =
0.036), indicating immature glutamatergic function, although at-
taining WT level of expression at 43 dpi (P = 0.60). Then, we
evaluated the expression pattern of the CI™ ionic cotransporters
NKCC1 and KCC2 implicated in the conversion from GABA-
induced depolarization to hyperpolarization, a mechanism crucial
for synaptic integration of 3-wk-old DGCs (8). We found an imbal-
ance in the expression of the two CI™ cotransporters in 21-dpi DGCs
of zif268-KO mice, with a larger expression of NKCCI associated
with reduced expression of KCC2 (Fig. 4 B and C) (NKCC1: P =
0.027; KCC2: P = 0.025), again attaining WT expression levels at
43 dpi (P = 0.93 and P = 0.54, respectively). Thus, the absence
of Zif268 results in a delayed maturation of GABAergic and
glutamatergic functions of newborn DGCs.

Next, using a retroviral vector strategy to express GFP specifi-
cally in proliferating cells and their progeny, we assessed mor-
phological maturation of newborn DGCs in WT and zif268-KO
mice at 21 and 43 dpi because dendritic development and spine
growth are maximal during this time interval (3, 7). At 21 and 43
dpi, GFP-labeled DGCs were located in the innermost part of the
granule cell layer and dendritic processes arborized extensively in
the molecular layer (Fig. 54). There was no apparent alteration in
zif268-KO mice in axonal projections of new DGCs in area CA3 at
these delays (Fig. S44), indicating normal efferent connectivity.

Veyrac et al.
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Fig. 3. Zif268 is required for the recruitment of 18-d-old neurons by spatial
learning. (A) Confocal micrographs of 43-d-old BrdU*/NeuN* neurons
expressing Zif268 or c-Fos in a WT mouse. (Scale bars, 30 pm.) (B) Upon
spatial memory recall, the number of BrdU*/NeuN* DGCs expressing Zif268
was substantially increased in WT mice. (C) The number of BrdU*/NeuN*
DGCs expressing c-Fos upon recall was also increased in WT mice, but not in
2if268-KO mice. (D) Upon recall, a higher proportion of newborn DGCs in WT
mice expressed Zif268, compared with preexisting neurons. (€) Similarly, the
proportion of c-Fos-expressing neurons was higher for newborn than for
preexisting DGCs in WT mice, in contrast to zif268-KO mice for which the
number of c¢-Fos* newborn DGCs was only slightly, but not significantly
higher than that of preexisting DGCs. CTL: WT n = 6; KO n = 6; LEARN: WT
n=29; KOn=8.*P<0.05 ***P < 0.005.

There were, however, clear differences in neuronal morphology
between WT and zif268-KO mice (Fig. 5B). The majority of 21-dpi
DGCs from zif268-KO mice exhibited increased branching points
(Fig. 5C) (P = 0.046); (Fig. 5E), (P = 0.007), without modification
of dendritic length (Fig. 5D) (P = 0.84) (Fig. S4 B-D). The in-
creased number of nodes appeared for a large part because of the
first intersection after the primary dendrite, which in zif268-KO
mice was closer to the soma (Fig. S4E). Dendritic growth continued
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for 3 wk in WT mice but not in zif268-KO mice, which ended up by
having 43-dpi DGCs with shorter dendritic arborization [(Fig. 5 D
vs. G) 21 vs. 43 dpi, WT: P = 0.025; KO: P = 0.86; (Fig. 5 F-H)
genotype: (Fig. 5F) P = 0.21; (Fig. 5G) P = 0.008; (Fig. 5SH) P =
0.003) (Fig. S4 F-I). Defective dendritic development in zif268-KO
mice was not the consequence of impaired formation of primary
cilia occurring around 21 d after birth of newborn DGCs and which
controls dendrites formation (30) (Fig. S5).

To explore terminal stages of maturation and assess whether
newborn DGCs reach a fully mature state in mutant mice, we
compared spine density and expansion during the exponential
phase of spine growth (3, 7). Spine quantification on apical den-
drites of 21-dpi newborn DGCs revealed a deficit in spine density
inzif268-KO mice compared with WT mice (Fig. 5 I-K). There was
anincrease in spine density between 21 and 43 d in both groups, but
even at 43 dpi spine density in zif268-KO mice remained signifi-
cantly lower than in WT mice (Fig. 5 I-K) (Fy 6 = 10.51, time P <
0.001, genotype P < 0.001, interaction P = 0.0018). This alteration
in spine density was observed across the whole population of 21-
and 43-dpi DGCs examined (Fig. S6 4 and B), indicating a robust
effect, not because of a particular sensitivity of a subpopulation of
newborn DGCs to zif268 deficiency.

Discussion

The number of surviving newborn neurons in the adult brain is
thought to depend largely on their maturation and functional in-
tegration into the preexisting networks, an experience-dependent
process that contributes to learning and memory (5). The mecha-
nisms that govern critical stages of experience-dependent func-
tional incorporation of adult newborn DGCs remain largely un-
known. The present study is unique in showing that one IEG
encoding an inducible transcription factor, zif268, controls major
processes in the time-frame of maturation of adult newborn DGCs
during the critical period within which they are selected to survive
for long-term functional integration into preexisting hippocampal
networks (6). The zif268-dependent selection process takes place
between 2 and 3 wk of their birth, when they start to receive synaptic
glutamatergic input (7, 9), undergo conversion of GABA-mediated
depolarization to hyperpolarization (8), and maximally develop
dendritic arbors and spines (3, 7); selective maturation processes
that are all impaired in the absence of zif268. This stalled and in-
complete maturation of surviving newborn DGCs within this critical
period is likely to be a salient functional cause of their unsuccessful
recruitment and functional incorporation into memory networks, as
evidenced by the failure of training in a spatial learning task to pro-
mote their survival and lack of activation upon memory recall. Al-
though we cannot formally rule out a developmental effect of zif268
mutation, present data showing normal DG volume, neurogenic
niche, plasticity marker expression, and previous results indicating
normal neural functions, such as basic place cell properties, synaptic
transmission and cell-signaling up to the zif268 promoter, neuronal
excitability, presynaptic functions, recurrent inhibition, short-term
plasticity, as well as normal learning and short-term memory in
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Fig. 4. Zif268 regulates the functional maturation of newborn DGCs. (A) Expression of GIuR1 was impaired in 21-d-old newborn BrdU* DGCs in zif268-KO
mice. (Scale bar, 8 ym.) (B and C) Expression of NKCC1 is higher in 21-d-old newborn BrdU* DGCs in zif268-KO mice (B), whereas expression of KCC2b is

impaired (C). (Scale bars, 10 pm.) WT n = 6; KO n = 7. *P < 0.05.
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various tasks despite impaired long-term memory, argue against
developmental defects in these mice (24, 25, 31).

Several extrinsic and intrinsic mechanisms have been iden-
tified as important regulators of the survival, maturation, and
functional integration of adult-born DGCs (32, 33). These
mechanisms include NMDA receptors implicated in glutamate-
dependent survival and synaptic plasticity of newborn DGCs,
GABA-induced depolarization required for dendritic develo-
pment and synapse formation, the neurotrophic factors BDNF/
TrkB, FGF-2, and NT3 [the absence of which decreases neu-
rogenesis, impairs long-term potentiation (LTP), increases anx-
iety-like behavior, and impairs spatial memory], as well as the
transcription regulators CREB, CdkS5, discl, Kif-9, and the epi-
genetic factors Gadd45, miR132, miR124, and repressor element
1 (RE-1) protein-silencing transcription factor (REST)/neuron-
restrictive silencing factor (NRSF) that differentially modulate
survival, dendritic growth, synaptic plasticity and integration
of newborn neurons in the adult hippocampus. Interestingly, the
majority of these factors could be downstream transcriptional
targets of zif268. BDNF/NT3/FGF have been identified as direct
(34) and indirect targets of Zif268 via a Gadd45-dependent
DNA demethylation pathway (35). The role of Cdk5-p35 com-
plex in neurogenesis requires ERK activation and induction of
zif268 (36). The qualitative change in GABA-mediated responses
from depolarizing to hyperpolarizing in adult-born DGCs is re-
lated to increased KCC2b expression, which can be directly
controlled by stimulating EGR consensus DNA binding sites on
KCC2b promoter (37). Finally, the negative regulator REST/
NRSF that controls the rate of adult neurogenesis by partly or-
chestrating the expression of miR124 and miR132 (38), might
regulate transcriptional responses induced by Zif268 expression
(39). These findings provide potential molecular routes by which
Zit268 could control various stages of the neurogenic process in a
cell-autonomous manner, a hypothesis consistent with the reported
normal cortico-hippocampal architecture, synaptic transmission,
and neuronal excitability in zif268-KO mice (25), as well as with the
parallel reported here between the normal early and impaired late
stages of DGCs maturation in relation to Zif268 expression in
adult-born DGCs. However, at this point we cannot discard
a noncell-autonomous function of Zif268. Cell type-specific
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manipulation of zif268 using genetic approaches will be one step
further for dissociating cell-autonomous and noncell-autonomous
contribution of zif268.

Interestingly, zif268 in the DG is expressed in an exclusively ac-
tivity-dependent manner. As such, it is to our knowledge unique in
being a gene with this property of having a strong and specific role
in survival and maturation of adult-born DGCs during the critical
period within which they establish appropriate connectivity and
have unique functional properties relevant to hippocampal in-
formation processing (6, 40, 41). At any given time at the basal
level, very few Zif268* DGCs can be found, reflecting the activity-
dependent transient expression and rapid degradation of the pro-
tein. In contrast, Zif268 is conspicuously expressed in a sparse, al-
though reliable population of DGCs, including newborn DGCs,
time-locked with the occurrence of synaptic plasticity (16) or of
learning or recall (4, 15, 17, 21, 22), as also observed here. This
feature appears critical for newborn DGC function in memory
formation. From the present findings, we propose that in the be-
having animal under low solicitation transient expression of Zif268
occurring in 2-3-wk-old DGCs is critical to their selection and
progression of their functional and morphological maturation (Fig.
S7A4). When a specific learning experience occurs, a number of
3-wk-old newborn DGCs—because of their high intrinsic excitability,
reduced GABAergic inhibition, and high capacity for undergoing
synaptic potentiation (40, 42, 43)—would be preferentially acti-
vated by activity patterns entering the DG and express Zif268 (and
other IEGs) (4, 15-22), promoting their recruitment, maturation,
survival, and functional integration into memory networks, and
hence their subsequent recruitment upon memory recall (Fig.
S7C). In the absence of zif268, 3-wk-old newborn DGCs harbor less
mature functional and morphological features (Fig. S7B). Their
reduced potential for being activated by glutamatergic inputs
would impede their recruitment by training (Fig. S7D), preventing
their contribution to long-term spatial memory (44). Our previous
studies in zif268-KO mice have shown that zif268 is required for the
expression of late-phase hippocampal LTP (25), long-term stability
of hippocampal place cell representations (31), and consolidation
of several forms of long-term memory (25, 28). Memory deficits in
the absence of zif268 are unlikely to be caused exclusively by the
altered neurogenic function in the DG. In this area, information
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processing will hence be subjected to at least two types of plasticity
disorders: that affecting neurogenesis and that affecting synaptic
plasticity. There is evidence to suggest that adult-generated DGCs
play a significant role in DG synaptic plasticity (11, 12) and, con-
versely, the induction of synaptic plasticity promotes neurogenesis
(16), suggesting these two forms of plasticity are tightly coupled.
The cause and consequence nature in the neurogenesis-LTP re-
lationship, whether there is a prime and secondary cause underlying
the memory deficits in the absence of zif268 or whether both
directions of causation operate simultaneously, remains a chal-
lenge for future research.

Methods

Animals and BrdU Injections. Zif268-KO mice, zif268-heterozygous, and WT
male mice (2- to 3-mo-old) were used. Mice received one intraperitoneal
BrdU injection (50 mg/kg) for cell proliferation, five every 2 h (50 mg/kg)
for cell survival, and three every 4 h (100 mg/kg) for cell survival after
learning experiments.
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Morris Water-Maze Training. Mice were trained to locate a hidden platform at
a fixed location using a massed-training procedure and retention was tested
25 d later, as detailed in S/ Methods.

Retrovirus-Mediated Labeling of New Neurons. Moloney murine retroviruses
expressing GFP were injected in the DG. Labeled neurons were analyzed using
NeuronStudio software, as described in S/ Methods.

Immunohistochemistry. Tissue preparation, immunochemistry, and cell count-
ing were carried out as described in 5/ Methods.

Statistical Analyses. Data were expressed as mean + SEM. Statistical com-
parisons were conducted by two-way ANOVA followed by t test.
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SI Methods

Animals. Adult (2-3 mo old) male zif268 homozygous knockout
mice (zif268-KO, n = 70), heterozygous (zif268-HET, n = 5) and
WT (n = 68) littermate mice, generated as described previously (1)
and backcrossed onto a C57BL/6J background for 24 generations,
were used in this study. The mice were housed in a temperature
and light-controlled colony room (12-h light/dark cycle) in groups
of three per cage with dry food and water ad libitum. Experiments
were conducted during light phase and were performed blind to
genotype. All efforts were made to minimize the number of ani-
mals and their suffering during the experiments, conducted in ac-
cordance with the European Communities Council Directive 86/
609/EEC and the French National Committee (87/848).

BrdU Administration. To study proliferation, mice (WTn =7,zif268-
KO n =7) received one intraperitoneal injection of BrdU (50 mg/
kg in 0.9% NaCl; Sigma-Aldrich) and were killed 4 h later. For cell
survival, mice were given five BrdU injections (50 mg/kg) at 2-h
intervals on asingle day and were killed 7 (WT n =7,2if268-KOn =
8), 14 (WT n =8,zif268-KO n =8), 21 (WT n = 6,zif268-KOn =7),
and 28 (WTn =7, zif268-KO n = 7) d later. Five heterozygous mice
were also used to examine neurogenesis 21 d after BrdU injections.
For behavioral experiments, mice (WT n = 28, zif268-KO n = 26)
were injected with three intraperitoneal injections of BrdU
(100 mg/kg) at 4-h intervals and trained 9 or 18 d after in a Morris
water-maze task.

Morris Water-Maze Set-Up and Training Procedures. The apparatus
consisted of a circular pool (150 cm in diameter, 37 cm high) filled
with water (20 °C + 0.5 °C) made opaque by adding a white,
nontoxic opacifier (Acusol OP301 Opacifier; Rohm and Haas).
White curtains affixed with large extramaze visual cues surrounded
the pool, which was divided into four virtual quadrants. The plat-
form (11.5 cm in diameter) was located in the center of one
quadrant (ie., target quadrant) and remained at a fixed location
during training. The three other quadrants served as starting
points, assigned pseudorandomly and varied on every trial. Mice
were handled each day for a week to get used to the experimenter.
The day before training, mice were submitted to a single famil-
iarization block of three trials, with the platform protruding 0.5 cm
above the water surface. The maximal duration for each trial was
60 s. Mice failing to find the platform were gently guided to it and
allowed to remain on it for 60 s before being replaced in the water
from another starting point. The next day, mice were trained to
locate the hidden platform submerged (.5-cm below the water
surface. The massed-training procedure consisted in two training
sessions separated by 4 h, each composed of four blocks, 20-min
apart, of three consecutive trials (2). Mice were trained in the water
maze 9d (WT n = 6,zif268-KO n = 6) or 18 d (WT n = 10, zif268-
KO n = 8) after BrdU injections and were tested for long-term
memory 25 d later in one or two probe tests held without platform.
Because mice injected with BrdU 9 or 18 d before training did not
show any statistical difference in learning performance, data were
pooled (WT: Fy 14 = 0.55, group P = 0.47; time P < 0.0001; in-
teraction P = 0.89; KO: Fy 12 = 0.52, group P = 0.48; time P <
0.0001; interaction P = 0.25).

Control groups consisted of undistributed mice remaining in
their home cages, handled twice a week and killed 34 d (WT n =06,
zif268-KO n = 6) or 43 d (WT n = 6, zif268-KO n = 6) after
BrdU injections. We did not add Swim groups in this study be-
cause it was previously shown that this training procedure in-
duced the same level of long-term survival of newborn neurons
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in Swim and Cage controls (2). A video-tracking software (ANY-
maze; Stoelting) was used for automatic recording of the latency
to find the platform, swim speed and path lengths, and activity in
a 19-cm width virtual corridor set along the wall (thigmotaxis).
Data were averaged per blocks of trials and statistically tested by
a two-way ANOVA. During probe tests, the time spent in each
quadrant of the pool and the number of crossings over the platform
position were recorded. Data were analyzed with one-sample ¢ test
relative to 25% and Student  test between WT and KO mice. Mice
were killed 90 min after the probe test.

Stereotaxic Injection. Engineered self-inactivating Moloney murine
retroviruses expressing GFP to label proliferating cells and their
progeny were used (3). Zif268-KO (n = 7) and WT (n = 7) litter-
mate mice housed under standard conditions were stereotaxically
injected with the retroviral solution in the dentate gyrus (DG)
(1 puL at 0.2 uL/min) at coordinates —1.7 mm from bregma, +1.7
mm lateral, 1.7 mm below brain surface. Mice were killed 3 (WT
n=3;zif268-KO n = 3) and 6 wk (WT n = 4; zif265-KO n = 4) later.

Tissue Preparation and Sectioning. Mice were deeply anesthetized
with pentobarbital (0.2 mL/30 g body weight) and perfused trans-
cardially with a solution containing 4% (vol/vol) cold parafor-
maldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB), pH 7.4. Brains were
dissected out and fixed overnight in the same perfusion solution at
4°C, immersed for 5 d in PB containing 20% sucrose and frozen in
chilled 2-methylbutane (—50 °C). Coronal serial sections [14-pm
thick for the DG and 40-pm thick for olafactory bulb (OB) and
subventricular zone (SVZ)] were cut with a cryostat (Microm HM
550 OMP). Sections of 14-pm thick were mounted on superfrost-
plus slides (Techno Scientific). For the retrovirus injection groups,
brains were cut in 60-pm-thick free-floating sections at the same
anatomical levels.

Immunochemistry. As described previously (4), brain sections were
preincubated in Target Retrieval Solution (Dako) for 20 min at
95 °C. After cooling for 20 min, sections were treated with 0.5%
Triton in PBS for 30 min and then for 3 min with pepsin (0.0125%
in 0.1 N HCI; Sigma-Aldrich). Endogenous peroxidases were
blocked with a solution of 3% H,0, in 0.1 M PBS. Sections were
then incubated for 90 min in 5% normal serum (Jackson Im-
munoresearch), 5% BSA (Sigma-Aldrich), and 0.125% Triton
X-100 to block nonspecific binding, and incubated overnight at 4 °C
in a mouse anti-BrdU primary antibody (1:100; Millipore) to label
newborn cells, or a rabbit anti-Zif268 or rabbit anti-c-Fos antibody
to label activated cells. Sections were then incubated in a horse
biotinylated anti-mouse (1:200; Vector Laboratories) or a goat
biotinylated anti-rabbit (1:200; Vector Laboratories) secondary
antibody for 2 h at room temperature. Sections were then pro-
cessed with avidin-biotin-peroxydase complex (1:200; ABC Elite
Kit; Vector Laboratories) for 30 min, followed by three rinses of
5 min in PBS. Finally, peroxidase detection was conducted with 3,3-
diaminobenzidine-tetrahydrochloride (0.06%; Sigma-Aldrich) as
chromogen with nickel (0.03% NiCl,) and H,O, (0.03%) to
obtain black immunolabeling. Sections were dehydrated in
graded ethanols and coverslipped in Eukitt (Sigma-Aldrich).
For BrdU double- and triple-labeling, sections treated as above
were incubated overnight at 25 °C in rat anti-BrdU (1:100; Abcys)
or mouse anti-BrdU (1:100; Millipore) antibodies with guinea-
pig antidoublecortin (anti-DCX) (1:500; Millipore), mouse anti-
NeuN (1:500; Millipore), rabbit anti-GFAP (1:3,000; DAKO),
rabbit anti-Zif268 (1:1,000; Santa Cruz Biotechnology), rabbit
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anti—c-Fos (1:3,000; Santa Cruz), rabbit anti-adenylate cyclase
III (ACIIL; 1:250; Santa Cruz), rabbit anti-glutamate receptor
1 (GluR1; 1:200; Millipore), rabbit anti-KCC2b (1:500; Sigma-
Aldrich), or mouse anti-NKCC1 (1:200; T4-c; DSHB) antibodies.
Sections were then incubated for 2 h at room temperature in goat
anti-rat Alexa 568 (1:200; Invitrogen) or donkey anti-mouse Alexa
549 (1:200; Invitrogen) with horse biotinylated anti-mouse (1:200;
Vector Laboratories) or goat biotinylated anti-rabbit (1:200;
Vector Laboratories) antibodies followed by streptavidin Alexa
488 (1:1,000; Invitrogen), or with goat anti-guinea pig (1:200;
Invitrogen), goat anti-rabbit (1:200; Invitrogen), or donkey anti-
mouse (1:200; Invitrogen) antibodies conjugated with Alexa 488
or Alexa 647, and mounted in vectashield medium with DAPI
(Vector Laboratories).

For GFP labeling, brain sections were incubated 2 min in
proteinase K (Euromedex), rinsed for 1 h in glycine, saturated in
blocking solution, and incubated for 48-72 h at 4 °C with a rabbit
anti-GFP (1:5,000; Invitrogen). Sections were then incubated 2 h
at room temperature in goat anti-rabbit (1:500; Invitrogen) an-
tibodies conjugated with Alexa 488 and mounted in vectashield
medium with DAPI (Vector Laboratories).

Quantification and Image Analysis. All cell counts were conducted by
an experimenter blind to the genotype and experimental condition.
BrdU™ nuclei quantification. Labeled profiles were counted with an
Olympus microscope (BX60) coupled with mapping software
(Mercator Pro; Explora Nova). All BrdU nucleiwere counted inthe
DG of the hippocampus in eight sections per animal spaced by 280
pm, from bregma —1.34 mm to —3.28 mm, as previously described
(4). For the OB, BrdU nuclei were counted in 12 sections spaced by
120 pm in the granule cell area including the mitral cell and in-
ternal plexiform layers. Immunostained nuclei for the SVZ were
quantified in 50 x 50-pm areas and analyzed on 11 sections per
animal spaced by 120 pm. The profile density (number of labeled
cells per square millimeter on sections) was derived from these
data, the volume of the region of interest was calculated according
to conventional stereological equation, and the total number of
cells was calculated as described previously (4).

NeuN™*, zif268" and c-Fos* cells quantification. To estimate the total
number of mature NeuN neurons in the DG, six stacks in two
sections per mouse (three of each DG blade) were collected at 40x
using a confocal microscope (Zeiss LSM700). The number of
NeuN*/DAPI* cells in each stack was counted manually and the
size of the counted area was measured. From this the density of
NeuN* cells in the DG was calculated (5). For Zif268 or c-Fos, all
positive nuclei were counted in three sections per animal spaced

. Jones MW, et al. (2001) A requirement for the immediate early gene Zif268 in the
expression of late LTP and long-term memories. Nat Neurosci 4(3):289-296.
Trouche S, Bontempi B, Roullet P, Rampon C (2009) Recruitment of adult-generated
neurons into functional hippocampal networks contributes to updating and strengthening
of spatial memory. Proc Natl Acad Sci USA 106(14):5919-5924.

. van Praag H, et al. (2002) Functional neurogenesis in the adult hippocampus. Nature
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by 560 pm with an optical microscope coupled with mapping
software (Mercator Pro). We then determined the proportion of
mature NeuN neurons expressing Zif268 or c-Fos for each ge-
notype and experimental condition as previously described (5).
Double- and triple-labeling analysis and quantification. Sections were
analyzed using the Zeiss confocal system. To establish the per-
centage of BrdU cells double-labeled with DCX, NeuN, Zif268,
GFAP, ACIII, GluR1, KCC2b, or NKCC1, or triple-labeled with
NeuN and c-Fos or Zif268, 8-16 serial sections (280-pm spacing)
from all mice were examined throughout the DG. Colocalizations
were evaluated on 80-100 BrdU™" cells per group of mice by
performing z-stack acquisitions and 3D reconstructions to univ-
ocally verify double or triple labeling. All acquisitions were car-
ried out in sequential scanning mode to prevent cross-bleeding
between channels.

Statistical Analysis. All data were averaged across animals within
each experimental group and are presented as means + SE.
Statistical comparisons were conducted by two-way ANOVA and
by ¢ test. Significance level was set at P < 0.05.

Analyses of GFP* Neurons. Images were acquired on a Zeiss con-
focal microscope. The z-stack series of confocal images were ac-
quired at 1,024 x 1,024-pixel resolution, with a pinhole setting of
one Airy unit and optimal settings for gain and offset. For dendritic
analysis, 3D reconstructions of the dendritic processes of each
GFP™ neuron were made from z-stacks with a 40x objective. Lat-
eral and z-axis resolutions were 280-350 nm and 500 nm, re-
spectively. For spine density, dendrites were imaged through a 63x
objective with lateral and z-axis resolutions of 50-80 nm and
200 nm, respectively. Dendritic processes and dendritic spines
were then analyzed using NeuronStudio software. Total dendritic
length, mean dendritic length, primary dendrite length, maximum
and minimum dendrite length, and branching points of each in-
dividual GFP* neuron in the granule cell layer were analyzed. The
Sholl analysis for dendritic complexity was carried out by counting
the number of dendrites that cross a series of concentric circles at
20-pm intervals from the soma. These analyses were performed in
18-25 cells and 18-25 dendrites per group of mice. Data of den-
dritic length, branching points and spine density were compared
between zif268-KO and WT mice using Student ¢ test. Statistical
comparisons for Sholl analysis were conducted by repeated
measures two-way ANOVA followed by Student post hoc #-test.
The statistical significance of cumulative frequency was assessed
using Kolmogorov-Smirnov test.
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Fig. S1. Cell proliferation in the DG and SVZ and newborn neurons survival in the OB of WT and zif268-KO mice. (A) The total number of BrdU-labeled cells in
the DG 4 h after one BrdU injection was similar between WT and zif268-KO mice. Number of mice: WT n = 7; KO n = 7. (Scale bar, 20 ym.) (B) The volume of the
DG was similar between WT, HET, and zif268-KO mice. Number of mice: 7 d postinjection (dpi) 7 WT, 8 KO; 14 dpi 8 WT, 8 KO; 21 dpi 6 WT, 7 KO; 28 dpi 7 WT,
7 KO; 34 and 43 dpi 6 WT, 6 KO; (HET): 21 dpi n = 5. (C) No difference in proliferation of progenitor cells labeled with BrdU in SVZ between genotypes. Number
of mice: WT n =7; KO n =5. (Scale bar, 100 pm.) (D) The total number of 21-d-old newborn cells is decreased in olfactory bulb of zif268-KO mice. (Scale bar,
50 pm.) Number of mice: WT n = 6; KO n = 5. Data are means + SEM in this and subsequent figures. *P < 0.05.
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Fig. S2. Massed spatial training does not increase survival of 9-d-old newborn dentate granule cells (DGCs). (A) During the probe test 25 d after acquisition,
WT mice spent significantly more time searching in the target quadrant compared with other quadrants, unlike zif268-KO mice that did not. WT, n =6; KO, n =
5. (B) Photomicrographs showing BrdU staining in WT and zif268-KO mice at 34 dpi, 25 d after acquisition, in control (CTL) and learning (LEARN) groups. (Scale
bar, 80 ym.) (C) No difference in the total number of BrdU™ cells, aged 9 d at the time of acquisition, in the CTL and LEARN groups between genotypes. CTL and
LEARN: WT n = 6; KO n = 6. *P < 0.05, *P < 0.05.
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Fig. $3. Spatial training does not recruit 9-d-old newborn DGCs. (4) Confocal micrographs of 34-d-old BrdU*/NeuN* neurons expressing Zif268 or c-Fos in a WT
mouse. (Scale bar, 25 pm.) (B) Upon spatial memory recall (LEARN), the number of 9-d-old BrdU*/NeuN* DGCs expressing Zif268 was not different from the
control group (CTL). (C) The number of BrdU*/NeuN* neurons expressing ¢-Fos upon recall was similar between genotypes and not significantly different from
their respective control groups. (D) Upon recall, a higher proportion of preexisting neurons in WT mice expressed Zif268, compared with 9-d-old newborn
DGGs. (E) The proportion of c-Fos—expressing neurens was similar for newborn and preexisting DGCs in WT mice and zif268-KO mice. CTL: WT n=6; KO n =6;
LEARN: WT n=5; KO n = 6. ***P < 0.005.
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Fig. S4. Zif268 regulates the morphological maturation of newborn neurons. (A) Confocal 3D reconstruction of axonal projections of newborn GFP-labeled
DGCs in area CA3, 21 and 43 d after retroviral vector injection showing normal efferent connectivity in WT and zif268-KO mice. (Scale bar, 50 pm.) (B) Total
dendrite length of 21-d-old newborn DGCs was similar between genotypes. (C) Primary dendrite length at 21 dpi was similar between genotypes. (D) Maximum
and minimum length at 21 dpi was similar between WT and zif268-KO mice. (E) Sholl analysis of dendrite complexity at 21 dpi, showing more intersections near
the soma in zif268-KO mice. (F) Total dendrite length at 43 dpi was similar between genotypes. (G) Primary dendrite length at 43 dpi was similar between
genotypes. (H) Maximum length of dendrite of new DGCs aged 43 d is decreased in zif268-KO compared with WT mice. (/) Dendrite complexity at 43 dpi was
similar between WT and zif268-KO mice. WT n = 16; KO n = 16 in B-E; WT n = 25; KO n = 18 in F-I. *P < 0.05.
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Fig. S5. Zif268 is not required for primary cilia formation. The proportion of BrdU*/ACIII* at 21 dpi was similar between genotypes. Representative BrdU™* cell
labeled (Left) or not labeled (Right) with ACIII. (Scale bars, 20 ym.) WT n=6; KOn =7.
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Fig. S6. Zif268 regulates spine formation across the whole population of newborn DGCs. (A). Frequency of spine density in 21-d-old newborn DGCs. (B)
Frequency of spine density in 43-d-old newborn DGCs. 21 dpi: WT n = 16; KO n = 16; 43 dpi: WT n = 25; KO n = 18.
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Fig. $7. Schematic model of zif268 function in adult DG neurogenesis. (Left) Basal condition with low solicitation. (A) In WT mice, newborn DGCs (green),
which derived from neural progenitors cells (type 1 and type 2, blue and yellow, respectively), migrate and integrate into the DG circuit within 6 wk after birth.
Axons are elongated and contact hilar and CA3 pyramidal cells after 1-2 wk, then dendrites extend in the molecular layer and spines start to appear after 2 wk.
During synaptogenesis, new DGCs compete to survive, leaving the majority eliminated by programmed cell death within 2-4 wk after birth. The physiological
properties of newborn DGCs are marked by a gradual change in the expression of chloride cotransporters during the maturation processes. Before 21 d,
immature neurons are initially depolarized by GABA (GABA-E) and then depolarized (GABA-I) along with expression of AMPA glutamate receptors and their
progressive responsiveness to glutamatergic inputs. At this stage, newborn DGCs are hyperexcitable, display properties of enhanced synaptic plasticity, and are
prone to integrate the exiting hippocampal neurocircuitry. In basal condition, a small proportion of newborn DGCs express Zif268 in an inducible manner.
Inducible Zif268 expression significantly increases after 21 d, a period during which DGCs are selected to die or to survive for long-term functional integration.
(B) In the absence of zif268, because of their neurochemical and morphological (zoom) delayed maturation, the selection of DGCs is drastically accelerated
between 14 and 21 d after birth without affecting the whole population of surviving DGCs at longer delays. (Right) Condition of DG high solicitation. (C) In WT
mice, the occurrence of spatial learning would recruit a population of newborn DGCs that are at the brink of selection during the critical period (red neurons,
learning), as derived from their observed activation upon memory reactivation (red neurons, recall). As young newborn DGCs are activated by learning, they
would express zif268 and other immediately early genes and (yet unknown) gene programs, resulting in learning promoting their survival and functional
incorporation into hippocampal network, thereby subserving long-term hippocampal-dependent memory formation. (D) In contrast, in the absence of zif268,
young newborn DGCs (around 18-d-old) are functionally more immature. They are not recruited by learning and are not incorporated nor activated upon recall
in association with impaired long-term memory. Image courtesy of Lydie Collet.
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Le travail de recherche présenté dans ce manuscrit s’est intéressé a I'étude de I'implication de
la neurogenese adulte hippocampique dans la mémoire épisodique ainsi qu’aux mécanismes
qui sous-tendent la participation des nouveaux neurones dans les processus mnésiques
dépendants de I'hippocampe. Les résultats exposés dans cette thése ont permis: 1) de
présenter et valider une nouvelle tache de mémoire épisodique chez le rongeur qui offre de
nouvelles opportunités d’étude des mécanismes qui sous-tendent la formation et la
consolidation a tres long terme de cette forme de mémoire dans des conditions les plus
proches de la mémoire épisodique chez I'Homme; 2) d'identifier un réle nouveau des
neurones néoformés hippocampiques dans la consolidation et le rappel fiable de souvenirs
épisodiques qui partagent des éléments communs ; 3) de démontrer que le géne immédiat
précoce Zif268 est un acteur essentiel des mécanismes moléculaires qui participe a
intégration fonctionnelle et au recrutement des nouveaux neurones dans la consolidation

mnésique.

. Mécanismes de consolidation d'une mémoire épisodique chez

le rongeur

A. Une nouvelle tache de mémoire épisodique

Un défi majeur des recherches sur les mécanismes sous-tendant la formation de souvenirs
complexes, comme c’est le cas dans la mémoire épisodique, est de développer des modeles
animaux appropriés pour s’approcher expérimentalement de paradigmes de mémoires
proches de situations plus « éthologiques ». La premiére étude de mémoire épisodique
réalisée par Clayton et coll. sur le geai (Clayton & Dickinson, 1998) répond a un certain
nombre de criteéres que ces auteurs ont défini comme essentiels pour explorer la mémoire
épisodique chez I'animal (voir pour revue Clayton et al., 2003). Méme si cette étude a ouvert
un domaine de recherche a part entiére, dans lequel plusieurs modéles similaires ont été
proposés notamment chez le rongeur de laboratoire, les tdches de mémoire épisodique
actuellement disponibles sont pourtant limitantes. En effet, la plupart ne permettent pas de
tester certaines des caractéristiques principales de la mémoire épisodique telle qu’elle est
définie chez 'Homme, en particulier la capacité a pouvoir conserver une mémoire intégrée a
trés long terme aprés une expérience limitée et de pouvoir I'utiliser de fagon flexible. Au cours
de ce travail de thése, nous avons développé, en collaboration avec I'équipe « Olfaction : du
codage a la mémoire » du Centre de Recherche en Neurosciences de Lyon, une nouvelle
tache de mémoire épisodique afin de tester au mieux chez le rongeur les caractéristiques de
cette mémoire définie initialement chez ’'Homme. Cette tache a d’ailleurs été développée a
Lyon en paralléle chez 'Homme (Saive et al.,, 2013, 2014a). Dans notre tache, nous

proposons a des rats de vivre des épisodes durant lesquels ils vont spontanément associer
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des odeurs renforcées positivement ou négativement (Quoi), a différents ports & odeurs (Ou),
en fonction du contexte de I'enceinte expérimentale (Dans quel contexte) dans laquelle ils
sont placés. Nous avons choisi d’utiliser les odeurs comme éléments du « Quoi » car 'odorat
représente chez les rongeurs une modalité sensorielle dominante qui guide de nombreux
comportements sociaux (reconnaissance meére/enfant, comportement sexuel, etc.) ou
alimentaires ; et par ailleurs, les odeurs représentent un indice de rappel particulierement fort
de la mémoire épisodique (Aggleton & Waskett, 1999; Saive et al., 2014b). En effet, les
souvenirs épisodiques évoqués par les odeurs semblent plus liés a une charge émotionnelle
que d'autres indices de rappel et pour cette raison plus facilement rappelés (Laudien et al.,
2008; Adolph & Pause, 2012; Masaoka et al., 2012; Arshamian et al., 2013; voir pour revue
Pause et al., 2013). Comme pour toutes les taches précédemment développées, la validité de
notre modeéle pour I'étude de la mémoire épisodique telle qu’elle a été définie au départ chez

I'animal ainsi que ces limites et avantages sont discutables.

Premiérement, méme si la mémoire épisodique a été définie chez I'animal comme la mémoire
du « Quoi — Ou — Quand » (voir pour revue Clayton et al., 2003), un fort débat persiste dans la
communauté scientifique sur la composante « Quand » car elle est particulierement difficile a
modéliser et a tester chez I'animal. Les premiéres études de la mémoire épisodique réalisées
chez l'animal ont utilisé le « Quand » comme le temps qui s’est écoulé depuis qu’un
événement a eu lieu (Clayton & Dickinson, 1998; Ergorul & Eichenbaum, 2004; Babb &
Crystal, 2005, 2006a; Dere et al., 2005a, 2005b; Kart-Teke et al., 2006). Différentes études
réalisées par la suite ont tenté de déterminer si les animaux utilisent préférentiellement le
moment de la journée, c’est-a-dire le « Quand », ou plutét le temps écoulé, c’est-a-dire le
« Depuis combien de temps » pour replacer un événement épisodique dans le temps, mais
les résultats restent contradictoires. En effet, en utilisant un méme paradigme expérimental en
labyrinthe radial, Babb et coll. ainsi que Roberts et coll. montrent que les animaux utilisent le
temps qui s’est écoulé depuis qu’un événement a eu lieu (Babb & Crystal, 2006b; Nagshbandi
et al., 2007; Roberts et al., 2008) alors que Zhou et coll. montrent que les animaux utilisent
préférentiellement comme repere temporel le moment de la journée (Zhou & Crystal, 2009,
2011). Ce débat a amené I'équipe de Eacott et coll. a proposer une vision nouvelle de la
dimension temporelle de la mémoire épisodique en proposant de la remplacer par une
dimension contextuelle : « Dans quel contexte » (Eacott & Norman, 2004; Eacott et al., 2005;
Easton & Eacott, 2008; Eacott & Easton, 2010). Cette proposition a par ailleurs été motivée
par le fait que la reconstruction temporelle du souvenir chez 'Homme utilise plus souvent
I'occasion a laquelle un événement particulier a eu lieu que la restitution exacte de la date de
cet événement ou du temps écoulé (Friedman, 1993) : la derniére fois que je suis venue a
Paris, j’ai vu mon amie dans sa nouvelle maison et nous avons discuté dans son jardin jusqu’a
tard dans la nuit, ce devait donc étre en été. Une occasion peut étre caractérisée par des

informations temporelles mais aussi par des informations contextuelles non temporelles,
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comme restituées ici dans ce rappel épisodique qui utilise des éléments contextuels du
souvenir (le jardin de la nouvelle maison de mon amie tard le soir) pour replacer I'événement
dans le temps (en été). Pour toutes ces raisons, notre tache de mémoire épisodique utilise de
facon délibérée cette définition « Quoi — Ou — Dans quel contexte/A quelle occasion » et
répond a la définition opérationnelle de la mémoire épisodique proposée chez I'animal (Eacott
& Norman, 2004; Eacott et al., 2005; Easton & Eacott, 2008; Eacott & Easton, 2010).
Néanmoins, méme si cette définition semble appropriée chez I'animal comme chez 'Homme
(Saive et al., 2013), est-elle vraiment comparable & la reconstruction dans le temps du
souvenir définie par Tulving (Tulving, 1985c) ? Les réseaux cérébraux impliqué dans la
reconstruction du moment du souvenir épisodique sont-ils les mémes que ceux impliqués
dans la reconstruction du contexte dans lequel il a eu lieu ? Méme s'il est effectivement
difficile de tester la composante « Quand » chez I'animal, il serait possible dans notre tache
d’accentuer cette composante temporelle en accentuant le moment de la journée ou sont
présentés les épisodes E1 et E2 (exposition a E1 uniguement le matin et a E2 uniquement
I'apres-midi par exemple) ; voir de tester uniguement la composante temporelle en utilisant le
méme contexte pour les épisodes E1 et E2 et en présentant E1 uniquement le matin et E2
uniquement l'aprés-midi. Ceci permettrait d’analyser les réseaux neuronaux impliqués dans

ces deux types de reconstruction (temporelle ou contextuelle) du souvenir épisodique.

Deuxiemement, la « recollection » du souvenir épisodique présuppose que les animaux se
souviennent de I'ensemble des éléments composant le souvenir (voir pour revue Clayton et
al., 2003). L’avantage de notre tache est qu’elle permet aux rats de former une association
épisodique constituée des différents éléments odeurs — localisation des ports — contextes, tout
en permettant d’identifier au travers de la performance, quels éléments du souvenir et quelles
associations sont rappelés. En effet, a I'opposé de certaines taches reposant sur la
reconnaissance d’objets dans lesquelles il est difficile de dissocier les différents éléments les
uns des autres et d’accéder aux mécanismes qui sous-tendent les différentes composantes,
lors du rappel dans notre tache, les rats sont replacés dans un des deux contextes, et en
fonction de ces informations contextuelles ils sélectionnent un port, puis ils décident de boire
ou d’éviter la boisson en fonction de I'odeur délivrée. Ce trajet de reconstruction du souvenir
permet de déterminer successivement et indépendamment les éléments de I'épisode dont le
rat se souvient. Cette caractéristique originale de notre tache nous a d’ailleurs permis de
définir différents profils de rappel de la mémoire épisodique (voir partie 1, résultats, |.B et lIl.B,
page 108 et 130). Ces différents profils nous permettent de déterminer pour une condition
donnée (1 vs 2 expositions aux épisodes, rappel a court vs a long terme, inactivation d’une
structure cérébrale, etc.) la proportion de rats dans les différents profils afin de mettre en
évidence des subtilités individuelles de niveau de recollection dans un méme groupe. Notre
tache est la premiére a proposer une analyse individuelle de la recollection des différents

éléments qui composent le souvenir épisodique chez les rongeurs, caractéristique importante
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de la mémoire épisodique chez 'Homme. Ce type d’analyse permet également de pouvoir
associer le recrutement de réseaux en lien avec les différents profils de recollection que ce
soit en imagerie cellulaire (expression de c-Fos et/ou Zif268) aprés le rappel ou directement
lors de Jl'encodage et du rappel du souvenir épisodique par enregistrements
électrophysiologiques grace a l'implantation d’électrodes d’enregistrements dans différentes
aires cérébrales d’intérét en lien direct avec le comportement de I'animal dans la tache, travail
réalisé par Nadine Ravel et son équipe au Centre de recherche en Neurosciences de Lyon.
Cette analyse apporterait également un avantage important dans des recherches destinées a
étudier finement I'impact de certaines conditions pathologiques (maladies neurologiques ou
neurodégénératives, stress post-traumatique, etc.) ou physiologiques (vieillissement, influence
de certaines hormones, etc.) sur la recollection des différents éléments de la mémoire
épisodique. Dans cette optique, il serait particulierement intéressant de mieux comprendre
comment a la base chaque individu encode le souvenir épisodique et amene in fine a des
profils de recollection différents afin de pouvoir identifier des dysfonctionnements spécifiques

liés a certaines situations physiologiques et pathologiques.

Troisiéemement, la formation d’'un souvenir épisodique ne nécessite pas d’apprentissage et il
suffit souvent de vivre une seule fois un épisode de vie pour s’en souvenir méme a tres long
terme. Le maintien a long terme d’un souvenir épisodique pourrait par contre étre selon
certains auteurs modulé par le nombre de répétitions mais aussi le nombre de rappels de la
mémoire faisant intervenir les mécanismes de consolidation et de reconsolidation mnésique
(McKenzie & Eichenbaum, 2011). Au final, la répétition d’'un méme événement peut aboutir a
la sémantisation du souvenir épisodique ou du moins a une partie du souvenir, ce qui entraine
des modifications dans les réseaux neuronaux impliqués lors du rappel du souvenir. Or, la
plupart des taches développées chez I'animal nécessitent un long apprentissage et aucune
n’a permis de démontrer des capacités de rappel de la mémoire épisodique a trés long terme
(Fortin et al., 2002, 2004; Babb & Crystal, 2005, 2006a; Nagshbandi et al., 2007; Zhou &
Crystal, 2009, 2011). Pour certaines, soit elles testent le rappel de la mémoire épisodique
seulement a long terme (24 heures) mais nécessitent un apprentissage long (Roberts et al.,
2008; Fellini & Morellini, 2013), soit elles ne nécessitent pas de répétitions de I'encodage car
reposant sur la reconnaissance d’objets mais dans ce cas, le rappel de la tdche n’excéde pas
quelques minutes (Eacott & Norman, 2004; Dere et al., 2005b; Eacott et al., 2005; Kart-Teke
et al., 2006). La tache que nous avons développée présente I'avantage de ne pas faire appel
a un entrailnement pour I'encodage de I'association épisodique. Les rats apprennent dans un
premier temps a utiliser I'enceinte expérimentale et le systéme de récompense (ports a odeurs
et pipettes) durant la phase d’habituation puis ils sont exposés a de courts épisodes, comme
c’est le cas chez 'Homme (25 minutes avec une seule présentation des épisodes et 50
minutes avec deux présentations). Avec une seule présentation des épisodes, 14% des rats

ne se souviennent ni du bon port ni de la bonne odeur, 43% des rats se souviennent du bon
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port lié au contexte testé, 14% des rats se souviennent uniguement de la bonne odeur liée au
contexte et le reste se souvient du bon port et de la bonne odeur liés au contexte testé (Profil
« Quoi — Ou ») ; une seconde présentation des épisodes est suffisante pour que la totalité des
rats présentent un profil de type « Quoi — Ou » lié au contexte a long terme (24 heures) et
pour une grande majorité d’entre eux a trés long terme (24 jours). Afin de comparer deux
conditions expérimentales (rats Sham vs Muscimol, Sham vs irradiés), nous avons fait le choix
de présenter deux fois les épisodes aux rats afin de maximiser le nombre de rats présentant le
profil « Quoi — Ou — Dans quel contexte » et ainsi obtenir des groupes expérimentaux
contenant suffisamment d’animaux pour pouvoir les comparer statistiquement lors de I'étude
des réseaux neuronaux ou de I'implication de la neurogenése. Par contre, il est tout a fait
envisageable de ne présenter qu’'une fois les épisodes afin de coller au plus prés a la
définition de la mémoire épisodique. Quoi qu’il en soit, nous restons néanmoins dans des
expositions relativement courtes dans la vie de l'animal par rapport aux protocoles
précédemment développés. De plus, lors de la présentation des épisodes, les animaux
peuvent faire au maximum 24 essais qu’ils réalisent de la fagon qu’ils souhaitent afin
d’explorer la totalité des combinaisons possibles (bon port bonne odeur, bon port mauvaise
odeur, mauvais port bonne odeur et mauvais port mauvaise odeur). Ceci peut paraitre
beaucoup mais du fait qu’il y ait pour chaque épisode 4 combinaisons possibles lors de
'encodage, au final I'animal ne peut tomber au maximum que 12 fois sur le bon port avec la
bonne odeur pour chaque contexte. Associé au fait que les rats explorent librement I'aréne
expérimentale ainsi que les deux ports et qu’ils ne réalisent pas forcément 24 essais a chaque
fois, ils tombent en moyenne 8 fois sur la combinaison bon port — bonne odeur présentée
durant 13 secondes a 'animal, durée durant laquelle ils peuvent, s’ils le souhaitent, boire ou
non. Notre tache ne repose donc pas sur un conditionnement de I'animal a ne faire qu’'une
seule combinaison tout au long de la présentation des épisodes. Le fait que les rats soient
acteurs lors de la présentation des épisodes et dans la décision qu’ils prennent au final sur la
boisson, implique donc que 'encodage des épisodes est propre a chaque animal en fonction
du nombre d’essais réalisés, du temps passé a explorer activement I'aréne expérimentale, du
nombre de visites sur le bon vs le mauvais port, du nombre de fois qu’il est tombé sur la
bonne vs la mauvaise odeur mais aussi de sa condition physiologique (hormone de stress,
moment dans le cycle circadien, fatigue, poids, etc.) et émotionnelle au moment de
I'exposition aux épisodes. Par ailleurs, l'utilisation de renforcements positif et négatif
augmente la charge émotionnelle pour I'animal et pourrait impliquer le circuit de la
récompense. Cette histoire individuelle vécue durant les épisodes est slrement, comme
chez 'Homme, a la base de la diversité des profils individuels de recollection du souvenir que
nous obtenons lors du rappel de cette mémoire. En effet, chez 'Homme, deux personnes
ayant vécu toutes deux un méme événement, peuvent se souvenir differemment de celui-ci

car I'encodage d’'un souvenir dépend de nombreux parameétres qui vont étre différents en
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fonction de I'individu : centres d’intérét, émotions, états de stress ou encore de I'implication de
individu dans I'événement. En effet, la force du souvenir épisodique est liée au caractére
eémotionnel de I'événement et la charge émotionnelle peut influencer positivement ou
négativement la conservation a trés long terme d’'un souvenir (Libkuman et al., 2004; Dere et
al., 2010; voir pour revue Pause et al., 2013). Pour finir, une importante originalité de notre
tache est qu'elle est la seule a proposer un rappel de la mémoire épisodique a trés long
terme (24 jours) apres un nombre trés limité de présentations des épisodes. En effet, deux
présentations des épisodes sont suffisantes pour que la totalité des rats présentent un profil
« Quoi — Ou — Dans quel contexte » a long terme (24 heures) et 62% a trés long terme (24
jours). Alors gqu’avec une seule présentation des épisodes environ 50% des rats présentent ce
profil a long terme, il serait intéressant de vérifier la proportion de rats qui conserverait ce
profil a trés long terme aprés une seule présentation des épisodes. Grace a cette capacité de
mémorisation a trés long terme, notre tache permettrait pour la premiére fois d’étudier chez
’'animal les mécanismes de consolidation systémique de mémoires épisodiques anciennes
afin de déterminer les circuits et mécanismes neuronaux a l'origine de ce processus de
consolidation et notamment d’appréhender le role de I'hippocampe a court mais aussi a trés
long terme ainsi que décours temporel du dialogue avec le cortex préfrontal dans le cas d’'une

mémoire intégrant divers éléments.

Enfin, notre tache permet de tester la flexibilité et la résolution de la mémoire épisodique
dans une situation interférente grace a I'utilisation du test de rappel a 4 ports. Dans la vie
courante, le rappel d’'un souvenir se fait souvent dans une situation qui n’est pas totalement
identique a celle de d’encodage. La recollection épisodique nécessite donc de pouvoir utiliser
les souvenirs de facon flexible pour s’adapter a de nouvelles situations mais également de
dissocier différents épisodes de vie méme s’ils partagent des éléments proches voire
communs (Clayton et al., 2003; Eichenbaum & Cohen, 2004). Le test a 4 ports se déroule
dans une situation nouvelle pour les rats puisque I'ensemble du contexte E2 est présenté en
méme temps que les ports et odeurs du contexte E1 non testé. Cette situation est hautement
interférente car dans ce cas, les rats qui se souviennent du souvenir épisodique lié au
contexte testé s’orientent vers I'association odeur — place associée au contexte E2 (IC) tout en
ignorant I'association odeur — place associée au contexte E1 (OC). Dans cette situation, 80%
des rats se souviennent au moins d’'un élément composant I'épisode testé, et parmi eux
62,5% se souviennent de l'association épisodique dans son ensemble, indiquant qu'une
majorité des rats sont capables de se souvenir de fagon robuste les épisodes rencontrés
précédemment et d’utiliser de fagon flexible ce souvenir pour faire face a une situation de
rappel nouvelle et interférente. D’autres auteurs ont également montré que les rongeurs sont
capables d’utiliser un souvenir épisodique de fagon flexible lorsque le test de rappel est
différent de la situation d’encodage mais cette flexibilité n’a été testée qu’a court voire tres
court terme (Ergorul & Eichenbaum, 2004; Babb & Crystal, 2006b). Malgré I'originalité et les
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résultats que ce test de rappel permet d’obtenir sur la force du souvenir épisodique,
linterprétation du comportement des rats face a cette situation de rappel peut paraitre
discutable. En effet, la nouveauté et la complexité du test en plus d’une situation d’extinction
due a la présence d'eau a la place du sucre et de la quinine pourraient pousser les rats a
considérer cette situation non pas comme une situation proche de celle rencontrée lors de
I'épisode E2 mais comme une situation totalement nouvelle durant laquelle les rats ré-
encodent une nouvelle association épisodique durant le test. Dans ce cas, des réponses
données en relation avec le contexte non testé ou sur des configurations qui ne sont a priori
pas liées aux contextes (définies comme « Indeterminés ») ne seraient pas synonyme d’un
oubli de 'association épisodique mais d’une réponse adaptée a cette nouvelle situation. Il sera
possible a I'avenir de tester des situations encore plus interférentes en évitant I'effet de
nouveauté, par exemple en travaillant avec des épisodes utilisant les deux mémes ports pour
les contextes E1 et E2 (plus ou moins proches en terme d’ambiance visuelle et sonore), en
associant les odeurs A+ et B- sur P1 durant I'épisode E1 et les odeurs C+ et D- sur P2 durant
I'épisode E2. Lors du test de rappel, les rats seraient replacés dans un contexte donné avec
les 2 ports utilisés durant I'encodage ce qui permettrait a la fois de complexifier les
composantes spatiales et contextuelles tout en éliminant I'effet nouveauté, mais ne permettrait
plus de tester la flexibilité. Par ailleurs, il serait intéressant de développer de nouveaux outils
d’analyse permettant de représenter au fil du test de rappel les performances des rats essai

aprés essai afin d’accéder au décours temporel de la recollection du souvenir épisodique.

Notre tache répond donc aux criteéres permettant de caractériser la mémoire épisodique et, en
parallele du développement de taches chez 'Homme, elle permet I'étude des mécanismes
moléculaires et cellulaires qui sous-tendant la mise en mémoire et le rappel d'un souvenir
épisodique. La tache développée chez I'Homme présente certaines similitudes avec notre
tache chez le rongeur mais aussi quelques différences. Dans la taiche de mémoire épisodique
développée chez 'Homme dans I'équipe de Lyon (Saive et al., 2013, 2014a), les participants
doivent associer une odeur (Quoi) a une image sur un écran (Contexte) et a une localisation
précise sur cette image (Ou), protocole comparable a celui utilisé chez le rongeur. Lors du
rappel (24 a 72 heures), les participants sentent une odeur et doivent aprés avoir dit s’ils se
souviennent ou non de cette odeur, identifier 'image associée puis choisir la localisation sur
limage afin de tester les réponses de types « Quoi — Ou — Dans quel contexte ». Malgré un
indice de rappel différent pour les deux taches — le rappel du souvenir épisodique passe par
I'odeur chez 'THomme alors qu’il passe par le contexte chez le rat — elles permettent toutes les
deux l'analyse de la reconstruction du souvenir puisque les participants comme les rats
déterminent successivement les éléments qui composent le souvenir épisodique ce qui
permet de définir des profils de recollection. Les types de profil observés chez le rongeur ainsi
que la proportion de rats présentant un profil « Quoi — Ou — Dans quel contexte » aprés une

seule présentation des épisodes sont comparables a ce qui a été obtenu chez I'Homme
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(Saive et al., 2013, 2014b). Notre tache chez le rongeur représente donc un bon modéle pour

I'étude des mécanismes moléculaires et cellulaires qui sous-tendent la mémoire épisodique.

B. Réseau cérébral impliqué dans le rappel épisodique

Les réseaux neuronaux impliqués dans la mémoire chez ’'Homme sont principalement mis en
évidence grace a I'étude de patients présentant des lésions de certaines aires cérébrales ou
en utilisant des techniques d’imagerie fonctionnelle (IRMf, MEG). Le développement de
taches de mémoire chez I'animal permet d’étudier plus finement les mécanismes sous-tendant
'encodage et le rappel d'une mémoire via des approches moléculaires, cellulaires et/ou

électrophysiologiques.

Nous avons dans un premier temps analysé I'implication de I'hippocampe dans le rappel de
la mémoire épisodique dans notre tadche. Chez 'Homme, les lésions de I'hippocampe ou du
fornix induisent de sévéres déficits de mémoire épisodique (Scoville & Milner, 1957; Squire &
Zola, 1996; Aggleton et al., 2000). Par ailleurs, la recollection d’un souvenir épisodique active
I’hippocampe ainsi que le gyrus parahippocampique postérieur alors que la familiarité active le
gyrus parahippocampique antérieur (Tulving & Markowitsch, 1998; Eichenbaum, 2007;
Eichenbaum et al., 2007). Les patients présentant une lésion de I'hippocampe montrent un
déficit de recollection mais pas de familiarité (Vann et al., 2009), alors que les patients
présentant une lésion de la région antérieure du lobe temporal médian comprenant le cortex
périrhinal mais pas I'hippocampe montrent un déficit de familiarité sans déficit de recollection
(Bowles et al., 2007). Chez lanimal, les données suggérent également une implication
primordiale de I'hippocampe dans le processus de recollection en mémoire épisodique
(Tulving & Markowitsch, 1998; Ergorul & Eichenbaum, 2004; Fortin et al., 2004; Eichenbaum
& Fortin, 2005; Eichenbaum, 2007; Easton et al., 2009; Easton & Eacott, 2010; Fellini &
Morellini, 2013). La formation d’'une mémoire de type épisodique est perturbée par la Iésion de
I'hippocampe mais ne l'est pas par une lésion au niveau du cortex périrhinal (Eacott &
Norman, 2004; DeVito & Eichenbaum, 2010; Vann & Albasser, 2011). L’hippocampe est donc
une structure essentielle a la formation de la mémoire épisodique et plus particulierement a
lintégration et a I'association des différents éléments qui la composent (Eichenbaum, 2007).
Dans notre tache, le rappel de la mémoire épisodique dans un test a 2 ports induit
I'expression des génes immédiats précoces c-Fos et Zif268 dans l'aire CA1 et le GD de
I’hippocampe. De plus, l'altération de l'intégrité de I'hippocampe lors du rappel épisodique a
long terme en test a 2 ports (24 heures) induit une perte de I'association épisodique, malgré le
maintien de la composante « OuU », qui reste assez facile en raison de I'aréne rectangulaire.
Ces données indiquent que dans notre tache I'hippocampe a un réle central dans le rappel
d’'une mémoire épisodique intégrée. Néanmoins, la dépendance de l'hippocampe dans le

rappel du contexte n’étant testé que dans le test a 2 ports, il serait a I'avenir intéressant de
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tester I'inactivation de I'hippocampe lors du rappel dans un test a 4 ports afin de vérifier son
implication dans le rappel du souvenir en situation interférente. Par ailleurs, comme les ports
font au final partie intégrante du contexte puisque pour le contexte 1 ce sont les ports 2 et 4
qui sont ouverts alors que pour le contexte 2 ce sont les ports 1 et 3 qui sont ouverts, un autre
protocole utilisant les deux mémes ports pour les deux contextes permettrait de renforcer
'importance relative de la place, afin d’encore mieux dissocier la place du contexte et de
tester ces deux composantes indépendamment. Par contre, lors du test de rappel, nous ne
montrons pas d’activation du cortex périrhinal, suggérant que les performances des animaux
lors du rappel épisodique reposent plus sur un processus de recollection que de familiarité
(Eichenbaum et al., 2007). Néanmoins, la fagcon dont les épisodes sont reconstruits par
I'animal lors du rappel nécessiterait d’étre approfondi notamment en analysant I'activation et la
communication entre les différentes aires cérébrales par électrophysiologie en lien direct avec
le comportement de l'animal de fagon a corréler finement les stratégies de réponses
comportementales avec I'activation d’'un réseau. Dans le rappel de la mémoire épisodique
dans un test a 4 ports, les résultats de I'imagerie en c-Fos et Zif268 des animaux Sham, bien
que trés préliminaires, mettent en lumiére certaines différences dans le recrutement d’aires
cérébrales et notamment de 'aire CA1 en c-Fos et Zif268 et du GD en Zif268, indiquant une
implication différente des aires hippocampiques lors d'une situation d’interférence. Par
ailleurs, les performances des animaux lors du test de rappel en 4 ports sont fortement
corrélées a I'activation de I'aire CA1 de I'hippocampe alors qu’elles I'étaient uniguement avec
le GD en test a 2 ports. Il est possible que le fait d'utiliser les 4 ports au lieu de 2 lors du test
de rappel induise une plus forte demande sur le souvenir de la place lors du test de rappel et

donc une plus forte activation de I'aire CA1 fortement impliquée dans la mémoire spatiale.

En dehors des données montrant une forte implication de I'hippocampe, le réseau neuronal
qui sous-tend la formation et le rappel de la mémoire épisodique n'a été que trés peu étudié
chez I'animal. Nous avons donc dans un deuxiéme temps abordé la question du réseau
cérébral impliqué dans le rappel de la mémoire épisodique a long terme. Dans notre tache
nous montrons que des aires du cortex préfrontal (cortex limbique et cortex cingulaire
antérieur) sont recrutées lors du rappel de la mémoire épisodique, et ce en test a 2 ou 4 ports,
indiquant qu’il participe trés t6t a la consolidation de la mémoire épisodique. Par ailleurs, la
corrélation entre les performances de rappel épisodique et I'activation du réseau cérébral
recruté montre que plus les animaux présentent de bonnes performances lors du rappel de la
mémoire épisodique et plus la coactivation dans le cortex cingulaire et le GD est forte,
suggérant que le rappel épisodique pourrait étre conditionné par un dialogue particulier entre
la partie dorsale du GD de I'hippocampe et le cortex cingulaire antérieur. Ces données
semblent renforcer la théorie des traces multiples (Nadel & Moscovitch, 1997) en I'étendant a

des formes de mémoires complexes comme la mémoire épisodique. A l'avenir, il sera
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intéressant d’étudier a trés long terme la consolidation systémique d’'une mémoire épisodique
et de déterminer les rbles respectifs de I'’hippocampe et du cortex préfrontal a plus ou moins
long terme. Certains auteurs montrent d'ailleurs chez I'Homme une implication de
I'hippocampe dans le rappel d’'une mémoire ancienne (plusieurs années) ainsi que la
participation précoce du cortex rétrosplénial et de différentes aires du cortex préfrontal dans la
mémoire épisodique (Gilboa et al., 2004; Squire, 2004; Diana et al., 2007; Hassabis &
Maguire, 2007; Daselaar et al., 2008). Chez 'animal, Bero et coll. montrent une implication
précoce du cortex préfrontal dans une tache de conditionnement de peur aux contextes
puisqu’il présente une forte activation de I'expression de Zif268 dés le rappel a court terme de
la mémoire et que son inactivation par optogénétique induit un déficit de mémoire a court et a
long terme (Bero et al., 2014). De plus, I'inactivation du cortex préfrontal & court terme aprés
'acquisition diminue I'expression de Zif268 dans l'aire CA1 de I'hippocampe suggérant un
dialogue actif entre le cortex préfrontal et I'hippocampe nécessaire a une consolidation
systémique rapide (Bero et al., 2014). Par ailleurs, ces auteurs montrent au sein du cortex
préfrontal une régulation importante de I'expression de génes impliqués dans la plasticité
synaptique et la formation mnésique deés le début de la phase de consolidation mnésique (1h
aprés acquisition), associée a un remaniement fonctionnel important des dendrites et des
synapses des neurones du cortex préfrontal (Bero et al., 2014). Ces résultats indiquent que
cette structure participe de facon active a la consolidation mnésique précocement en relation
avec I'hippocampe. De méme, une forte implication de I'hippocampe et du cortex préfrontal a
été évoquée dans la consolidation de la mémoire épisodique chez la souris (DeVito &
Eichenbaum, 2010; Devito & Eichenbaum, 2011). Ces auteurs montrent que la Iésion de
I'hippocampe provoque un déficit sévére du rappel de I'association des différentes
composantes de la mémoire épisodique « Quoi — Ou — Dans quel contexte » alors que la
Iésion du cortex préfrontal induit uniquement un déficit sur la composante « Ou », suggérant
ainsi que I'hippocampe jouerait un réle d’'intégrateur de 'ensemble des éléments composant le
souvenirs épisodique et que le cortex préfrontal serait plus impliqué dans une récupération
plus sélective des informations de source de I'événement (DeVito & Eichenbaum, 2010). La
mémoire de source se réfere aux conditions dans lesquelles une information a été encodée
(lieu, personne, contexte, période, date, etc.), ce qui est typiguement le cas dans la mémoire
épisodique, et particulierement dans notre situation ou des contextes spécifiques constituent
des éléments fortement discriminants. Chez 'Homme, la mémoire de source implique
fortement I'hippocampe (Rugg et al., 2012) mais aussi le cortex préfrontal aussi bien lors de
I'encodage que du rappel (Glisky et al., 2001), ce qui pourrait expliquer la forte activation du
cortex préfrontal lors du rappel dans notre tache. Ces données posent par contre la question
des mécanismes sous-tendant la communication entre ces deux aires cérébrales des
I'encodage du souvenir puis lors du rappel a long terme. Les nouveaux neurones produits

dans le GD de lhippocampe pourraient jouer un rble important dans le dialogue entre

202



I’hippocampe et le cortex préfrontal, peut-étre en permettant une meilleure discrimination des
éléments composant le souvenir épisodique en combinant mémoire des associations entre

éléments et mémoire de source.

L’autre résultat notable que nous avons obtenu sur le réseau recruté lors du rappel épisodique
concerne l'activation en c-Fos des différentes aires du cortex orbitofrontal mais pas en Zif268
et la corrélation négative entre les performances de rappel épisodique des animaux et
induction de Zif268 dans cette région cérébrale. En effet, nous montrons que moins les rats
sont performants lors du test de rappel et plus Zif268 est induit dans le cortex orbitofrontal.
Longtemps associé a la flexibilité (Stalnaker et al., 2015), cette aire corticale a été plus
récemment impliquée dans la représentation de séquences temporelles d’actions en réponse
a des situations nouvelles mais proches, ainsi que dans I'évaluation et le filirage des
informations perceptuelles (sociales, émotionnelles ou motivationnelles), dans I'expectative
d’'une récompense et de sa comparaison avec la réalité ainsi que dans l'apprentissage de
regles (Schoenbaum et al., 1999, 2002; Stalnaker et al., 2007, 2015; Wallis, 2007; Young &
Shapiro, 2011; Rudebeck & Murray, 2014). Ceci confére donc a cette aire un réle crucial dans
la prise de décision a l'interface entre les processus émotionnels, motivationnels et cognitifs et
la valeur attribuée aux stimuli environnementaux (Krawczyk, 2002). Il est également suggéré
que le cortex orbitofrontal pourrait faciliter la récupération de la mémoire en sélectionnant les
souvenirs les plus pertinents pour atteindre un objectif (Young & Shapiro, 2011). La perte de
I'association épisodique chez certains animaux induit une expression accrue de Zif268 dans le
cortex orbitofrontal pouvant indiquer que ces animaux ne sont pas sdrs de leurs décisions

aboutissant a I'activation de mécanismes de plasticité au sein du cortex orbitofrontal.

Lors du rappel de la mémoire épisodique dans le test a 4 ports, hous montrons une activation
en c-Fos et Zif268 du cortex rétrosplénial qui est corrélée positivement aux performances lors
du rappel épisodique. Cette structure occupe une place centrale entre I'hippocampe et le
cortex préfrontal (van Groen & Wyss, 1992; Wyss & Van Groen, 1992; Burwell & Amaral,
1998; voir pour revue Miller et al., 2014) qui lui confére un réle a la fois en tant que structure
d’entrée de I'hippocampe lors de l'intégration des signaux en provenance des différentes aires
corticales et a I'élaboration de la représentation spatiale et contextuelle de la mémoire, mais
également en tant que structure efférente de I'hippocampe impliquée dans les processus de
consolidation systémique a long terme (voir pour revue Miller et al., 2014). Le cortex
rétrosplénial participe a I'association entre des objets ou entre un comportement et un
contexte (Bar & Aminoff, 2003; Bar, 2004; Nelson et al., 2014; Kwapis et al., 2015). Certains
auteurs montrent que le rappel d'une mémoire épisodique chez 'Homme recrute cette aire
corticale (Gilboa et al., 2004; Hassabis & Maguire, 2007; Spreng et al., 2009) et que sa lésion
induit une perte des souvenirs anciens, un déficit de consolidation de nouvelles informations
ainsi que des déficits de mémoire épisodique (Valenstein et al., 1987; Bowers et al., 1988; voir

pour revue Miller et al., 2014). Chez I'animal, le cortex rétrosplénial est requis pour la
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formation d’'une mémoire de peur au contexte et son rappel a trés long terme (Maviel et al.,
2004; Gusev & Gubin, 2010; Katche et al., 2013a, 2013b). Récemment, il a été montré que la
consolidation de la mémoire a long terme dans cette tache est dépendante de la
communication entre le cortex rétrosplénial et I'hippocampe dans les 12 heures qui suivent
'acquisition, c'est-a-dire durant la phase d’action des mécanismes moléculaires de la
consolidation mnésique induit par les IEGs (Katche et al., 2010). Enfin, lorsque de nouvelles
informations associatives dépendantes de I'hippocampe peuvent étre intégrées dans un
schéma cortical préexistant, I'assimilation de ces nouvelles informations se produit tres
rapidement dans les aires corticales, dont le cortex rétrosplénial, impliquées dans la rétention
a long terme de cette mémoire (Tse et al., 2011). Cet ensemble de données suggere que le
cortex rétrosplénial joue a la fois un réle dans la consolidation a long terme d’'une mémoire
épisodique en participant a l'association des différents éléments formant les épisodes (ici
odeurs, places, contextes, renforcement) et dans la consolidation systémique en jouant un
réle de passerelle entre I'hippocampe et le cortex préfrontal lors de la mise en forme et/ou du
rappel de mémoires anciennes. Cette aire cérébrale sera donc a prendre en considération
pour les futures études des réseaux neuronaux impliqués dans la mémoire épisodique a trés

long terme.

L’analyse des aires cérébrales impliquées dans le rappel a long terme (24 heures) de la
mémoire épisodique dans un test a 4 ports restent préliminaires et il est a noter qu’a I'opposé
de ce que nous avons observé pour le test a 2 ports ou 100% des rats présentent un profil de
type « Quoi — Ou — Dans quel contexte », les rats sham et irradiés expriment dans ce test de
nombreux profils de réponse de rappel épisodique qui sont difficilement exploitables en terme
de moyenne de groupe. Ceci suggére qu’une analyse de réseau devra étre faite dans I'avenir
en lien avec les différents profils de réponse épisodique obtenus. De plus, I'analyse des aires
cérébrales par I'expression des genes immédiats précoces c-Fos et Zif268 donne une apercu
des régions activées par le rappel de la mémoire épisodique dans un test plus ou moins
interférent et reflete la totalité de la séance. Or nous avons vu que les performances des rats
dans cette tache évoluent au fil des essais, une analyse en temps réel (essai par essai) de
I'activation de différentes aires cérébrales par électrophysiologie pourrait donc apporter des
éléments supplémentaires sur le décours temporel de la reconstruction du souvenir

épisodique en lien avec I'activation des réseaux neuronaux.

Les résultats obtenus en imagerie cellulaire ouvrent également de nouvelles perspectives
d’études d’autres aires cérébrales impliquées dans la mémoire épisodique. Etant donné que
les émotions jouent un rble essentiel dans la mise en mémoire d’un souvenir épisodique a
plus ou moins long terme (Dere et al., 2010), il serait intéressant d’ajouter dans les prochaines
analyses I'amygdale, qui pourrait moduler I'activité du réseau hippocampo-cortical durant la
consolidation et le rappel épisodique via ses connexions réciproques avec I'’hippocampe et le
cortex préfrontal (Packard & Cabhill, 2001; McGaugh & Roozendaal, 2002; Paré, 2003). Des
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études d’imagerie ont d’ailleurs déja montré que I'amygdale est activée chez ’'Homme lors du
rappel d’'un souvenir épisodique (Markowitsch et al., 2000), renfor¢ant I'idée de I'importance
de la composante émotionnelle liée aux souvenirs épisodiques. L’amygdale pourrait en effet
jouer un réle important dans la perception des événements et l'intégration des émotions qui
leurs sont associés lors de la mise en mémoire a long terme des souvenirs épisodiques (voir

pour revue Pause et al., 2013).

C. Implication de la neurogenese adulte hippocampique

L’hippocampe est nécessaire a I'encodage et au maintien a long terme de la mémoire
épisodique. Les données sur l'implication et le recrutement des nouveaux neurones dans
I'encodage et la consolidation de mémoires dépendantes de I'hippocampe et ce d’'une fagon
d’autant plus forte que les informations a mémoriser sont proches et/ou demandent a étre
stockées et rappelées a long terme, nous ont amené a émettre I'hypothése que la

neurogenése pourrait jouer un rdle clé dans cette forme particuliere de mémoire complexe.

Pour cela, nous avons bloqué spécifiquement la neurogenése adulte hippocampique par
irradiation afin de préserver I'intégrité de I'hippocampe ainsi que la neurogeneése olfactive qui
joue un réle important dans différentes formes de mémoires olfactives (Lepousez et al., 2013;
Gheusi & Lledo, 2014). Nous avons décidé d'utiliser une irradiation de 15 Gy ciblée sur une
zone du cerveau comprenant I'hippocampe entier. L'efficacité de cette dose d’irradiation
comme modele de blocage irréversible de la neurogenése hippocampique est en accord avec
les données de littérature qui montrent que la prolifération des cellules progénitrices est
rapidement mais transitoirement altérée dés 2 Gy alors qu’avec des doses de 5 a 15 Gy elle
est fortement diminuée, et ce méme a trés long terme (120 jours) (Parent et al., 1999; Tada et
al., 2000). Ces mémes auteurs ont montré que suite a ce type d’irradiation, la prolifération des
nouvelles cellules présente toutefois un rebond au cours des deux semaines suivant
I'irradiation consécutive a la diminution brutale de la production de nouvelles cellules (Tada et
al., 2000). Néanmoins, I'utilisation d’'une dose de 15 Gy limite cet effet (Tada et al., 2000) et le
délai de deux mois d’attente entre l'irradiation et la tAche comportementale dans notre étude
limite non seulement cet effet de rebond mais aussi ceux liés a la réaction inflammatoire
consécutive a l'irradiation. Quinze semaines apres irradiation, nous observons une diminution
de 32% de la densité de cellules DCX+ présentes sur toute I'extension du GD et de 64% dans
le gyrus denté dorsal uniquement. Ces résultats d’efficacité de l'irradiation sont difficilement
comparables avec la littérature (voir partie 1, chapitre 3, Il, page 70) puisque les études
précédentes réalisées chez le rat soit n'utilisent pas le méme protocole d’irradiation (doses et
nombre), soit n'ont pas analysé le niveau de neurogenése a si long terme, soit la validation du
blocage de la neurogenése a été inférée de la survie des nouvelles cellules d’'un dge donné

en BrdU. Méme si l'analyse du marquage DCX concerne des cellules relativement jeunes
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(entre 3 et 21 jours chez le rat Long Evans), ce marqueur refléte le niveau de neurogenése
résiduelle sur une fenétre temporelle plus large que celle qui est évaluée avec la BrdU. De
méme, aucune étude n’a comparé le niveau de neurogenése résiduelle dans les différentes
parties de lhippocampe, l'analyse n'ayant été effectuée que dans la partie dorsale.
Néanmoins, I'étude utilisant le protocole le plus proche du nétre montre une diminution de
36% de la densité de cellules DCX+, 8 semaines apres irradiation dans I'hippocampe dorsal
(Hernadndez-Rabaza et al., 2009). L'absence de blocage de la neurogenése adulte dans les
parties intermédiaire et ventrale de I'hippocampe ne peut étre expliquée par un probléme
d’atténuation des rayons gamma dans les parties les plus ventrales puisque I'expression du
marqueur de dommages de I'ADN yH2AX a aussi été observée dans les parties les plus
profondes du cerveau par nos collegues du CEA. Les différences de blocage obtenues au
sein de l'hippocampe pourraient par contre étre expliquées par le fait que le taux de
prolifération des cellules progénitrices est 3 fois inférieur dans la partie ventrale que dans la
partie dorsale du GD (Bekiari et al., 2014), les rendant alors moins sensibles a [l'irradiation
puisque moins souvent en phase de division cellulaire dans cette partie postérieure de
I'hippocampe. Enfin, le fait que la diminution de la neurogenése adulte avec I'dge soit plus
forte dans la partie ventrale du GD que dans la partie dorsale et ce dés I'dge de 5 mois (Jinno,
2011a, 2011b), pourrait avoir pour conséquences de diminuer plus vite le niveau de
neurogenese chez les rats Sham et irradiés dans la partie ventrale et d’annuler au final la
différence entre ces deux groupes expérimentaux. Afin de vérifier ces hypothéses, il serait
intéressant d’analyser le niveau de neurogenése dans les parties dorsale, intermédiaire et
ventrale juste apres irradiation et de vérifier : 1) le taux de prolifération en BrdU et le taux
d’apoptose des cellules progénitrices du GD dans les partie dorsale et ventrale ; 2) le taux de
neurogenese des rats Sham et irradiés plus jeunes (2 mois au lieu de 6 mois) dans ces deux
mémes parties du GD. Par ailleurs, certains auteurs montrent que les neurones néoformés
chez la souris présentent une maturation plus lente dans la partie ventrale du GD que ceux
formés dans la partie dorsale (Piatti et al., 2011). Il est donc possible que les nouveaux
neurones chez le rat expriment plus longtemps DCX dans la partie ventrale et qu’'une partie
des effets de l'irradiation soit masquée par cette différence de la dynamique de maturation.
Cette hypothése pourrait étre vérifiée par une analyse plus fine de la maturation dendritique
des cellules néoformées DCX+ résiduelles chez les rats irradiés dans les parties dorsale et
ventrale. Méme si ces données supplémentaires fourniraient de précieuses informations sur la
dynamique de la neurogenése aprés irradiation, cette question n’est pas centrale dans cette
thése et ce modéle de blocage chez le rat reste selon nous un bon compromis. En effet, il est
efficace et focalisé sur I'hippocampe sans induire deffets déléteres pour l'analyse du
comportement, contrairement a certains antimitotiques délivrés par voie systémique ou par
injection intracérébroventriculaire, méme si cette voie d'injection limite les effets non

spécifiqgues sur le comportement tout en altérant la neurogenése hippocampique (Breton-
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Provencher et al., 2009; Moreno et al., 2009; Gheusi et al., 2013). Cette méthode de blocage
par irradiation focale semble par ailleurs résulter en une hétérogénéité individuelle du niveau
de neurogenése résiduelle que l'on peut considérer comme relativement proche d'une
situation physiologique telle que celle qui a pu étre observée lors du vieillissement (Drapeau et
al., 2003; Montaron et al., 2006). Couplée a une tache comportementale qui permet de révéler
des profils individuels de mémoire comme dans la ndtre, cette hétérogénéité de neurogenese
devient alors un atout pour mieux comprendre et renforcer I'analyse du réle fonctionnel des
nouveaux neurones dans les processus d’apprentissage et de mémoire, comme nous le
discuterons plus bas. Cette méthode de blocage présente néanmoins quelques inconvénients.
Premiérement, I'irradiation touche également les cellules progénitrices des oligodendrocytes
et les cellules vasculaires (Coderre et al., 2006; Panagiotakos et al.,, 2007) et entraine
I'activation de processus d’inflammation, notamment une activation des cellules microgliales
(Hua et al., 2012) dont le réle dans les processus mnésiques reste a ce jour inconnu. |l est
donc possible que cette activation microgliale perturbe la mise en mémoire d’une information.
Néanmoins, Monje et coll. montrent qu’elle est nécessaire a la diminution de la neurogenése
adulte aprés irradiation (Monje et al., 2003). Et deuxiemement, il est possible que 2 mois
apres irradiation, des processus de compensation se soient mis en place au sein des réseaux
neuronaux afin de pallier 'absence des nouveaux neurones du GD de I'hippocampe. Lazarini
et coll. montrent que malgré une diminution du nombre total de cellules nouvellement formées
au sein de la SVZ, les neurones restants survivent mieux a long terme ce qui aboutit in fine au
méme niveau de survie des cellules dans le bulbe olfactif (Lazarini et al., 2009). Il est possible
que ce méme phénoméne soit présent dans le GD de I'hippocampe aprés irradiation. Afin de
le vérifier, de la BrdU sera injectée chez les rats irradiés afin de vérifier la survie a long terme
des cellules nouvellement formées. Par ailleurs, il a été montré que [linactivation
pharmacologique de l'aire CA1 de I'hippocampe par optogénétique induit une augmentation
de l'activation du cortex cingulaire en compensation de I'inactivation de I'hippocampe (Goshen
et al., 2011), ce qui suggére une réorganisation des connections entre I'hippocampe et les
autres aires cérébrales induisant in fine une altération de base des réseaux neuronaux. Pour
cette raison, il apparait essentiel d’analyser I'activation des réseaux chez des rats irradiés non
soumis a la tache de mémoire épisodique pour analyser le réseau neuronal chez les animaux
présentant une diminution de la neurogenése adulte afin de déterminer si cette diminution
altere la connectivité fonctionnelle entre les différentes structures cérébrales étudiées. Ce
point parait critique notamment dans I'étude des mécanismes neuronaux a la base de la
consolidation systémique, qu'’il faudra prendre en considération lors de I'étude de la mémoire
épisodique ancienne. A l'avenir, I'activation ou linhibition spécifique lors du rappel a long et
tres long terme des nouveaux neurones recrutés lors de I'encodage permettra d’éviter ces
problémes possibles de compensation. Pour cela, 'utilisation des techniques d’optogénétique

via l'utilisation des récepteurs channelrhodopsin (Boyden et al., 2005) ou des techniques
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DREADDs (Armbruster et al., 2007; Urban & Roth, 2015) permettra I'activation ou l'inhibition
spécifiqgue des nouveaux neurones afin d’analyser plus directement I'impact fonctionnel des
nouveaux neurones dans le réseau cérébral impliqué dans I'encodage et la consolidation
d’'une mémoire épisodique. L’'avantage des outils d’opotogénétique est qu’ils permettent de
faire un lien de causalité direct entre I'inactivation ou I'activation des nouveaux neurones et le
comportement de I'animal lors des différentes phases de la tache. L'inconvénient majeur est
que cette technique présente un champ d’action réduit du fait de la propagation limitée du
signal lumineux pour cibler une population éparse de nouveaux neurones dans I'’hippocampe.
Cette techniqgue est par ailleurs difficle & coupler avec des enregistrements
électrophysiologiques multi-sites tels qu’ils sont réalisés aujourd’hui a Lyon sur ce projet. La
technique DREADDs a I'avantage de pouvoir, a la suite d’une injection intrapéritonéale d’une
molécule pharmacologique, inactiver ou activer la totalitt des nouveaux neurones
préalablement ciblés par le vecteur viral. Cette derniére technique peut étre par ailleurs plus
facilement couplée avec une approche électrophysiologique. Par contre, elle présente le
désavantage de fournir des informations sur I'effet de l'activation ou de linactivation des
nouveaux neurones sur une fenétre temporelle plus large que celle contrblée par
optogénétique, rendant plus difficile I'interprétation de leur impact direct sur la formation d’une
mémoire épisodique. De méme, I'adaptation de la tdche au modeéle souris dans le futur
permettra I'utilisation de différents modeéles transgéniques de blocage conditionnel de la
neurogenése ou de certains mécanismes moléculaires impliqués dans les processus

mnésiques.

Nos données montrent pour la premiere fois que la neurogenése adulte hippocampique joue
un role clé dans le rappel fiable des éléments épisodiques mémorisés a long terme (24
heures). En effet, en 'absence de nouveaux neurones, le souvenir de I'association épisodique
dans son intégralité semble fragile et sensible a l'interférence et son rappel est compromis
dans notre situation ou les éléments épisodiques ne sont pas strictement identiques de ceux
rencontrés durant 'encodage. Ces données pourraient illustrer, de fagon élégante dans la
cadre de la mémoire épisodique, '’hypothése actuelle sur le role des nouveaux neurones dans
'augmentation de la résolution des souvenirs encodés et consolidés afin de pouvoir les
rappeler de facon a discriminer deux événements proches. Cette notion de résolution de la
mémoire, proposée tres récemment par I'équipe de FH. Gage est définie comme la quantité et
la qualité des informations qui sont encodées et consolidées par I'hippocampe pour permettre
la mise en mémoire de souvenirs suffisamment précis afin de faire face plus tard a des
situations de rappel interférentes en engageant la fonction de séparation de patterns (voir
pour revue Aimone et al., 2011). Lorsqu’'une mémoire est encodée et/ou consolidée selon une
représentation peu précise, c'est-a-dire avec une faible résolution, le rappel précis de ce

souvenir lorsqu’il s’agit de le comparer a un autre souvenir proche, est compromis car elle ne

208



contient pas suffisamment d’informations pour déterminer si les deux souvenirs sont
identigues ou différents (Figure 56). Au contraire, lorsqu’'une mémoire est encodée et
consolidée selon une représentation plus précise, c’est-a-dire avec une forte résolution, les
informations qu’elle contient sont suffisantes pour dissocier deux souvenirs proches (Figure
56). Selon ce modéle, la formation constante de nouveaux neurones augmenterait donc la
résolution de la mémoire et donc le contraste entre deux ensembles d’événements proches

afin de pouvoir les distinguer, processus défini comme la fonction de séparation de patterns.
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Figure 56 : La neurogenése adulte hippocampique permet d’améliorer la résolution d’un souvenir
complexe

a. Dans un premier temps, I'animal est exposé a un événement composé de 6 items différents (A). Dans un
second temps, il est mis en présence des 6 items précédemment présentés et d’'un nouveau panel
relativement proche de 6 items connus ou nouveaux (B). Si son souvenir est peu résolu, c’est-a-dire qu’il n’a
encodé que quelques éléments (C), 'animal discrimine mal les 2 panels d’'items. Si au contraire son souvenir
est trés résolu, c’est-a-dire qu'il a encodé un grand nombre d’éléments (D) alors la discrimination des 2 panels
est améliorée. b. Si 'encodage d’un événement implique les nouveaux neurones (en vert), alors la résolution
du souvenir de cet événement est tres forte : arbre, nuage, oiseaux, soleil, maison et montagnes (gauche). En
absence de neurogenése, la résolution du souvenir est plus faible : arbre, nuage et maison uniquement
(droite). Extrait de Aimone et al., 2011, 2104

L’importance de la neurogenése adulte dans la fonction de séparation de patterns spatiaux
ou contextuels encodés et mémorisés a été mise en évidence récemment (Clelland et al.,
2009; Aimone et al., 2010, 2011; Creer et al., 2010; Sahay et al., 2011b; Yassa & Stark, 2011;
Luu et al., 2012; Nakashiba et al., 2012; Tronel et al., 2012; Swan et al., 2014), mais le role

exact des nouveaux neurones dans cette fonction reste inconnu. Il est possible que les
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nouveaux neurones, en ayant un impact particulier sur I'activité du réseau hippocampique,
permettent de contraster les informations mises en mémoire afin de favoriser par la suite leur
discrimination (voir pour revue Aimone et al., 2006, 2010, 2011, 2014; Sahay et al., 2011b).
Du fait de leurs propriétés particulieres d’hyperexcitabilit¢ durant une période critique
d’intégration fonctionnelle, les nouveaux neurones pourraient représenter une population
importante pour 'encodage et la consolidation d’'informations discrétes et/ou discriminantes et
permettre d’améliorer la résolution de I'information mémorisée. Les données que nous avons
obtenues sur limplication des nouveaux neurones dans la résolution de la mémoire
épisodique et le rappel de souvenirs proches dans une situation interférente sont originales
puisqu’elles montrent pour la premiére fois une implication des nouveaux neurones dans des
processus de séparation de patterns liés a une forme de mémoire complexe. En effet, dans
les tdches couramment utilisées dans I'étude du réle de la neurogenése hippocampique dans
la séparation de patterns, I'animal doit faire la différence entre deux séquences d’odeurs liées
aux contextes, deux localisations spatiales ou deux contextes simples plus ou moins proches
(Clelland et al., 2009; Sahay et al., 2011a; Luu et al., 2012; Nakashiba et al., 2012; Tronel et
al., 2012; Swan et al., 2014). Or, dans notre tache de mémoire épisodique la distinction entre
les deux épisodes fait appel a la séparation de nombreux éléments en méme temps : la
localisation des ports, les odeurs, les sons diffusés, le type de sol, les images projetées. Le
fait que les rats doivent mémoriser cet ensemble d’éléments en les associant les uns aux
autres tout en les discriminant, implique que les processus de séparation de patterns engagés
dans cette tache soient plus complexes et les résultats attendus sur le rdle des nouveaux
neurones dans cette derniére plus difficiles a modéliser. Les rats irradiés ne montrent pas lors
du rappel de déficit de séparation de patterns relatif uniquement a la localisation spatiale. Ceci
peut étre expliqué, comme pour les résultats obtenus lors de l'inactivation pharmacologique
de I'hippocampe, par une facilit¢ de I'encodage et de la mémorisation de la place dans cette
enceinte rectangulaire comparativement a ce qui a été montré en labyrinthe radial ou en
« touch screen » (Clelland et al., 2009). Une partie seulement des rats irradiés (27,3% vs 10%
de Sham) semble confondre le contexte testé de celui qui ne I'est pas (profil « Quoi — Ou —
Autre contexte »). Ceci peut étre expliqué par le fait que dans notre tache, les éléments du
contexte ne sont pas non plus aussi proches que ceux qui sont manipulés dans des études
montrant un déficit de séparation de patterns contextuels en I'absence de neurogenése
(Sahay et al., 2011a; Nakashiba et al., 2012; Tronel et al., 2012). Afin de mieux comprendre le
role précis des nouveaux neurones hippocampiques dans la séparation des différentes
composantes de I'association épisodique mémorisée, il serait intéressant de tester les rats
irradiés aprés I'encodage de 'association épisodique dans des situations de contextes et de
localisations plus proches ou partageant plus d’éléments communs. Comme propose
précédemment, ceci pourrait consister a utiliser les 2 mémes ports (P1 et P2) pour les

contextes E1 et E2 (plus ou moins proches en terme d’ambiance visuelle et sonore), en

210



associant les odeurs A+ et B- sur P1 durant I'épisode E1 et les odeurs C+ et D- sur P2 durant
I'épisode E2. Lors du test de rappel, les rats seraient replacés dans un contexte donné avec
les 2 ports utilisés durant I'encodage. Ce protocole permettrait premiérement de complexifier
les composantes spatiales et contextuelles pour diminuer le contraste entre les deux
épisodes. Deuxiéemement, il permettrait de tester I'animal dans une situation complétement
identique a celle de I'encodage mais interférente en termes de places et de contextes et non
en termes de situation de rappel d’'une mémoire différente de celle qui a été formée durant
I'encodage (comme c’est le cas dans le test a 4 ports). Ce nouveau protocole ne permettrait
par contre pas de tester I'utilisation flexible de la mémoire épisodique, une caractéristique
importante de cette mémoire chez 'Homme, telle que nous l'avons testé pour le moment.
L’'autre caractéristique de la mémoire épisodique humaine qui serait particulierement
intéressante de tester a la suite de ce travail est la capacité des rats sans neurogenese a
conserver leur souvenir épisodique a tres long terme (24 jours). Ces expériences devraient
nous fournir des données complémentaires nouvelles sur I'implication des nouveaux neurones
dans la formation et le rappel de mémoires épisodiques anciennes proches ou non et sur les
mécanismes qui sous-tendent leur réle dans la consolidation de ces mémoires au sein des

différents systemes de mémoires impliqués.

Nous avons d’ailleurs commencé a évaluer 'impact de la diminution de la neurogenése adulte
hippocampique sur le réseau cérébral impliqué dans la mémoire épisodique. La diminution de
la neurogenése adulte hippocampique perturbe I'activation du cortex rétrosplénial lors du
rappel de la mémoire épisodique en test a 4 ports. De plus, alors que les performances lors du
test de rappel de la tache sont fortement corrélées a l'activation du cortex rétrosplénial, la
diminution de la neurogenése abolit complétement cette corrélation. Etant donné le rble de ce
cortex a la fois dans la consolidation a long terme en participant a I'association des différents
éléments formant le souvenir et comme passerelle entre I'hippocampe et le cortex préfrontal
lors de la consolidation a trés long terme, le blocage de la neurogenése adulte pourrait
perturber le fonctionnement du cortex rétrosplénial, altérant ainsi la résolution de la mémoire
et perturbant in fine la consolidation a long terme et/ou le rappel du souvenir. Néanmoins, il
n'est pas exclu que le cortex rétrosplénial, placé juste au-dessus de I'hippocampe, soit altéré
suite a lirradiation. Par ailleurs, le blocage de la neurogenése adulte hippocampique abolit
également les corrélations entre I'activation de I'aire CA1 et les performances et induit méme
une corrélation négative entre I'activation de I'aire CA3 et les performances, suggérant que la
diminution du nombre de nouveaux neurones dans le GD perturbe la participation de
I’hippocampe a la mise en mémoire ou au rappel d’'un souvenir épisodique. L’étude de I'impact
du blocage de la neurogenése adulte sur le réseau neuronal impliqué dans le rappel de la
mémoire épisodique lors d’un test interférent reste pour le moment trés préliminaire. Pour aller
plus loin, dans un premier temps, étant donné la diversité de profils observée en test a 4 ports,

il faudra réaliser une analyse des activations de réseaux en fonction des profils de
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« recollection », ainsi qu’analyser les corrélations entre I'activation des différentes structures,
afin de mettre en évidence des activités de réseaux en fonction des performances. Il serait
également intéressant de corréler les niveaux de neurogenése observés chez les rats irradiés,
comme chez les rats Sham, avec I'activation des différentes structures en lien avec les
performances dans la tAche de mémoire épisodique afin de déterminer I'impact du niveau de
neurogenése sur les activittss de réseaux. Pour finir, des enregistrements
électrophysiologiques chez les rats Sham et irradiés dans différentes aires cérébrales
permettront de caractériser I'impact du blocage de la neurogenése sur la dynamique des
activités de réseaux en lien direct avec le comportement lors de I'encodage et du rappel du

souvenir épisodique.

Etant donné que la tache de mémoire épisodique ne repose pas sur le conditionnement des
animaux, il apparait un grand nombre de différences inter-individuelles que ce soit chez les
rats irradiés comme chez les rats Sham. Ceci pose la question d’un lien possible entre le
niveau de neurogenese adulte chez les rats associé a leurs performances lors du rappel de
la tache. Alors que le niveau de neurogenése n’est pas corrélé aux performances lors du
rappel de la mémoire épisodique en condition normale, la diminution de la neurogenése chez
les rats irradiés met en lumiére une corrélation positive entre le niveau de neurogenéese
restant et les performances dans la tache de mémoire épisodique. Ceci suggére donc qu’un
niveau minimum de neurogenése est requis pour favoriser la formation d’'une mémoire
épisodique fiable. Néanmoins lorsque le niveau de neurogenése n’est pas altéré
expérimentalement, un taux de neurogenése plus important n’est pas prédictif de bonnes
performances dans la tdche de mémoire épisodique, ce qui suggére qu’une variation de la
neurogenése dans une gamme physiologique n’est pas prédictive du niveau de performances
dans cette tache. Il a d’ailleurs récemment été montré que la diminution d’environ 30% de la
treés forte neurogenése hippocampique qui se produit pendant la période post-natale permet
d’améliorer les performances mnésiques a long terme d’animaux juvéniles, alors que
'augmentation expérimentale d’environ 50% de la neurogenése hippocampique adulte aprés
un apprentissage peut conduire a un déficit de mémoire (Akers et al., 2014), soutenant l'idée
qgu’un trop fort taux de neurogenése ne favorise pas toujours la mémorisation a long terme.
Ceci indique donc que le niveau de neurogenése doit se trouver dans une fenétre optimale a
’'amélioration de la résolution d’'un souvenir sans pour autant apporter de linstabilité au
systéme neuronal pouvant entrainer des interférences et perturber 'encodage. Pour vérifier
cette hypothése dans notre tache de mémoire épisodique, il serait intéressant d’augmenter la
neurogenese adulte hippocampique des rats en utilisant I'exercice physique par exemple, et
d’analyser les performances des animaux dans la tache lors d’un test de rappel plus ou moins

interférent a long et trés long terme.
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Par ailleurs, nous n’avons pour l'instant analysé le niveau de neurogenése qu’en termes de
cellules immatures exprimant DCX c’est-a-dire une population hétérogene en age de
nouveaux neurones sur lesquels l'apprentissage peut avoir des effets contradictoires en
fonction de celui-ci (voir partie 1, chapitre 3, page 69). Afin de déterminer l'influence de la
mémoire épisodique sur le recrutement des nouveaux neurones, il faudrait injecter de la BrdU
aux animaux puis les soumettre a la tache de mémoire afin d’analyser a long et trés long
terme le recrutement des nouveaux neurones durant leur période critique d’intégration qui se
situe entre 1 et 3 semaines apres leur naissance. La survie et le recrutement des nouveaux
neurones pourraient ensuite étre corrélés avec les performances des animaux lors du test de
rappel, mais également avec les activités de réseaux afin de déterminer finement I'dge auquel
les nouveaux neurones sont le plus susceptibles d’influencer la consolidation systémique

d’'une mémoire épisodique.

En résumé, l'analyse des performances des rats irradiés lors du rappel montre que leurs
performances sont beaucoup plus aléatoires et moins ciblées sur les éléments clés des
épisodes. Si certains animaux n’ont pas totalement perdu l'association épisodique, leurs
performances sont peu stables, se dégradant rapidement sur la durée du test, suggérant une
altération de la force du souvenir et un rappel moins robuste. Cette interprétation est fortement
renforcée par la corrélation positive entre le taux de neurogenéese résiduelle chez les rats
irradiés et leurs performances de rappel. Dans la cadre des données actuelles sur le role des
nouveaux neurones hippocampiques dans les fonctions de séparation de patterns et de
résolution de la mémoire, nous pouvons émettre I'hypothése selon laquelle I'absence, ou la
forte diminution, des nouveaux neurones dans le GD conduit a un déficit de la fonction de
séparation de patterns qui entraine une baisse de la résolution de la mémoire épisodique.
Cette baisse de résolution pourrait concerner des items discrets des épisodes (mémoire des
items) et/ou les associations multiples entre les items de chaque épisode qui permettent de
former et de reconstruire une mémoire épisodique intégrée. Quoi qu’il en soit, lorsque les
animaux sont replacés en situation de rappel, cette faible résolution de leur mémoire les
placerait en situation d’ambiguité vis-a-vis des stratégies de réponse a donner, en particulier
dans le test a 4 ports qui n’est pas strictement identique a la situation d’encodage. En termes
de circuits neuronaux, l'activation sélective de certains nouveaux neurones du GD pendant
leur période critique lors de I'acquisition et leur survie serait un mécanisme clé pour réaliser
cette fonction de séparation de patterns, conduisant & une orthogonalisation des
représentations neuronales d’événements mémorisés (voir pour revue Colgin et al., 2008;
Aimone et al.,, 2011; Yassa & Stark, 2011; Deng et al., 2013). Ceci est particulierement
important dans notre situation ou les animaux sont brievement exposés a deux épisodes
complexes, distincts, mais possédant des éléments communs. L'absence de nouveaux

neurones dans le GD de I'hippocampe, et les conséquences possibles sur I'activation en aval
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des réseaux neuronaux de la mémoire épisodique, pourrait donc perturber fortement la
résolution de la mémoire de chaque épisode, mais aussi I'orthogonalisation des
représentations neuronales des deux épisodes dont la distinction deviendrait ambigué,
affectant en aval la fonction de complétion de patterns suite a la prise d’informations

contextuelles qui est probablement déterminante pour la sélection de la place et de I'odeur.

D. Planification et mémoire prospective

La mémoire a deux fonctions : se souvenir du passé et planifier le futur. Nous avons vu qu’au
cours des 20 derniéres années, I'étude de la mémoire épisodique chez I'animal a montré qu’ils
sont capables de se souvenir d’'un événement particulier et de le replacer dans son contexte
spatio-temporel, malgré des différences évidentes entre ’'Homme et I'animal, ne serait-ce que
par le fait de 'absence de langage chez I'animal. Néanmoins, malgré une définition encore
tres liée a sa conceptualisation chez I'Homme, nous admettons une forme de mémoire
épisodique chez l'animal, suggérant que l'animal est capable d'utiliser une information
épisodique passée afin de faire face a une situation présente. Ceci suggére également que
les animaux ont conscience du temps passé. A linverse, est ce que les animaux sont
capables de voyager mentalement dans le temps, de planifier le futur et de former et utiliser

une mémoire prospective ?

A linverse de la mémoire rétrospective, la mémoire prospective consiste a former une
représentation d’'une action future programmeée par l'individu et de la garder en mémoire a
plus ou moins long terme, malgré d’autres besoins immédiats, jusqu’a son rappel au moment
approprié dans 'avenir (Voir pour revue Crystal & Wilson, 2014). C’est la capacité a « ne pas
oublier de se rappeler d’effectuer une action préméditée » et contrairement a la mémoire
rétrospective, elle ne fonctionne pas directement sur des stimuli extérieurs qu’elle enregistre. Il
est trés compliqué de mettre en évidence cette forme de mémoire chez I'animal puisqu’elle
repose sur une représentation mentale du futur et pour cette raison elle reste trés peu étudiée.
Récemment, quelques auteurs se sont intéressés a son étude chez le rongeur en analysant
un changement de comportement de I'animal en fonction d’'un événement a venir et qui
pourrait refléter la présence d’'une mémoire prospective. Crystal et coll. utilisent cette
observation et ont imaginé une expérience permettant de tester les capacités de la mémoire
prospective chez le rat (Wilson & Crystal, 2012; Crystal, 2013a, 2013b; Crystal & Wilson,
2014). Dans cette expérience, le rat a la possibilité de recevoir de la nourriture en trés grande
guantité une seule fois dans la journée. En paralléle, les rats sont engagés dans une tache de
discrimination de délais entre deux sons permettant d’obtenir une récompense appétitive,
mais distribuée en quantité moindre que lors du repas. Les auteurs observent que plus 'heure
du repas approche et moins les animaux sont performants dans la tache de discrimination de

délais, laissant supposer que les rats sont moins concentrés sur la réalisation correcte de la
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tache afin d’obtenir une récompense car le repas arrive. Ceci laisse supposer que les rats
planifient I'arrivée du repas et adaptent leur comportement en amont en fonction de ce qui va
se passer dans le futur. La planification consiste en effet a prévoir un événement futur qui va
se produire et a adapter son comportement afin de faire face a cet événement lorsqu'il se
produira. C’est donc un processus complexe qui nécessite de pouvoir se projeter dans le futur
en utilisant ses connaissances, qu’elles soient sémantiques ou épisodiques, afin de prévoir,
de visualiser 'événement a venir et de planifier le comportement a adopter dans le présent
afin de faire face a la situation future. Par exemple, nous devons organiser un diner pour des
amis et en prévision nous faisons des courses. Mais nous savons que tel ami est allergique
aux crevettes car il a fait un choc anaphylactique au dernier diner et nous avons da aller aux
urgences, nous planifions donc de ne pas acheter de crevettes pour ce diner. Néanmoins, ce
comportement adaptatif ne fait pas appel a un apprentissage et n'est pas préprogrammé,
nous sommes donc capables d’actualiser les informations si la situation est amenée a
changer. De plus, la planification doit faire face a un futur besoin. Par exemple, si nous faisons
trop a manger et que nous avons des restes ce n’est pas de la planification. Par contre si nous
faisons plus a manger en prévision d’avoir un repas pour le lendemain midi alors cela devient
de la planification. Chez I'animal il existe trés peu de données sur ce point. Les premiéres
études sur la planification ont été réalisées chez les geais et les auteurs montrent qu’ils sont
capables de planifier leur comportement de cache en fonction de leurs futurs besoins sans
apprentissage et sans que ce ne soit un comportement préprogrammé chez cette espece
(Clayton et al.,, 2005; Dally et al., 2006; Correia et al., 2007; Raby et al., 2007). Ce
comportement de planification a également été mis en évidence chez le singe (Osvath, 2009).
Santino est un chimpanzé du zoo de Furuvik en Suéde qui envoie des pierres sur les visiteurs
car leur présence I'énerve. Les soigneurs ont donc finit par enlever toutes les pierres visibles
de I'enclos pour éviter les accidents et ils se sont rendus compte alors que Santino a fini par
décrocher des morceaux de béton de I'enclos, les tailler en forme de disque et les cacher
soigneusement le long de I'enclos proche du passage des visiteurs en dehors des heures
d’ouverture du zoo lorsqu’il est calme, reflétant ainsi un comportement de planification. Par
ailleurs, lorsque le zoo est complétement fermé aux visiteurs pendant la période hivernale, il
arréte ce comportement et le recommence lors de la période d’ouverture du zoo, indiquant
bien que ce comportement n'est pas une habitude liée a un apprentissage mais bien un
comportement de planification. Ces études montrent que les animaux sont capables de
réaliser un comportement de planification dans une certaine mesure et il serait intéressant
d’analyser plus en avant ce comportement chez les rongeurs en adaptant la tache de
mémoire épisodique afin d’observer s’ils sont capables d’adapter leur comportement en
fonction de leur besoins futurs en dehors de tous comportements préprogrammés. Nous
pouvons imaginer dans notre aréne expérimentale une tache de mémoire prospective

reposant sur le principe développé par Crystal et coll. (Wilson & Crystal, 2012; Crystal, 2013a;
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Crystal & Wilson, 2014). Nous pourrions proposer aux rats de boire de I'eau sucrée en
gquantité une fois par jour dans leur cage en fin de journée, mais en parallele de les soumettre
a une tache de Go-No-Go dans laquelle 'odeur A est associée a de I'eau en petite quantité et
I'odeur B associée a de I'eau contenant de la quinine, une fois le matin et une fois I'aprés-midi
juste avant d’avoir accés a la boisson sucrée. Les performances des animaux durant la
session du matin vs celle de I'aprés-midi nous donneraient une indication sur le fait que les
rats planifient ou non I'accés futur a la boisson sucrée. Dans cette situation, si les rats peuvent
former et utiliser une mémoire prospective, nous pouvons faire la prédiction que les
performances en Go-No-Go I'aprés-midi seront dégradées par rapport a celle du matin. Cette
tache permettrait de tester le réle des nouveaux neurones dans cette forme de mémoire a

forte demande cognitive en analysant le comportement de rats irradiés.

De nombreuses études de blocage de la neurogenése adulte hippocampique ont montré
implication des nouveaux neurones dans les processus mnésiques dépendants de
lhippocampe. Grace a [Iutilisation de I'expression de génes immédiats précoces, le
recrutement des nouveaux neurones lors de la mise en mémoire ou du rappel d'une
information a été mis en évidence dans diverses tadches de mémoire et montre que le
recrutement de nouveaux neurones se produit durant leur phase critique de maturation et
d’intégration au sein des réseaux neuronaux préexistants de I'hippocampe. Néanmoins, le rble
fonctionnel de l'activation de ces génes et les mécanismes moléculaires qui sous-tendent ce
recrutement critique des nouveaux neurones pour participer a la consolidation mnésique n’ont

pas été explorés.

Il. Le géne Zif268, mécanisme de recrutement des nouveaux

neurones

La caractérisation phénotypique des souris Zif268" au laboratoire a permis de montrer que le
géne immédiat précoce Zif268 est nécessaire au maintien de la phase tardive de la PLT ainsi
gu’a la consolidation et a la reconsolidation a long terme de mémoires dépendantes de
I'hippocampe (Jones et al., 2001; Bozon et al., 2002, 2003a, 2003b). Compte tenu des déficits
mnésiques observés chez cette souris dans des taches qui mettent en jeu la neurogenése
adulte, nous nous sommes intéressés a l'implication de ce géne dans les processus de
neurogenése adulte hippocampique. Bien que le géne Zif268 soit couramment utilisé comme
marqueur d’activation et d’intégration des nouveaux neurones suite a des manipulations
comportementales, son réle fonctionnel dans les processus de neurogenése adulte n'avait

jamais été étudié. Les travaux présentés dans ce manuscrit montrent pour la premiéere fois
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que ce geéne contrble certains processus de maturation des nouveaux neurones durant la
période critique ou ils sont sélectionnés pour survivre et s’intégrer fonctionnellement au sein
de réseaux neuronaux préexistants de I'hippocampe. Alors que I'absence du géne Zif268 ne
perturbe pas la prolifération des cellules progénitrices, son absence méme partielle diminue la
survie des nouveaux neurones ageés de 21 jours, age a partir duquel les nouveaux neurones
expriment préférentiellement ce géne par rapport aux neurones préexistants. Nous montrons
d’ailleurs pour la premiére fois que le géne Zif268 peut étre exprimé dans des nouveaux
neurones assez jeunes (des I'age de 7 jours). Dans la littérature, les auteurs qui ont analysé
I'expression de ce géne dans les nouveaux neurones ne montrent pas d’expression de Zif268
sans stimulation, son expression n’étant induite par la PLT, le kainate, I'exploration d’'un
nouvel environnement ou un apprentissage que dans des nouveaux neurones agés au moins
de 2 semaines (Jessherger & Kempermann, 2003; Bruel-Jungerman et al., 2005; Tashiro et
al., 2007; Snyder et al., 2009a, 2012b; Clark et al., 2012; Jungenitz et al., 2013; voir pour
revue Veyrac et al., 2014). Cette différence entre nos observations et les données de la
littérature peut étre expliquée par le fait qu'une faible proportion de nouveaux neurones
exprime le gene Zif268 avant I'age de 3 semaines, ce qui nécessite d’analyser une grande

quantité de cellules BrdU+.

Dans notre étude, nous montrons que I'absence de ce géne abolit le recrutement lors du
rappel a trés long terme des nouveaux neurones agés de 18 jours au moment de I'acquisition
d’'une tache de mémoire spatiale dépendante de I'hippocampe. Cette absence de sélection
des nouveaux neurones pour participer aux processus mnésiques en l'absence du géne
Zif268 est probablement due au fait que la maturation fonctionnelle et morphologique des
nouveaux neurones est fortement perturbée. En effet, nos analyses montrent que 'absence
de ce géne entraine, durant la période critique d’intégration des nouveaux neurones (Aasebg
et al., 2011), un retard de la maturation fonctionnelle GABAergique et glutamatergique de ces
nouveaux neurones ainsi qu’'une altération prolongée de la croissance de leurs arborisations
dendritiques et une diminution importante de la densité de leurs épines dendritiques. Le
processus de sélection des nouveaux neurones dépendant de Zif268 se déroule entre la
deuxiéme et la troisieme semaine apres leur naissance. C’est durant cette période que les
nouveaux neurones recoivent les premiéres afférences glutamatergiques (voir pour revue
Hagihara et al., 2011; Toni & Sultan, 2011), que la transmission GABAergique dépolarisante
devient hyperpolarisante (Ge et al., 2006) et que l'arborisation dendritique et le nombre
d’épines dendritiques se développent le plus (Zhao et al., 2006; Toni et al., 2007; voir pour
revue Toni & Sultan, 2011). |l serait d’ailleurs intéressant de vérifier les propriétés
électrophysiologiques de ces nouveaux neurones notamment la facilitation de la PLT
puisqu’elle est altérée globalement en I'absence de Zif268 dans I'hippocampe chez les souris.
Il est en effet tout a fait envisageable qu’en plus de l'altération de la maturation morphologique

et fonctionnelle observée en I'absence de Zif268, les nouveaux neurones présentent un déficit
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de maturation de leurs propriétés électrophysiologiques, compatible et complémentaire avec

le déficit de recrutement observé lors de I'apprentissage.

Les étapes de maturation et de sélection des nouveaux neurones sont donc altérées en
absence du géne Zif268, qui pourrait donc étre a l'origine du déficit de recrutement des
nouveaux neurones observé lors du rappel d'une mémoire spatiale a trés long terme. Au
cours des dernieres années, de nombreuses molécules qui influencent la survie, la maturation
et l'intégration fonctionnelle des nouveaux neurones au sein des réseaux neuronaux ont été
identifiées (voir partie 1, chapitre 2, Ill, page 53; voir pour revue Mu et al., 2010; Sun et al.,
2011), parmi lesquelles les récepteurs NMDA, le co-transporteur au chlore KCC2b, les
facteurs neurotrophiques tels que BDNF, TrkB, FGF2 et NT3, les facteurs de transcription
CREB, Cdk5, DISC1 et KIf9, ou encore les facteurs de régulations épigénétiques Gadd45,
miR-132 et miR-124. Il est a noter que la majorité de ces facteurs ont été identifiés comme
des cibles directes ou indirectes du facteur de transcription Zif268 (Harada et al., 2001;
Baumgartel et al., 2009; Ma et al., 2009a; Ludwig et al., 2011; Gao et al., 2012; Van Loo et al.,
2012), ce qui fait du gene Zif268, en tant qu’IEG, un acteur majeur a I'origine des mécanismes
moléculaires contrélant les processus de neurogenése adulte et la sélection des nouveaux

neurones en relation avec I'apprentissage et la mémoire.

Y

Nos résultats nous ont amené a proposer un modéle du réle du gene Zif268 dans les
mécanismes de sélection et de maturation des nouveaux neurones qui sous-tendent leur

recrutement pour participer a la mise en mémoire d’une information spatiale (Figure 57).

En présence d’'une faible activation neuronale, I'expression de Zif268 dans les nouveaux
neurones &agés de 2-3 semaines est critique pour leur maturation morphologique et
fonctionnelle (Figure 57a). Lors d’'un apprentissage, une partie des nouveaux neurones de
I’hippocampe agés de 3 semaines est recrutée, Zif268 est exprimé, et ces nouveaux neurones
survivent et s’intégrent fonctionnellement au sein des réseaux neuronaux de I'’hippocampe
pour participer a la mise en mémoire du souvenir a trés long terme (Figure 57c). En absence
de Zif268, la population de neurones &agés de 3 semaines est réduite, la maturation
morphologique et fonctionnelle des nouveaux neurones restants est fortement altérée (Figure
57b) et ces nouveaux neurones ne sont pas recrutés lors d’un apprentissage spatial (Figure

57d), aboutissant a un déficit mnésique chez les souris KO.
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Figure 57 : ROle du géne Zif268 dans la maturation des nouveaux neurones, leur sélection et leur
recrutement lors d’une mémoire spatiale

a. En condition basale, I'expression du géne Zif268 est nécessaire a la maturation morphologique et
fonctionnelle des nouveaux neurones agés de 21 jours. b. L’'absence de Zif268 induit une mort accélérée des
neurones de 21 jours et un déficit de maturation fonctionnelle et morphologique des nouveaux neurones
restants. c. En condition d’apprentissage, les nouveaux neurones agés de 3 semaines sont recrutés pour
participer a la mémoire a trés long terme. d. L’absence de Zif268 empéche le recrutement des nouveaux
neurones par 'apprentissage. Extrait de Veyrac et al., 2013.

Néanmoins, étant donné que l'absence du géne Zif268 altére également la PLT dans
I'hippocampe, mécanisme de plasticité synaptique important pour la mémorisation, il est
difficile d'imputer les déficits mnésiques observés chez la souris KO uniqguement a un déficit
de neurogenese adulte. Si un déficit de PLT est également observé chez les nouveaux
neurones en I'absence de Zif268, ceci pourrait expliquer en partie le déficit de PLT observé
dans I'hippocampe. Ceci pose donc la question de savoir si ce sont les altérations de la
neurogenése adulte ou celles de la PLT dans le GD et dans d’autres régions cérébrales, ou
une combinaison des deux effets, qui sont responsables des déficits mnésiques. Pour
répondre a cette question, il serait nécessaire d’inactiver I'expression de Zif268 uniquement
dans les nouveaux neurones afin de caractériser les déficits mnésiques imputables

uniguement a leur implication. Cette derniére remarque appelle un point important de
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discussion concernant le choix du modeéle d’étude. En effet, I'utilisation d’'une souris KO pour
le géne Zif268 signifie que ce géne n’est jamais exprimé chez cette souris. Ceci pose la
question d’éventuels mécanismes de compensation qui pourraient se mettre en place chez
cette souris via I'expression accrue d’autres génes afin de pallier 'absence de Zif268. Il est
effectivement possible qu'un certain nombre de mécanismes de compensation se mettent en
place mais I'absence d’expression du gene Zif268 chez cette souris induit néanmoins des
déficits de mémoire, de maintien de la phase tardive de la PLT et de maturation des nouveaux
neurones hippocampiques, indiquant que si des mécanismes de compensation se mettent en
place, ils ne sont pas suffisants pour compenser les effets de I'absence du géne Zif268 sur les
processus mnésiques et la neurogenése adulte. Par ailleurs, certains des déficits observés
chez les souris KO sont également observés chez les souris hétérozygotes qui n’expriment
que 50% de la protéine, suggérant que le niveau d’expression de Zif268 est un élément
crucial dans les processus mnésiques et que méme une expression réduite de Zif268 n’est
pas suffisante pour pallier les déficits observés chez la souris KO, en tout cas pour ce qui est
de la PLT, de la mort accélérée des nouveaux neurones hippocampiques agés de 2 a 3
semaines et pour de nombreuses formes de mémoire dépendantes de I'hippocampe (voir
partie 2, Introduction, page 151). Dans I'étude de la neurogenése adulte, I'utilisation d’'une
souris KO pose également le probleme de savoir si le géne Zif268 est nécessaire dans les
nouveaux neurones eux-mémes ou dans les cellules environnantes de la niche neurogénique.
En effet, dans le cas de I'étude de la neurogenése, I'environnement des cellules progénitrices
et nouvellement formées influence fortement leur prolifération, leur survie et leur devenir. Ceci
pose donc la question de savoir si le géne Zif268 est nécessaire au sein de I'environnement
des nouvelles cellules, c'est-a-dire dans les cellules de la niche neurogénique du GD de
I’hippocampe, ou directement au sein des nouveaux neurones. Pour vérifier ce point, plusieurs
stratégies sont possibles. Premiérement, chez les souris KO, il serait possible de restaurer
I'expression de Zif268 uniquement au sein des nouveaux neurones en injectant directement
dans I'hippocampe un vecteur rétroviral avec une construction contenant le promoteur et la
séquence codante de Zif268, permettant ainsi une incorporation du transgéne uniguement
dans les cellules en division au moment des injections. Le suivi de la survie et du recrutement
de ces nouveaux neurones lors d’un apprentissage spatial nous permettrait de déterminer si
I'expression du géne Zif268 au sein des nouveaux neurones est suffisante pour restaurer les
déficits observés a la fois sur la neurogenése mais également sur la consolidation mnésique a
trés long terme. Une deuxiéme approche consisterait, chez des souris sauvages, a injecter un
vecteur rétroviral avec une construction contenant un ARN interférent dirigé contre 'ARN du
géne Zif268 permettant d’inhiber I'expression de ce géne uniquement dans les nouveaux
neurones d’'un dge donné. Ces approches permettraient de déterminer si c’est I'expression de
Zif268 dans l'environnement des nouveaux neurones, dans les nouveaux neurones eux-

mémes ou dans les deux qui est responsable des déficits observés chez les souris KO.
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Par ailleurs, nous avons vu que l'expression de Zif268 est activée dans les neurones de
différentes aires hippocampiques et cortico-préfrontales aprés l'apprentissage et apres le
rappel de mémoires récentes et/ou anciennes. Si le role de Zif268 dans la consolidation et la
reconsolidation mnésique de mémoires récentes est bien documenté, la fonction de
I'activation de ce géne lors du rappel de mémoires anciennes, en particulier dans le cortex
préfrontal, reste inconnue. En utilisant des vecteurs viraux ou une souris transgénique
conditionnelle chez laquelle I'expression du géne Zif268 pourrait étre spécifiguement inhibée
dans une structure cérébrale donnée (hippocampe et/ou cortex préfrontal par exemple) au
cours de I'apprentissage ou du rappel a différents temps post-apprentissage, il serait possible
de déterminer spécifiquement le réle de ce géne dans I'encodage, la consolidation initiale et la
consolidation systémique, ainsi que l'influence de I'absence de ce géne sur la communication

entre différentes aires cérébrales lors de la consolidation systémique.

Le géne Zif268 étant un acteur crucial des mécanismes de plasticité impliqués dans les
processus mnésiques, son réle dans la mise en mémoire et le rappel d’un souvenir épisodique
pourrait maintenant étre exploré en utilisant notre tache. Nous montrons déja que I'expression
de Zif268 est induite dans un certain nombre de structures cérébrales lors du rappel d’'un
souvenir épisodique, incluant I'hippocampe et le cortex préfrontal. Pour aller plus loin, nous
pourrions réaliser la taiche de mémoire épisodique en utilisant le modéle de souris Zif268-/-
afin de caractériser le role fonctionnel de ce géne dans I'encodage et la consolidation d’une
mémoire épisodique a long et tres long terme. Nous pourrions ensuite focaliser I'analyse sur
I'implication de Zif268 dans I'hippocampe et le cortex préfrontal, structures dont nous avons
montré I'implication dans la mémoire épisodique. Pour cela, nous pourrions injecter chez les
rats un vecteur lentiviral avec une construction contenant un ARN interférent dirigé contre
’ARN du géne Zif268, permettant d’inhiber son expression dans I'hippocampe ou dans le
cortex préfrontal, soit au moment de I'encodage, soit au moment du rappel a long ou trés long
terme afin d’analyser le réle de ce géne dans la consolidation systémique et le dialogue entre
I’hippocampe et le cortex préfrontal en mémoire épisodique. Par ailleurs, le rdle fonctionnel de
linduction de Zif268 dans ces structures aprés le rappel d’'une mémoire épisodique reste
inconnu. En effet, 'expression du géne Zif268, marqueur de plasticité, aprés le test de rappel
pourrait refléter la réactivation a I'identique de la trace mnésique sous-tendant le rappel du
souvenir mais pourrait également étre le signe d’'une reconsolidation mnésique. L’inhibition de
I'expression de Zif268 dans I'hippocampe ou dans le cortex préfrontal lors d’un test de rappel,
suivi d’'un second test de rappel a court et/ou a long voire trés long terme aprés le premier,
permettrait de déterminer si I'activation de Zif268 dans ces structures est liée a une phase de

reconsolidation mnésique.
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Enfin, compte tenu du rdle essentiel de ce géne que nous avons identifié dans le recrutement
des nouveaux neurones de I'hippocampe lors de la mémorisation dans une tache spatiale, il
serait particuliérement intéressant d’explorer le role de Zif268 dans le recrutement des
nouveaux neurones en relation avec les performances dans la taiche de mémoire épisodique.
Une premiere étape consisterait a analyser I'expression de Zif268 dans les nouveaux
neurones apres le test de rappel a long ou trés long terme de la mémoire épisodique. Ensuite,
une stratégie possible chez le rat serait d’injecter dans I'hippocampe un vecteur rétroviral avec
une construction contenant un ARN interférent dirigé contre 'ARN du géne Zif268, permettant
ainsi d’inhiber I'expression de ce géne dans les nouveaux neurones spécifiquement afin
d’analyser les mécanismes a l'origine de limplication des nouveaux neurones dans la

mémoire épisodique.
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It is well established that Zif268/Egr1, a member of the Egr family of transcrip-
tion factors, is critical for the consolidation of several forms of memory;
however, it is as yet uncertain whether increasing expression of Zif268 in neur-
ons can facilitate memory formation. Here, we used an inducible transgenic
mouse model to specifically induce Zif268 overexpression in forebrain neurons
and examined the effect on recognition memory and hippocampal synaptic
transmission and plasticity. We found that Zif268 overexpression during the
establishment of memory for objects did not change the ability to form a
long-term memory of objects, but enhanced the capacity to form a long-term
memory of the spatial location of objects. This enhancement was paralleled
by increased long-term potentiation in the dentate gyrus of the hippocampus
and by increased activity-dependent expression of Zif268 and selected Zif268
target genes. These results provide novel evidence that transcriptional mech-
anisms engaging Zif268 contribute to determining the strength of newly
encoded memories.

1. Introduction

There has nearly been a century of interest in the idea that encoding and storage of
information in the brain rely on changes in the efficacy of synaptic connections
within the neural networks that are activated during a learning experience, a pro-
cess required to form a stored memory trace available for recall. The prevailing
model for cellular consolidation underlying the laying down of memory suggests
that a sequence of events including receptor activation, synapse-to-nuclear signal-
ling and the activation of selective gene programmes and subsequent synthesis of
proteins is a key mechanism underlying the enduring modification of neural
networks required for the stability of memories. One critical step in this process
is the activation of a class of immediate early genes (IEGs) encoding inducible tran-
scription factors that interact with promoter regulatory elements on a host of
downstream late-response genes to regulate their expression. Zif268/Egr1 is one
such IEG encoding a zinc finger transcription factor of the Egr family that plays
a crucial role in the maintenance of hippocampal long-term potentiation (LTP)
and the consolidation of several forms of memories [1]. Studies in Zif268 knockout
mice highlighted a particular sensitivity to Zif268-deficiency of hippocampal-
dependent spatial learning and spatial recognition memory [2,3]. Consistent
with this, Zif268-deficiency was also found to impair the formation of stable hip-
pocampal place cell representations of novel environments [4]. Zif268 mRNA and
protein are also rapidly induced in association with LTP and in defined brain struc-
tures following learning or recall of several types of memory (see [5,6] for reviews)
and this can lead to a functional increase in Zif268 protein binding to its DNA con-
sensus Egr response element (ERE) [7]. Using a gain-of-function strategy in
transgenic mice, a recent study reported that enhanced neuronal expression of

© 2013 The Author(s) Published by the Royal Society. All rights reserved.
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Figure 1. Zif268 overexpression in the brain of the transgenic mice. (a) Coronal brain sections of Dox-induced expression of B-galactosidase in WT and Zif268-
overexpressing mice. Note the strong expression of /acZ in (A1, CA3 and dentate gyrus (DG) areas of the hippocampus (Hip), in neocortex (Ctx), medial caudate
putamen (CPu), amygdala (AM) and piriform cortex (Pir). Bottom right image shows sparse /acZ expression in perirhinal (PRh) and lateral entorhinal (Lent) cortices.
$2, somatosensory cortex; Pir, piriform cortex; LV, lateral ventricle. Scale bars, top: 2000 p.m, bottom: 500 p.m. (b) Photomicrographs showing higher Zif268 staining
in CA1, (A3 and DG of the hippocampus in Zif268-overexpressing mice. Scale bar, 50 m. (¢) The density of Zif268" cells was significantly increased in the DG of
Zif268-overexpressing mice compared with WT mice. *p << 0.05. (Online version in colour.)

Zif268 can slow down extinction of conditioned taste aversion
[8]. As resistance to extinction can be taken as a sign of stronger
memory formed during initial training, this raises the question
of whether Zif268 overexpression can directly facilitate the
formation of long-term memory.

In the current study, we therefore examined whether Zif268
overexpression can enhance the capacity for forming long-term
memory in a task that does not require an explicit reinforcer.
To this end, we assessed memory performance of transgenic
forebrain-specific Zif268 overexpressing mice and control litter-
mates in object and object—place recognition memory tasks,
allowing us to evaluate the impact of graded spatial demand
in the same paradigm. Novel object recognition memory
engages the perirhinal cortex as well as the hippocampus to
varying degrees depending on the experimental conditions of
the task, while object—place recognition memory is more
strongly dependent on hippocampal functions [3, 9-12]. Spatial
exploration of objects is associated with synaptic potentiation
in the hippocampus [13] and increased Zif268 expression in
the dentate gyrus of the hippocampus [14]. Whereas Zif268
knockout mice are impaired in both object and object—place
recognition memory, heterozygous mice carrying half the
complement of Zif268 are impaired in spatial, but not object
recognition memory, suggesting increasing dependence on
Zif268 activity as the explicit spatial demand of the task
increases [1,15]. We therefore predicted that Zif268 overexpres-
sion might be a prevalent aid to memory of the spatial location
of objects. Because Zif268 deficiency impairs LTP in the dentate
gyrus of the hippocampus [1], we also examined whether
Zif268 overexpression would enhance dentate gyrus LTP.

2. Zif268 overexpressing mice

We used inducible transgenic Zif268 overexpressing mice based
on the tetracycline-controlled transactivator system (rtTA2(S)-

M2), carrying a forebrain-specific CaMKIla promoter-rtTA2
transgene and a transgene carrying a bitetO-promoter fused
to a LacZ reporter gene and a Zif268 open reading frame as
described previously [8]. Experiments were performed blind
to the genotype and in accordance with the European Commu-
nities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC)
and the French National Committee (87/848). Transgenic and
control wild-type (WT) littermate mice (6—12 months old)
were maintained under constant temperature and lighting
conditions (22°C, 12 L: 12 D cycle) and received ad libitum dox-
ycycline (Dox)-supplemented food prepared daily (6 mg per
100 g of wet food, West-Ward Pharmaceuticals or a generous
gift from Mark Nelson, Paratek Pharmaceuticals) for at least 8
days before and then throughout the duration of the exper-
iments to induce Zif268 overexpression. Because of the limited
number of double transgenic mice available, females were
used for behavioural experiments (all tested the same day)
and males were used for electrophysiological measures (one
per day). To confirm that there was no sex-dependent effect
due to differences in Zif268 expression, we measured the level
of Zif268 and targets of Zif268 in females and males. Basal
levels of Zif268 (F31 = 1.53; p = 0.235), PSMB9 (F3 = 0.51;
p = 0.241) and synapsin II (F3 5, = 1.51; p = 0.241) were similar
in wild-type and Zif268-overexpressing females (1 =15) and
males (n = 10).

With this protocol of Dox supplementation, analyses of
B-galactosidase staining on brain sections [16] showed intense
labelling in neocortex, hippocampus, medial caudate putamen,
amygdala and piriform cortex of Zif268-overexpressing mice
compared with WT mice on Dox (figure 1a). In allocortical
regions such as the perirhinal and entorhinal cortices, labelling
was sparse compared with the neocortical area (figure 1a). To
examine expression of Zif268, we measured the density of
Zif268 expressing cells in hippocampal subfields by immuno-
fluorescence using a rabbit anti-Zif268 primary antibody
(1/1000; Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Zif268 positive
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cells were automatically counted under an Olympus BX60
microscope, coupled to a mapping software (MERCATOR PrO;
Explora Nova, La Rochelle, France), in CA1, CA3 and dentate
gyrus cell layers of the hippocampus (two sections per
animal, inter-section intervals 280 pm) to estimate cell density
(number of Zif268-positive cells per um?). The volume of each
layer was obtained from five sections (inter-section interval
280 pm) and the total number of neurons in each layer
was estimated using NeuN immunohistochemistry (mouse
anti-NeuN antibody, 1/2000, and goat anti-mouse antibody
conjugated to Alexa 647; Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) and conventional unbiased stereological quantification
methods, as described previously [17].

After Dox treatment, volumes of hippocampal subfields
were indistinguishable between WT and Zif268 overexpressing
mice (CAl: p > 0.05; CA3: p > 0.05; dentate gyrus (DG): p >
0.05; non-parametric Mann—-Whitney comparisons, data not
shown). Quantification of the number of neurons using NeuN
labelling also revealed no differences between genotypes (CA1:
p =005 CA3: p>005 DG: p>005 data not shown),
suggesting that gross hippocampal anatomy was not affected
in the transgenic mice. Analysis of basal levels of Zif268
expression revealed a moderate (figure 1b), but non-significant
increase in the density of Zif268-positive cells in CA1 and CA3
of Zif268-overexpressing mice (n=>5) compared with WT
(n =4) mice (CAl: Mann—-Whitney p > 0.05; CA3: p > 0.05;
figure 1b). In the dentate gyrus, however, a region where, in con-
trast to CA1 and CA3, basal expression is very low, there was a
significant 2.07-fold increase in Zif268-positive cells in zif268-
overexpressing mice (DG: p < 0.05; figure 1bc). This was
confirmed by quantifying the number of Zif268-positive nuclei
in relation to the total number of neurons. In the dentate
gyrus, there was a near twofold increase in the proportion
of Zif268-expressing neurons (WT: 124 + 0.15%; Zif268-
overexpressing mice (Zif268-over): 2.40 + 0.81%; p < 0.05),
whereas in CA1/CA3, the proportion of Zif268-expressing
neurons was much higher, but with a smaller and statisti-
cally non-significant increase in Zif268-overexpressing mice
(WT: 60.01 + 3.62%; Zif268-over: 69.47 + 8.79%, in CAl; WT:
14.09 + 1.49%; Zif268-over: 24.76 + 4.52% in CA3). In all, these
results show that, at the basal state, there is a substantial increase
in Zif268 expressing neurons in the dentate gyrus in our trans-
genic mice under Dox treatment, and only a moderate increase
in hippocampal pyramidal neurons. This, in comparison with
B-galactosidase staining, suggests a relatively rapid turover of
Zif268 proteins in this region in the transgenic mice.

3. Zif268 overexpression facilitates memory of
the spatial location of objects

To determine the effect of Zif268 overexpression on recognition
memory, we first evaluated performance in an object recognition
memory task using standardized procedures as previously
described [1,15]. Briefly, the experimental apparatus was a
black plastic square open field arena (45 x 45 x 30 cm) with
wood shavings on the floor and a cue card placed at a fixed
location on the top of one of the walls of the open field to facili-
tate spatial mapping. It was located in a room with dim lighting
and constant background noise, with a video camera mounted
above the test apparatus that relayed to a video tracking
system. General activity and exploratory behaviour of the ani-
mals were automatically recorded using ANY-mazE software
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(Stoelting Co., USA), and object exploration was manually “

scored. The criteria for exploration were based strictly on
active exploration, where the mouse had both forelimbs within
a circle of 4 cm around an object, head oriented towards it or
touching it with its nose. Mice were handled (twice a day for
2 days) and familiarized to the empty open field (2 days)
prior to the experiment. They were then allowed to explore
two different objects made of wooden pieces or assembled inter-
locking plastic Lego pieces of different shapes and colours, for
two 10-min sessions with a 10-min interval. Following a 1- or 3-
day delay, one of the familiar objects was replaced with a novel
object and the time spent exploring the familiar and novel objects
was measured and compared with chance level. The objects and
their spatial arrangement in the open field were chosen ina pseu-
dorandom order and were counterbalanced among individuals
and genotypes.

Exploratory behaviour during habituation to the open
field was similar in WT and Zif268-overexpressing mice
(total distance travelled: genotype: Student’s f-test, t = 1.7,
p > 0.05). Similarly, during the acquisition phase, mice of
the two genotypes spent similar lengths of time exploring
the two sample objects (WT: 134.7 s, Zif268-over: 1739 s;
t=12, p>0.05; data not shown), indicating no discer-
nible effect of Zif268 overexpression on locomotor activity
or novelty-seeking behaviour. When retention was tested
1 day or 3 days after training with different sets of objects,
both WT and Zif268-overexpressing mice explored the novel
object preferentially (figure 2a). Statistical analyses showed
that the time spent exploring the novel object was signifi-
cantly above chance levels in both groups and for both
retention delays, with no difference between genotypes
(WT 1 day: t=6.6, p<0.0001, n=13; Zif268-over 1 day:
t=33,p<001, n=9; WT 3 days: t =2.3, p<0.05, n=12;
Zif268-over 3 days: t = 3.0, p < 0.05; n = 9).

We then assessed the performance of WT and Zif268-
overexpressing mice in an object—place recognition memory
task following procedures described previously [15,18]. In
this task, three different objects were present during training
(consisting of two 10-min sessions with a 10-min interval)
and during the test conducted 30 min, 1 day or 3 days after
training, the spatial position of one of the objects was chan-
ged, in a counterbalanced manner among individuals, to a
new spatial location. The time spent exploring the displaced
and non-displaced objects was measured and compared
with chance level (50%, averaging the time spent exploring
the two non-displaced objects). During the retention test
30 min after training, mice of both genotypes explored the
displaced object above chance levels (WT: ¢ = 3.0, p < 0.01,
n=11; Zif268-over: t =3.2, p <0.01, n =9; figure 2b), indi-
cating similar level of short-term (30 min) object-place
memory. WT mice showed no evidence for long-term
object—place recognition memory, indicated by a similar
level of exploration of the displaced and non-displaced
objects, both at 1 day or 3 days post-training (WT 1 day:
t=06, p>005 n=20; WT 3 days: t=0.1, p>0.05 n=
19; figure 2b). Thus, with this more demanding task and a
relatively short exposure protocol during acquisition, WT
mice can form short-term but not long-term memory of the
spatial location of objects, as previously observed with a simi-
lar training regime [18]. By contrast, Zif268-overexpressing
mice still explored the displaced object significantly above
chance, both 1 day and 3 days after training (Zif268-over
1 day:t=24,
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Figure 2. Recognition memory in Zif268-overexpressing mice. (a) Schematic of the object recognition memory paradigm and retention performance of WT and
Zif268-overexpressing (Zif268-over) mice 1 and 3 days after training. The histograms represent the recognition index expressed as the per cent time spent exploring
the novel object over the total time of objects exploration. Both WT and Zif268-overexpressing mice spent significantly more time exploring the novel object at the 1
day (n =13 and n = 9, respectively) and 3 days (n = 12 and n =9, respectively) retention delays. (b) Schematic of the object—place recognition memory
paradigm and retention performance of WT and Zif268-overexpressing mice 30 min, 1 and 3 days after training. Both WT (n = 11) and Zif268-overexpressing
mice (n = 9) showed preferential exploration of the displaced object at the 30 min delay (left histograms). WT mice no longer showed a preference for the dis-
placed object at the 1 day (n = 20) or the 3 days (» = 19) retention tests with the training protocol used in this study, whereas Zif268-overexpressing mice still
spent significantly more time exploring the displaced object at both the 1 day (n = 16) and 3 days (n = 16) retention delays, indicating that Zif268 overexpression
fadilitates the formation of long-term object —place recognition memory. The horizontal line represents equal exploration of the familiar and novel (a) or displaced

(b) objects. *p << 0.05, **p << 0.01, ***p < 0.005 compared with chance.

p <005 n=16; Zif268-over 3 days: f=34, p<0.005,
1 = 16; figure 2b), indicating that Zif268 overexpression results
in enhanced object—place long-term recognition memory.

4. Zif268 overexpression enhances dentate gyrus
long-term potentiation

Next, we examined the effect of Zif268 overexpression on synap-
tic transmission and LTP at the medial perforant path (MPP)
to dentate granule cell synapses in vivo. Stimulation procedures
and electrophysiological recordings were performed as pre-
viously described [19]. Briefly, WT and Zif268-overexpressing
mice (1= 5-6 per group) were anaesthetized with a mixture
of oxygen (Air Liquid Santé, Bonneuil-sur-Marne, France) and
isoflurane (CSP Translab, Cournon, France) during surgery
and throughout recordings. Animals, held in a stereotactic
frame and maintained at a constant body temperature of
37.0 + 0.5°C, were implanted with concentric bipolar stimulat-
ing electrodes in the perforant path (3 mm lateral to lambda,
depth approximately 1.5 mm from brain surface) and a boro-
silicate glass micropipette recording electrode containing a

silver wire immersed in saline lowered into the dendritic layer
of the ipsilateral dentate gyrus (2 mm posterior to bregma,
1.6 mm lateral, approximately 1.5mm from brain surface).
After surgery, low-frequency baseline stimuli (60 s monopha-
sic pulses, 0.033 Hz) were delivered to evoke a population
field excitatory postsynaptic potential (fEPSP), stored for off-
line analysis of the maximum slope of the rising phase of the
fEPSP as described previously [1,19]. Analyses were performed
using one- and two-way analyses of variance (ANOVA) with
genotypes as between factor and intensity and time as within
factors. Statistical significance was set at p < 0.05. Significant
main effects were further analysed by post hoc comparisons of
means using Student-Newman-Keuls tests.

After a stable response was established, input-output (I/0)
curves were generated using a range of stimulus intensities (0-
600 wA; three responses for each intensity). I/O curves in both
WT (n = 6) and Zif268-overexpressing mice (1 = 5) showed a
typical increase in the fEPSP with increasing stimulus strength
(figure 3a). The slope of the fEPSP increased significantly with
intensity for all mice (F;s5,135 = 40.47, p < 0.0001), and although
the 1I/O curve in Zif268-overexpressing mice was slightly
above that of the WT mice (figure 3a), no significant difference
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Figure 3. Synaptic transmission and plasticity in the dentate gyrus of
Zif268-overexpressing mice. (a) The graph plots stimulus— response relationships
at MPP—granule cell synapses using a range of stimulation intensities
(0—600 A) in anaesthetized WT and Zif268-overexpressing mice (Zif268-
over). Each data point is an average of fEPSP slope values from three responses
(abscissa in the log scale). No significant change in the 1/0 relationship was
observed between WT (open circles, n = 6) and Zif268-overexpressing mice
(filled circles, n = 5). (b,c) Dentate gyrus LTP in WT and Zif268-overexpressing
mice. (b) Time course of LTP induced at MPP—granule cell synapses (WT: open
cirdes, n = 6; Zif268-over: filled circles, n = 5). Responses were recorded for
30 min before and 90 min after the tetanus (arrow) to the MPP. Each data
point is an average of 10 consecutive responses recorded over 5 min. All mice
showed significant potentiation of fEPSP slope after tetanic stimulation. Inserts
are sample waveforms from a WT (a) and a Zif268-overexpressing mouse
(b) recorded before (grey line) and 10 min after tetanic stimulation (black
line). Scale bars, 1.5 mV; 10 ms. (c) Per cent potentiation of the fEPSP over
three 30 min periods post-tetanus. LTP in Zif268-overexpressing mice was of a
higher magnitude and lasted longer than in WT mice. Significant difference
from baseline: *p << 0.05; **p << 0.01, ***p < 0.005.

was observed (genotype effect: Fjj35=045 p>0.05;
genotype x intensity interaction: Fys5435 = 1.01, p > 0.05), indi-
cating normal basal synaptic transmission in the transgenic mice.

We then examined LTP in the same mice. To this end, test
stimuli were delivered at 0.033 Hz for 30 min at an intensity
to evoke an fEPSP slope at 50% of maximum, to establish a
baseline. A tetanus was then delivered to the MPP, which con-
sisted of six series of six trains of six stimuli at 400 Hz, 200 ms
between trains, 20 s between series [1,19]. Pulse-width was
doubled during the tetanus. After the tetanus, low-frequency
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stimulation was resumed for 90 min. The stimulus intensity
used in both groups of mice was comparable between geno-
types (WT: 235 + 49 pA; Zif268-over: 218 + 47 pA; genotype
effect: F; o= 0.058; p > 0.05), as was the mean fEPSP slope
values during baseline (WT: 1.14 + 0.14 mV ms Zif268-
over: 0.79 +0.16 mV ms™; genotype effect: Fjq=2.875;
p > 0.05). Tetanic stimulation of the MPP resulted in a robust,
long-lasting potentiation of the fEPSP slope in both groups
(figure 3b). Immediately after the tetanus, however, the magni-
tude of potentiation of the fEPSP measured during the first
5min was significantly enhanced in Zif268-overexpressing
mice compared with WT mice (WT: 27.26 + 14.53%; Zif268-
over: 83.71 + 17.84%; genotype effect: F; = 6.16, p < 0.05).
Potentiation of the fEPSP remained above that of WT
mice for the duration of recording, although the magnitude
of LTP decreased progressively for both genotypes (time
effect: Fy7,153 = 21.26, p < 0.0001; genotype x time interaction:
Fi7,153 = 5.53, p < 0.0001; figure 3b). Analysis of the averaged
magnitude of fEPSP potentiation across successive 30 min
periods post-tetanus (figure 3c) revealed significant effects
of genotype (Fy36=7.57, p<0.01) and time (F33¢ = 10.75,
p < 0.0001). In WT mice, potentiation of the fEPSP was signifi-
cantly above baseline for up to 60 min (0-30 min: F; ;o = 4.96,
p < 0.05; 30-60 min: F; 19 = 5.33, p < 0.05), but not thereafter,
whereas it remained significantly above baseline for the dur-
ation of recording in Zif268-overexpressing mice (0—-30 min:
Fy,8=137.28, p <0.0005; 30-60 min: Fg=18.66, p < 0.005;
60-90 min: F; g = 6.15, p < 0.05). Thus, these results indicate
that Zif268 overexpression does not change basal synaptic
transmission but increases the magnitude and prolongs the
duration of LTP in the dentate gyrus in vivo.

5. Zif268 overexpression increases activity-
dependent expression of ZIF268 and
target genes

LTP is associated with the activation of several intracellular
signalling pathways, some of which direct rapid and transient
activation of transcription factors, among them Zif268, leading
to the expression of specific gene programmes. We therefore
examined whether and to what extent LTP in Zif268-overexpres-
sing mice would lead to enhanced activation of selected Zif268
target proteins. For this, the dentate gyri ipsilateral and contralat-
eral to the site of LTP induction were removed 3 h after LTP
induction in WT (n=5) and Zif268-overexpressing (1 = 5)
mice, a time point associated with activation of several LTP-
associated genes [20,21]. We selected two downstream targets
of Zif268, synapsin Il and the proteasome 20S B-subunit PSMB9
(LMP2), a subunit of the proteasome belonging to the multisubu-
nit catalytic core of the proteolytic machinery [22], to examine
their expression following LTP. Both genes possess Zif268 binding
sites on their promoter regions [23-25]. Dentate gyrus tissue was
processed for western blotting as described previously [26], using
anti-synapsin II (1/15000 in TBST BSA 5%, Abcam, France) and
anti-PSMB9 (1/1000 in TBST BSA 5%, Abcam, France) antibodies.
We also examined Zif268 expression using anti-Zif268 antibodies
(1/1000 in TBST BSA 5%, Cell Signalling, Ozyme, France). Protein
values were normalized first to actin and then calculated as a per
cent change from the contraleral side of the Zif268 WT mice.
Overall analysis of variance (ANOVA) showed a signifi-
cant difference in the expression of Zif268 between groups
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(c) PSMB9 protein expression was measured by westem blotting from the dentate gyrus taken 3 h after induction of LTP (LTP side) and from the contralateral (non-
stimulated) side (Cont). Data for each protein and genotype are normalized to the reference protein (3-actin and expressed as a per cent change relative to protein
levels in the control side of WT mice. There was a trend towards an increase in Zif268, but not synapsin Il or PSMB9 expression after LTP in WT mice, and a higher
and significant increase of all three proteins after LTP in Zif268-overexpressing mice (Zif268-over). Sample western blots of each protein and actin are represented

above the histograms. *p << 0.05.

(F3,16 = 6.19; p < 0.01; figure 4a). In the control, non-stimulated
dentate gyrus contralateral to the site of LTP induction, there
was no significant difference between genotypes (Fisher’s
post hoc p > 0.05). This probably reflects the impracticality of
western blotting from whole dentate gyrus tissue to detect
small increases in the number of Zif268-positive neurons in
this region, compared with quantification of immunolabelled
neurons. Following LTP, there was a small but not significant
increase in expression of Zif268 in WT mice (LTP versus control
side, Fisher’s post hoc p > 0.05; figure 4a) as expected at this
relatively late time point [7]. By contrast, in Zif268-overexpres-
sing mice, the increase in Zif268 expression 3 h following LTP
reached a high level, significantly above that of the control,
non-stimulated sides of the WT and Zif268-overexpressing
mice (Zif268-over: LTP versus control side, p < 0.05; Zif268-
over LTP side versus WT control side, p < 0.05; figure 4a).
Overall, while our Zif268-overexpressing mouse line shows a
significant but moderate increase in the number of Zif268-
expressing dentate gyrus neurons at basal levels (figure 1), a
major feature is an enhanced capacity for activity-dependent
expression of Zif268.

Analyses of synapsin II and PSMB9 expression revealed
significant differences between genotypes for both proteins
(F316 = 3.68; p < 0.05 and F315 = 3.43; p < 0.05, respectively).
In WT mice, there were no significant changes in synapsin II
or PSMB9 protein levels after induction of LTP (WT mice:
LTP versus control side, Fisher’s post hoc p > 0.05 for each
protein; figure 4bc). However, in Zif268-overexpressing
mice, which displayed large overexpression of Zif268 after
LTP, LTP resulted in a significant increase in both synapsin
II and PSMB9 expression (Zif268-over: LTP versus control
side, Fisher’s post hoc p < 0.05 for each protein; figure 4b,c),
suggesting that Zif268 overexpression can boost regulation
of target genes in an activity-dependent manner.

6. Discussion

The evidence to date suggests that rapid regulation of the
expression of IEGs encoding inducible, regulatory transcription
factors is a key mechanism of the genomic response underlying

synaptic plasticity and the modification of neural networks
required for the stabilization of memories. In neurons activated
by learning, these transcriptional events are thought to mediate
the activation of selective gene programmes and subsequent
synthesis of proteins, leading to stable functional and structural
remodelling of the activated networks, so that the memory can
later be reactivated upon recall. Over the last decades, novel
insights have been gained in identifying key transcriptional reg-
ulators that can control the genomic response of synaptically
activated neurons. Here, as an example of this approach, we
focused on one such activity-dependent transcription factor,
Zif268, known to be implicated in neuronal plasticity and
memory formation. Whereas targeted deletion of the Zif268
gene results in profound impairments of several forms of
long-term memory, including a fundamental memory ability,
recognition memory [1,2,15,27], here we report that over-
expression of Zif268 in forebrain neurons in mice is sufficient
to augment the mice’s ability to form a long-lasting spatial
recognition memory. These findings, together with the demon-
stration that Zif268 overexpression can slow down extinction of
conditioned taste aversion [8], clearly add to the growing evi-
dence that Zif268 brain expression is an important factor for
establishing stable long-lasting memories.

Interestingly, in previous experiments we showed that half
the complement of Zif268 in heterozygous mutant mice is not
sufficient to allow the formation of a memory for the spatial
location of objects as heterozygous mice are impaired in this
task, however it is sufficient to form a memory of the nature
of the objects [15]. Mirroring this, overexpression of Zif268
leads to enhancement of the more demanding memory for
the spatial location of objects, but not to improvement of
object memory over and above that observed in WT mice. As
discussed in detail previously, object recognition memory
engages the perirhinal cortex [12] and the hippocampus with
varying degree of requirement depending on the experimental
conditions of the task, in particular the complexity and richness
of the spatial context during objects exploration and their con-
sequences on the ability to form spatial configurations,
associative relationships between items and objects—scene
relationships [3, 9-11]. The formation of object memory also
recruits several of the same cellular and molecular mechanisms
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in both structures (reviewed in [3,12]). Our B-galactosidase
expression results, however, suggest moderate, if any, over-
expression of Zif268 in the perirhinal cortex. This may
explain the apparent absence of enhancement of novel object
recognition memory in our experimental conditions. However,
it remains possible that the absence of improvement of object
recognition memory, at least within the limit of 3 days after
the mice first encountered the objects, is simply due to a ceiling
effect, the control mice displaying robust long-term object
memory at this delay. Alternatively, it is also possible that
object memory is less sensitive to variations in Zif268
expression, as exemplified by the absence of deficit in this
task in Zif268 heterozygous mice [1].

Spatial recognition memory places higher demands on hip-
pocampal processing of information and Zif268 heterozygous
mice display as much impairment in spatial memory as
Zif268 homozygous mutant mice, while they are less impaired
in tasks that do not place a high demand on hippocampal
function [1], suggesting hippocampal functions are highly
dependent on Zif268 gene expression dosage. In support of
this idea, it has been shown in contextual fear conditioning
that partial knockdown (by approx. 66%) of Zif268 by injection
of antisense oligodesoxynucleotides in the hippocampus is
insufficient to affect consolidation of contextual fear memory,
but impairs its reconsolidation after recall [28], a memory
process that is more vulnerable to interfering treatments than
initial consolidation (see [29] for a review). The ubiquitin—-
proteasome system has also been involved in reconsolidation
processes and during updating of memory content [30,31].
Furthermore, in a context pre-exposure facilitation paradigm,
Zif268 downregulation was shown to prevent updating
of the hippocampal memory content when new informa-
tion present at recall is linked to the retrieved memory [31].
These findings, together with the present results with Zif268
overexpression, highlight the importance of Zif268 gene
expression dosage in determining the strength of memory in
relation to task difficulty and cognitive demand.

Our results using conditional mice overexpressing Zif268
in several structures of the forebrain cannot address precisely
the issue of structure-specificity. However, the above findings
all suggest a high sensitivity of hippocampal functions to
Zif268 gene expression dosage and thus lead to the proposal
that in spatial/contextual and relational memory tasks, hip-
pocampal Zif268 expression levels become increasingly vital
for the hippocampal component of the memory trace. In
this brain area, in particular in the dentate gyrus, the extent
of Zif268 expression after LTP correlates with the persistence
of LTP [32,33] and LTP in Zif268 knockout mice cannot be
maintained over 24 h, a phenotype found in both homozygous
and heterozygous Zif268 mutant mice [1]. Mirroring this, we
now report that dentate gyrus LTP, but not basal synaptic
transmission, is enhanced under conditions of Zif268 over-
expression, although in this case even the induction phase of
LTP was enhanced, suggesting that Zif268 overexpression
may modify expression of as yet unknown molecular/cellular
synaptic components involved in induction of LTP. In the con-
tinuing debate about the role of LTP mechanisms in memory,
these findings provide an important complement to the
suggestion that synaptic changes brought about by LTP and
during memory consolidation and storage share, at least in
part, common underlying molecular mechanisms.

Mechanistically, exploration of objects in an arena is associ-
ated with the slow development of NMDA receptor-
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dependent synaptic potentiation in the hippocampus that

can be occluded by prior induction of LTP, resulting in recog-
nition memory deficits [13]. At the molecular level, several
canonical cell-signalling cascades are activated (reviewed in
[3,34]), including the MAP kinase cascade [26] known to be
instrumental for LTP-induced regulation of Zif268 [35].
Further, expression of Zif268 is rapidly induced in the dentate
gyrus of the hippocampus following spatial exploration of
objects [14]. Here, we also found enhanced or prolonged
LTP-induced expression both of Zif268 itself and of two
Zif268 target genes in Zif268-overexpressing mice, suggesting
that increasing the levels of Zif268 increases the capacity for
activity-dependent regulation of downstream gene pro-
grammes. Synapsin II contributes to regulation of transmitter
release whereas PSMB9 is part of the ubiquitin—proteasome
system. Although we observed a significant upregulation of
these two target proteins and of Zif268 in overexpressing
mice 3 h following the induction of LTP, this is not the case
in WT mice. It is possible that the time post-LTP is not the opti-
mal window in which to detect significant changes in
expression of these proteins in WT mice and that, as for
Zif268 itself, the observed changes in synapsin II and PSMB9
expression reflect a prolonged wave of expression following
LTP in Zif268-overexpressing mice. In the absence of evidence
clearly documenting the time course of regulation of these pro-
teins following induction of LTP, we cannot rule out, however,
the possibility that they may be functionally regulated by
alternative signalling pathways when Zif268 is overexpressed.
Although the precise mechanisms by which Zif268 overexpres-
sion facilitates LTP and long-term spatial recognition memory
are unknown, the increased neuronal capacity to regulate
Zif268 downstream gene programmes may be one mechanism
underlying the enhancement of LTP and the facilitation of the
formation of a long-term recognition memory. Although sev-
eral potential Zif268 target genes bearing ERE consensus
sequences on their promoter regions have been suggested
[23,25,36], characterizing the selective gene programmes con-
trolled by Zif268 in relation to learning and memory remains
a challenge for future research.

There is also accumulating evidence that transcriptional
changes underlying long-term memory are supported by epige-
netic modifications across diverse brain regions, including DNA
methylation and posttranslational modifications of histone tails
such as phosphorylation, acetylation and methylation [37].
Several findings suggest an important role of Zif268 in experi-
ence-dependent epigenetic mechanisms that underlie memory.
For example, regulation of histone methylation at the Zif268
promoter can facilitate contextual fear memory [38], histone
H4 acetylation at the Zif268 promoter correlates with Zif268
expression in the hippocampus [39] and histone acetylation
critically modulates object recognition memory consolidation
[40]. Furthermore, exploration of objects was recently shown to
trigger rapid phosphorylation, acetylation and methylation of
histones at the Zif268 promoter in the hippocampus and the pre-
frontal cortex [41]. Blocking these epigenetic marks at the Zif268
promoterimpairs recognition memory, while their enhancement
by intensive training or by transgenic intervention favours
recognition memory [41]. Finally, Zif268 can mediate epigenetic
programming via DNA methylation and histone posttransla-
tional modifications to influence downstream gene regulation
[42,43]. Down-regulation of Zif268 has been observed in ageing
or certain diseases leading to cognitive deficits [44-46]. Selective
intervention on these epigenetic mechanisms at the Zif268
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promoter to enhance its expression could be one promising tool
for attempting to rescue certain cognitive deficiencies.
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Résumé

La neurogenése adulte du gyrus denté de I'hippocampe joue un rble essentiel dans les processus
mnésiques dépendants de I'hippocampe, mais son role dans des formes complexes de mémoire comme la
mémoire épisodique n’a jamais été exploré. Le travail de cette thése porte sur I'étude de l'implication des
nouveaux neurones de I'hippocampe dans la mise en mémoire d’un souvenir épisodique a long terme.
Nous avons développé une nouvelle tache de mémoire épisodique reposant sur la présentation
occasionnelle d’épisodes permettant d’encoder des informations de type « Quoi — Ou — Dans quel
contexte ». Nous montrons pour la premiére fois que les rats sont capables de se souvenir a trés long
terme de brefs épisodes de vie et d'utiliser cette mémoire d’'une maniére flexible. La caractérisation des
profils de rétention permet d’accéder aux capacités individuelles de recollection des différents éléments du
souvenir et montre que le rappel fiable de la mémoire épisodique nécessite I'intégrité de I'hippocampe et
met en jeu un vaste réseau hippocampo-cortical dont I'activation est corrélée au rappel. Les performances
de rats soumis a une irradiation focale de I'hippocampe montrent que la neurogenése adulte
hippocampique contribue de fagon significative a la consolidation et au rappel fiable du souvenir
épisodique. Ces résultats sont discutés dans le cadre d’une implication de la neurogenése adulte dans la
résolution de la mise en mémoire d’événements occasionnels dans le but de discriminer deux épisodes de
vie proches, en lien avec les fonctions de séparation et de complétion de patterns de I'hippocampe. Par
ailleurs, les mécanismes moléculaires qui sous-tendent le recrutement des nouveaux neurones lors d’un
apprentissage restent inconnus. Nous avons analysé le r6le du gene immédiat précoce Zif268, acteur
moléculaire essentiel dans les processus mnésiques, et montrons que ce geéne joue un role crucial dans la
sélection et le recrutement des nouveaux neurones lors de la mémorisation au cours de leur période
critique d’intégration dans les réseaux neuronaux de I'hippocampe. Ce travail apporte des éléments
nouveaux sur la participation des nouveaux neurones hippocampiques dans les processus mnésiques dans
une situation a forte demande cognitive basée sur I'encodage d’'une représentation intégrée et résolue
d’événements occasionnels complexes, ainsi que sur les mécanismes qui sous-tendent leur recrutement.

Mots clés : Neurogenése adulte, Hippocampe, Mémoire épisodique, Résolution mnésique, Zif268

Abstract

Adult hippocampal neurogenesis plays a critical role in hippocampal-dependent memory, however its role in
complex forms of memory such as episodic memory has not as yet been explored. The work presented in
this thesis focuses on the issue of the involvement of newborn hippocampal neurons in long term episodic
memory. We developed a new episodic memory task based on the presentation of occasional episodes
allowing rats to encode “What — Where — In which context” information. We show for the first time that rats
are able to remember on the long term brief past episodes of life and to use their episodic memory in a
flexible manner. The characterization of retention profiles allows us to identify individual abilities in the
recollection of the various elements of the memory and shows that episodic memory recall requires the
integrity of the hippocampus and involves a hippocampo-cortical network, the activation of which correlates
with recall performance. Performance of rats subjected to focal irradiation of the hippocampus shows that
adult hippocampal neurogenesis contributes significantly to the consolidation and faithful recall of episodic
memory. These results are discussed in the context of the implication of hippocampal newborn neurons in
the resolution of memories of occasional events in order to discriminate different, but closely related
episodes of life in relation to pattern separation and pattern completion functions of the hippocampus.
Furthermore, the molecular mechanisms underlying the recruitment of newborn hippocampal neurons by
learning remain to date unknown. We investigated the role of Zif268, an immediate early gene known to
play an essential role in memory processes, and show that this gene plays a crucial role in the selection
and recruitment of newborn hippocampal neurons by learning during their critical period of integration in
hippocampal neural networks. Overall, this work brings new knowledge on the contribution of newborn
hippocampal neurons to memory processes in a highly demanding cognitive situation based on the
encoding of an integrated and high-resolution representation of complex occasional events, and on the
mechanisms underlying their recruitment.
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