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un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Effets d'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT a 1h, 2h, 4h ou 6h aprés
I'acquisition dans un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de
Morris.

Effets d'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT a 1h, 2h, 4h ou 6h aprés
I'acquisition lors du test de rétention dans un protocole de mémoire de référence
du test de la piscine de Morris.

Effets d'une injection intra-péritonéale de WAY-100635 sur les effets induits par la
8-OH-DPAT durant l'acquisition dans un protocole de mémoire de référence du
test de la piscine de Morris.

Effets d'une injection intra-péritonéale de WAY-100635 sur les effets induits par la
8-OH-DPAT lors du test de rétention dans un protocole de mémoire de référence
du test de la piscine de Morris.
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Effets d'une instillation intra-septale de WAY-100635 sur les effets induits par la 8-
OH-DPAT durant l'acquisition dans un protocole de mémoire de référence du test
de la piscine de Morris.

Effets d'une instillation intra-septale de WAY-100635 sur les effets induits par la 8-
OH-DPAT lors du test de rétention dans un protocole de mémoire de référence du
test de la piscine de Morris.

Effets d’'une instillation intra-septale de SB-269970 sur les effets induits par la 8-
OH-DPAT durant l'acquisition dans un protocole de mémoire de référence du test
de la piscine de Morris.

Effets d'une instillation intra-septale de SB-269970 sur les effets induits par la 8-
OH-DPAT lors du test de rétention dans un protocole de mémoire de référence du
test de la piscine de Morris.

Protocole expérimental permettant d'évaluer Iimplication des neurones
cholinergiques septo-hippocampiques dans les effets de la 8-OH-DPAT.

Marquage immunocytochimique de la ChAT et de la Parv dans le septum médian
et révélation histochimique de I’AChE dans I'hippocampe pour I'expérience 5.

Localisation des sites d'instillations au niveau du septum médian pour les
expériences 5 et 6.

Effets d’'une lésion sélective des neurones cholinergiques du SM sur les déficits
induits par la 8-OH-DPAT au cours de l'acquisition dans un protocole de mémoire
de référence du test de la piscine de Morris.

Effets d’'une lésion sélective des neurones cholinergiques du SM sur les déficits
induits par la 8-OH-DPAT au cours d’un test de rétention dans un protocole de
mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Effets des instillations répétées sur l'acquisition dans un protocole de mémoire de
référence du test de la piscine de Morris.

Effets des instillations répétées lors du test de rétention dans un protocole de
mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Protocole expérimental permettant d’évaluer [Iimplication des neurones
cholinergiques septo-hippocampiques dans les effets de la 8-OH-DPAT chez des
rats naifs.

Marquage immunocytochimique de la ChAT et de la Parv dans le septum médian
et révélation histochimique de I’AChE dans I'hippocampe pour I'expérience 6.

Effets d'une lésion sélective des neurones cholinergiques du SM sur les
performances de rats naifs lors du pré-entrainement dans le test de la piscine de
Morris.

Effets d'une lésion sélective des neurones cholinergiques du SM sur les effets
induits par la 8-OH-DPAT chez des rats naifs dans un protocole de mémoire de
référence du test de la piscine de Morris.



Figure 49. Effets d'une lésion sélective des neurones cholinergiques du septum médian sur
les effets induits par la 8-OH-DPAT chez des rats naifs lors d’un test de rétention
dans un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Figure 50. Effets des instillations répétées sur l'acquisition dans un protocole de mémoire de
référence du test de la piscine de Morris.
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Introduction

La mémoire désigne la capacité a acquérir, stocker et rappeler des informations, ou
traces mnésiques, communément appelées ‘souvenirs’. La mémoire est une activité
essentielle du cerveau, car elle permet a un organisme d’adapter ses réponses
comportementales actuelles ou prochaines en fonction de ses expériences passées.
L'utilisation d’'une trace mnésique dépend de trois étapes fondamentales , explicitées ici
par rapport a une mémoire de type déclaratif, et donc consciente: I'encodage (ou
transformation d'un stimulus en message nerveux et traitement d’informations menant
a une représentation mentale), la consolidation (stockage a long terme au niveau des
réseaux neuronaux; processus de renforcement d'une représentation mentale en vue
de sa conservation a long terme) et le rappel (restitution de la représentation mentale
ou trace mnésique). La perturbation d'une seule de ces étapes (par exemple a la suite
d'une lésion cérébrale ou du fait d'une pathologie) peut altérer le fonctionnement de la
mémoire dans son ensemble. L'identification des substrats neurobiologiques des
processus mnésiques est une étape fondamentale a leur compréhension, son but
ultime restant le traitement de pathologies humaines dans lesquelles ces processus

sont altérés, la maladie d'Alzheimer en étant un "fer de lance" trés actuel.

Dans cette quéte, le systeme central cholinergique a massivement retenu I'attention
des neurobiologistes en raison de la mise en évidence d'une corrélation positive entre
la sévérité des troubles mnésiques observés dans la maladie d’Alzheimer et I'ampleur
de la perte des neurones cholinergiques dans le cerveau antérieur de la base (Perry et
coll., 1977 ; Wilcock et coll., 1982). Toutefois, les résultats de la multitude des travaux
visant a tester, chez 'Homme comme chez I'animal, ‘I'hypothése cholinergique des
dysfonctionnements mnésiques’ (Bartus et coll., 1982), se sont trop souvent révélés
décevants et incapables d‘attribuer l'origine des dysfonctionnements mnésiques a la
seule atteinte cholinergique (Francis et coll., 1999 ; Bartus, 2000 ; Palmer, 2002;
Mesulam 2004; Parent et Baxter, 2004).

De nombreux systéemes de neurotransmission, notamment le systéme sérotoninergique
(Meneses, 1999 ; Buhot et coll.,, 1997 ; 2000), se sont avérés impliqués dans la
modulation des fonctions mnésiques. De par les multiples connections neuronales
existant entre ce systeme et d'autres, dont les systéemes cholinergiques, il apparait

intéressant d’envisager I'étude de leurs interactions afin d'appréhender le
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fonctionnement du cerveau, quil soit normal, ou qu’il fasse l'objet d'une atteinte

pathologique.

Le systéeme sérotoninergique central, de par ses projections diffuses sur I'ensemble du
systéme nerveux central et sa grande variété de récepteurs, joue un réle dans de
nombreuses fonctions cognitives et comportementales, notamment dans
I'apprentissage et la mémoire, entre autres via une interaction avec le systeme
cholinergique (Cassel et Jeltsch, 1995 ; Steckler et Sahgal, 1995 ; Lehmann et coll.,
2000 ; 2002a et b). Cette interaction intéresse la formation hippocampique, mais
également d’autres régions, notamment le manteau cortical et le septum médian. Ce
dernier contient des terminaisons sérotoninergiques, provenant du noyau médian du
raphé (Acsady et coll., 1996), de méme que les dendrites et les corps cellulaires des
neurones cholinergiques qui innervent I'hippocampe (Dutar et coll., 1995). Le septum
médian fournit également une innervation GABAergique a I'hippocampe (Amaral et
Kurz, 1985 ; Freund et Antal, 1988). De plus, les terminaisons sérotoninergiques
forment des contacts synaptiques et non synaptiques avec les neurones cholinergiques
et GABAergiques septo-hippocampiques (Milner et Veznedaroglu, 1993 ; Leranth et
Vertes, 1999). Enfin, de nombreuses études pharmacologiques ou lésionnelles ont
montré une implication du septum médian dans la mémoire spatiale, que d'aucuns
considerent chez I'animal comme un équivalent fonctionnel de la mémoire déclarative
chez I'Homme (Gray et McNaughton, 1983 ; Mizumori et coll., 1990 ; Cassel et Jeltsch,
1995 ; Cassel et coll., 1997).

Les récepteurs 5-HT;n pourraient étre un des substrats neuropharmacologiques
potentiels aux interactions entre systémes sérotoninergiques et cholinergiques et/ou
GABAergiques au niveau du septum médian. D’une part, ces récepteurs sont exprimés
par une partie des neurones cholinergiques et GABAergiques du systéme septo-
hippocampique (Kia et coll., 1996a; Luttgen et coll., 2005b). D’autre part, ces
récepteurs sont impliqués, chez 'Homme comme chez I'animal, dans les fonctions
cognitives, et plus particulierement dans les fonctions mnésiques. Par exemple, chez
I'Homme, une corrélation négative entre les performances a un test de mémoire
explicite et la densité des récepteurs 5-HT;, dans I'hippocampe a été mise en évidence
(Yasuno et coll., 2003). De plus, des sujets traités avec de la tandospirone, qui est un

agoniste des récepteurs 5-HT;a, présentent un déficit dose-dépendant de performances



Introduction

dans un test de mémoire verbale. Chez I'animal, des administrations systémiques ou
intra hippocampiques de 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-propyl-amino)-tetralin), qui est
un agoniste des récepteurs 5-HTia et 5-HT, perturbent les performances de rats dans
diverses taches évaluant la mémoire spatiale (Carli et coll.,, 1995 ; Liittgen et coll.,
2005a et b), mais aussi d'autres formes de mémoire, comme je l'aborderai plus en

détail dans le deuxieme chapitre de cette introduction.

Une étude effectuée chez le Rat au sein de mon laboratoire d'accueil a mis en évidence
une implication des récepteurs 5-HT;x du septum médian dans les performances de
mémoire spatiale évaluées dans le test de la piscine de Morris. Dans cette étude, une
instillation intra-septale de 8-OH-DPAT altére les performances dans un protocole
évaluant la mémoire de référence (Bertrand et coll., 2000). Dans cette tache, le rat
doit apprendre la localisation d’une plate-forme invisible, car immergée sous la surface
d'une eau opacifiée, afin d’échapper au caractere aversif de la nage forcée en s'y
réfugiant. Au cours des essais d’acquisition, le rat doit utiliser les reperes visuels
externes allocentriques afin de se construire une représentation de son environnement
et de la localisation de la plate-forme. Cette opération nécessite I'encodage et la
consolidation progressive d’une trace mnésique susceptible d’étre rappelée au cours
des essais suivants. Dans I'étude réalisée par Bertrand et ses collaborateurs, la 8-OH-
DPAT a été instillée avant les essais d'acquisition, ce qui signifie, compte-tenu de sa
demi-vie (> 30 min), qu'elle a pu influer sur I'encodage au cours des essais successifs,
sur la consolidation apres chaque série d'essais, voire sur la capacité a rappeler les
informations apprises au cours des essais précédents. Il n'est donc pas possible
d'attribuer le déficit de performances induit par la 8-OH-DPAT a laltération de I'un ou
I'autre de ces trois processus mnésiques. Dans cette étude, il n'a pas non plus été
possible d'écarter une explication non cognitive du déficit induit par la 8-OH-DPAT, par
exemple via un effet de I'agoniste sur I'anxiété, I'activité locomotrice, la motivation ou

encore les capacités attentionnelles ou celles de coordination sensorimotrice.

A la lumiere de ces remarques, nous nous sommes attelés, dans ce travail de thése, a
caractériser limplication des récepteurs 5-HT;x du septum médian dans la mémoire
spatiale chez le Rat en cherchant a préciser les processus mnésiques susceptibles
d'étre affectés par Il'activation de ces récepteurs. Au vu de nos résultats, il nous a

semblé pertinent d'étudier la contribution, dans ces processus, des récepteurs 5-HT;a
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localisés sur les neurones cholinergiques septo-hippocampiques. Pour cela, nous avons
utilisé une approche psychopharmacologique consistant a caractériser les effets d'une
instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur les performances de mémoire de référence
dans le test de la piscine de Morris chez des rats ayant préalablement subi une Iésion

sélective de neurones cholinergiques de cette région cérébrale.

Afin d'écarter toute(s) explication(s) non cognitive(s) des effets d’une telle instillation
dans une tache de mémoire spatiale, nous avons également évalué les effets de la 8-
OH-DPAT dans des tests évaluant les niveaux d‘anxiété, d’activité locomotrice, ainsi
que les capacités sensorimotrices, motivationnelles et attentionnelles mises en jeu

dans le test de la piscine de Morris.

Préalablement a la caractérisation des effets d’une instillation intra-septale de 8-OH-
DPAT sur les performances de mémoire spatiale, il s'agissait de valider notre protocole
de mémoire de référence en vérifiant qu'il était sensible a une inactivation
pharmacologique réversible du septum médian. Des rats ont d’abord été soumis a 2
jours de pré-entrainement avec une plate-forme visible (4 essais par jour). Le
lendemain, ils ont été testés dans un protocole de mémoire de référence avec une
plate-forme invisible. L'acquisition s'est déroulée sur 3 jours, a raison de 4 essais par
jour. Tous les rats ont subi l'instillation intra-septale de PBS (phosphate buffered
saline), en guise de témoin, ou de lidocaine (un anesthésique bloquant les canaux
sodiques qui compromet de maniere réversible |'activité des neurones), et ceci soit 10
minutes avant le premier essai d’acquisition (essai N° 1 de chaque jour), soit
immédiatement apres le dernier essai d’acquisition (essai N°4 de chaque jour). Un test

de rétention (probe trial) a été effectué le lendemain du troisieme jour d‘acquisition.

Nous avons ensuite cherché a déterminer le(s) type(s) de processus mnésiques
affecté(s) par une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT : I'encodage, la consolidation
a court et long terme, et le rappel. Les rats naifs ont été testés a l'aide d'un protocole
similaire a celui utilisé lors des inactivations a la lidocaine: 2 jours de pré-entrainement
avec une plate-forme visible, suivis de 3 jours d’acquisition et d'un test de rétention a
24 heures dans un protocole de mémoire de référence. Un premier groupe de rat a
subi une instillation intra-septale de PBS ou de 8-OH-DPAT, soit avant le premier essai

d’acquisition, soit immédiatement aprés le dernier essai d’acquisition de chaque jour.



Introduction

Un deuxieme groupe de rat a subi une instillation intra-septale de PBS ou de 8-OH-

DPAT avant le test de rappel d'informations spatiales.

Nous avons ensuite évalué les effets d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT
effectuée a différents délais post-acquisition (1h, 2h, 4h et 6h) afin de déterminer si la
8-OH-DPAT pouvait interférer avec les processus mis en ceuvre lors de la consolidation
a plus long terme, dans sa phase peu dépendante de la synthése des protéines (0-3

heures) et dans celle qui en dépend crucialement (3-8 h, voire davantage).

La 8-OH-DPAT étant un agoniste des récepteurs 5-HTi, et des récepteurs 5-HT;, quoi
qu'avec une plus faible affinité pour ces derniers, il s'agissait de préciser la contribution
de ces deux types de récepteurs dans les effets induits par la 8-OH-DPAT en évaluant
I'incidence d'un prétraitement avec un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HTi,, le
WAY-100635, comparativement a celle d'un prétraitement avec un antagoniste sélectif
des récepteurs 5-HT;, le SB-269970.

Nous avons testé I'hypothése d'une participation des neurones cholinergiques septo-
hippocampiques a la médiation des effets de la 8-OH-DPAT en évaluant les effets d'une
instillation de cette drogue chez des rats porteurs ou non d’une lésion sélective des
neurones cholinergiques du septum médian. Ces neurones ont été sélectivement
détruits a l'aide de 192 IgG saporin, une immunoglobuline G couplée a une toxine
ribosomale, la saporine (extraite de la plante Saponaria officinalis, ou saponaire). Les
effets d’'une lésion sélective des neurones cholinergiques sur les effets induits par la 8-
OH-DPAT ont été évalués chez des rats entrainés, déja testés dans un protocole de
mémoire de référence, puis chez des rats naifs, afin de déterminer si I'entrainement
des rats peut avoir un impact sur les effets de la lésion cholinergique, de l'instillation

intra septale 8-OH-DPAT ou sur la combinaison des deux.
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L'ensemble de mon travail, exposé en détail dans les pages qui suivent, m'amene a
conclure que l'activation des récepteurs 5-HT;x du septum médian altére un processus
d'encodage de l'information spatiale et, a condition qu'elle intervienne a une délai post-
acquisition compris entre 1 et 4 h perturbe la consolidation de la trace. Une partie de
mes résultats montre que les neurones cholinergiques du septum médian qui
pourraient étre l'une des cibles de la 8-OH-DPAT ne sont pas impliqués dans ces

perturbations de la mémoire.

Avant d'entrer dans le vif du sujet, c'est-a-dire avant d'aborder la partie expérimentale
de ma démarche, la premiere partie de ma thése est consacrée au contexte
scientifique. Ce volet introductif comporte deux chapitres. Le premier est consacré au
systeme septo-hippocampique et a la sérotonine, le second au réle de ce systeme, et

en particulier du septum médian, dans la mémoire.
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Chapitre 1 : Le septum médian et la sérotonine

Chapitre 1

Le septum meédian et la sérotonine

1. Anatomie et Neurochimie du septum médian

A. Localisation du septum médian dans le cerveau de ’'Homme et du Rat

Le septum médian est une structure impaire qui fait partie d'une région du
télencéphale : le septum. Chez 'homme, la région septale, appelée aussi septum
verum, a une localisation similaire a celle du septum du Rat: dorso-caudale par
rapport au noyau accumbens, et dorso-rostrale par rapport a I'hypothalamus et a la
décussation de la commissure antérieure (Horvath et Palkovits, 1987). Il se place entre
les ventricules latéraux desquelles il est séparé par une fine membrane : le septum
pellucidum, qui n'existe pas chez le Rat. Cette membrane est constituée de fibres
nerveuses et de cellules gliales. Elle relie la limite dorsale du septum verum avec le
corps calleux (Sarwar, 1989). D'un point de vue évolutif, la taille relative du septum
(taille du septum par rapport au corps entier) augmente considérablement chez les
mammiferes supérieurs par rapport aux mammiferes inférieurs, de telle sorte que c'est

chez I'Homme, qu'elle atteint la plus grande taille relative (Andy et Stephan, 1968).

Chez le Rat, le septum est une région sous-corticale qui se situe sous la partie
antérieure du corps calleux, entre les cornes antérieures des ventricules latéraux et en
position dorsale par rapport a la commissure antérieure. Le septum est délimité en
avant par le taenia tecta (structure qui fait partie du systeme olfactif) et en arriere par
les commissures hippocampiques. Il est en position légerement dorso-caudale par
rapport au noyau accumbens, dont il est séparé par les ilots de Calleja. Il est constitué
de différents noyaux et est traversé par une grande variété de fibres nerveuses dites
en passage. La localisation du septum dans le cerveau du rat est illustrée sur la

figure 1..
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Figure 2.
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Figure 1. Localisation du septum dans le cerveau du rat.

Les différentes régions du septum et leur localisation anatomique.

A. Représentation schématique d’'une coupe frontale d'un cerveau de rat a 0,7
mm en avant par rapport au point de référence Bregma (Paxinos et Watson,
1998).

La région septale est encadrée en rouge (N : néocortex, S : striatum, CC :
corps calleux)

B. Agrandissement de la région septale encadrée sur le schéma A.
(SL : septum latéral, SM : septum médian, vBDB : bras vertical de la bande
diagonale de Broca, hBDB : bras horizontal de la bande diagonale de Broca)
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Le septum peut étre divisé en trois régions qui different en termes de topographie, de
cytoarchitectonie et de connexions : les régions latérale, médiane et postérieure. Les

différentes régions du septum sont illustrées sur la figure 2..

Le septum latéral

La région latérale est la plus étendue. Elle correspond au septum latéral qui est une
structure paire. Le septum latéral est constitué d’'une large partie latérale et d'une
région dorsale qui peut étre elle-méme divisée en trois parties, respectivement dorsale,

intermédiaire et ventrale, selon la taille et la densité de leurs neurones.

Le septum médian et la bande diagonale de Broca

La région médiane du septum est plus petite et se place en position ventrale par
rapport au septum latéral. Elle a la forme d’un Y inversé et peut étre divisée en deux
sous-régions : le septum médian (SM) en position dorsale et la bande diagonale de
Broca (BDB) en position ventrale. Les neurones du septum médian et de la bande
diagonale de Broca constitue un continuum de cellules qu'il est difficile de séparer en
raison de I'absence de délimitations histologiques évidentes, et on parle souvent du
complexe septum médian/bande diagonale de Broca (complexe SM/BDB). Une petite
zone pauvre en cellules, située au niveau des flots de Calleja, sépare partiellement le
complexe septum médian/bande diagonale de Broca (SM/BDB), et peut étre considérée
comme la délimitation entre ses deux sous-régions. La bande diagonale de Broca est
elle-méme constituée d'un bras vertical (vBDB) en position dorsale et d'un bras
horizontal (hBDB) en position ventrale et [égérement latérale. Le bras horizontal atteint
la surface ventrale du cerveau et rejoint, en avant, au niveau de la limite médiane des

tubercules olfactifs, le noyau préoptique magnocellulaire.

Le septum postérieur

La région postérieure du septum comprend les noyaux bilatéraux dits "septo-fimbriaux"
et une structure médiane, le noyau septal triangulaire, qui sont considérés, en raison
de leur cytoarchitectonie, comme les extensions caudales du septum latéral et du

septum médian, respectivement.
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Le septum médian fait partie du cerveau antérieur de la base (CAB). Cette région
désigne littéralement la partie ventrale du cerveau, mais ce terme est souvent utilisé
en association avec les neurones cholinergiques de projection localisée dans cette
région. Néanmoins, la CAB contient également des neurones GABAergiques et
glutamatergiques (Gritti et coll., 2006). Les noyaux qui appartiennent a la CAB sont,
dans un ordre rostro-caudal : le septum médian, le bras vertical et le bras horizontal de
la bande diagonale de Broca, le pallidum ventral, le noyau préoptique magnocellulaire,
la substance innominée et le noyau basal magnocellulaire appelé noyau de Meynert
chez I'Homme (Semba, 2000).

B. Neurotransmetteurs et neuropeptides du septum médian

Au sein du septum médian, on trouve trois grandes catégories de neurones selon le
type de neurotransmetteurs gqu'ils libérent : les neurones cholinergiques, qui sont des
neurones de projection, notamment vers I'hippocampe, les neurones GABAergiques,
qui sont soit des neurones de projection vers d’autres régions cérébrales, soit des
interneurones dont les projections sont intrinseques a la région septale, et les
neurones glutamatergiques, qui, comme les neurones GABAergiques, ont des
projections externes ou internes au septum (par exemple voir Colom, 2006 pour
revue). Ces trois catégories de neurones ont été caractérisées notamment grace aux
techniques d'immunohistochimie permettant de détecter sur une coupe histologique la
présence d'un antigene en utilisant un anticorps marqué. La présence d'un
neurotransmetteur au sein d’'un neurone peut ainsi étre détectée en effectuant un
marquage immunohistochimique du neurotransmetteur en question, de ses enzymes

de synthése ou de dégradation, ou du transporteur responsable de sa recapture.

a) Les neurones cholinergiques

Le septum médian contient de nombreux corps cellulaires qui expriment la choline

acetyltransférase (ChAT), I'enzyme de synthése de l'acétylcholine (Amaral et Kurz,

1983 ; Biolowas et coll., 1987 ; Eckenstein et Sofroniew, 1983 ; Houser et coll., 1983 ;
Kiss et coll., 1990a et b; Mesulam et coll., 1983 ; Palacios, 1990 et 1991 ; Satoh et
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coll., 1983). L'expression de la ChAT est associé au marquage, par hybridation in situ,
des ARN messagers codant pour la ChAT, ce qui prouve que le septum médian contient
des corps cellulaires de neurones cholinergiques (Oh et coll., 1992 ; Butcher et coll.,
1992 ; Lauterborn et coll., 1993). Des neurones exprimant la ChAT ont également été
détectés dans la partie dorso-ventrale du septum latéral, mais en densité beaucoup
moins importante que dans le septum médian (Kimura et coll., 1990). Chez I'Homme,
la densité des neurones cholinergiques au niveau du septum médian apparait moins
importante que chez les rongeurs (Oda et Nakanishi, 2000). Chez le Rat, deux types de
neurones cholinergiques au sein du septum médian et de la bande diagonale de Broca
ont été décrits en fonction de leurs caractéristiques morphologiques : des neurones
avec un grand corps cellulaire de forme ovale (20-30 um de diameétre), contenant un
systeme endomembranaire trés développé, et des neurones avec un corps cellulaire
également ovoide, mais de plus petite taille (15-20 um) et dont le systeme
endomembraine est beaucoup moins développé (Milner et 1991 ; Palacios, 1990 ;
Palacios et coll., 1991).

Les neurones cholinergiques du septum médian sont des neurones de projection. Ils
constituent le noyau cholinergique Ch1l dans la classification des noyaux cholinergiques
centraux établie chez le Rat par Mesulam (Mesulam et coll., 1983). Cette classification
est résumée dans le tableau 1.. Le noyau Ch1, avec le noyau Ch2 correspondant aux
neurones cholinergiques du bras vertical de la bande diagonale de Broca, fournit
I'essentiel de l'innervation cholinergique de I'hippocampe via la fimbria-fornix (Amaral
et Kurz 1983 ; Rye et coll., 1984 ; Woolf et coll., 1984 ; Sofroniew et coll., 1987).
L'innervation cholinergique de I'hippocampe par le septum médian sera détaillée
ultérieurement (voir Chapitre 1, C. b) Le systéeme septo-hippocampique).

En plus de leurs projections vers d'autres structures, les neurones cholinergiques
septo-hippocampiques envoient également des collatérales sur les corps cellulaires et
les dendrites des neurones GABAergiques septo-hippocampiques et sur d'autres types
de neurones qui pourraient étre des interneurones GABAergiques et/ou des neurones
glutamatergiques. Les terminaisons cholinergiques forment des contacts asymétriques
avec l'ensemble de ces éléments neuronaux (Brauer et coll., 1998 ; Ludkiewicz et coll.,
2000 ; Henderson et coll., 2004).
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Tableau 1. Nomenclature des principaux noyaux regroupant les corps cellulaires des

neurones cholinergiques

Désignation | Structures contenant les Zones de projection
noyaux cholinergiques
Chi Septum médian (SM) Hippocampe et gyrus denté
Subiculum
Cortex entorhinal et périrhinal
Cortex cingulaire
Noyau interpédonculaire
Ch2 Bras vertical de la bande Hippocampe et gyrus denté
diagonale de Broca (vBDB), Subiculum
incluant I'aire préoptique Cortex entorhinal, périrhinal et
magnocellulaire rétrosplénial
Cortex préfrontal (cingulaire, orbitaire
médian, pré- et infralimbique)
Cortex occipital
Ch3 Bras horizontal de la bande Régions olfactives (bulbe, noyau
diagonale de Broca (hBDB) antérieur, tubercule et cortex piriforme)
Cortex préfrontal (cingulaire, orbitaire,
insulaire, pré- et infralimbique)
Cortex entorhinal latéral et rétrosplénial
Cortex occipital
Ch4 Noyau basal magnocellulaire | Cortex préfrontal
Substance innominée Cortex frontopariétal
Noyau de I'anse lenticulaire Cortex temporal
Régions olfactives
Amygdale
Chs Noyau tegmental Thalamus
pedonculopontin Septum latéral
Septum médian et bande diagonale de
ché Broca
Noyau tegmental dorsolatéral | Noyau basal magnocellulaire
Formation réticulée
Substance noire
Aire tegmentale ventrale
Noyaux du raphé
Locus coeruleus
Noyaux cerébelleux et géniculés.
Ch7 Habénula médiane Noyau interpédonculaire
Ch8 Noyau parabigémal Colliculus supérieur

12




Chapitre 1 : Le septum médian et la sérotonine

b) Les neurones GABAergiques

Le septum médian contient également des neurones GABAergiques identifiés par un
marquage immunohistochimique du GABA ou des enzymes mises en jeu dans sa
synthése et son métabolisme (l'acide glutamique décarboxylase ou GAD et la GABA
transaminase ou GABA-T, respectivement) (Kohler et coll., 1983 ; Nagai et coll., 1983 ;
Panula et coll., 1984 ; Onténiente et coll., 1987 ; Castaneda et coll, 2005). Ces études
révelent la présence de deux types de neurones GABAergiques au sein de la région
septale : des neurones dont le corps cellulaire est de petite ou moyenne taille (10 a 20
microns) localisés principalement au niveau du septum latéral, mais également
détectés, quoique dans une moindre mesure, au niveau du septum médian, ainsi que
des neurones dont le corps cellulaire est plus gros (30 microns) et qui sont localisés au
niveau du septum médian (Panula et coll., 1984 ; Onténiente et coll., 1987). Un tres
faible pourcentage de neurones (< 2%) co-expriment la GAD et la ChAT au sein du
CAB chez le Rat, suggérant que les neurones GABAergiques et cholinergiques
représentent deux populations neuronales bien distinctes (Kosaka et coll., 1988 ; Gritti
et coll., 1993). Une partie des neurones GABAergiques du septum médian projettent
sur I'hippocampe (Kohler et coll., 1984 ; Freund et Antal, 1988) et expriment une
glycoprotéine membranaire qui lie le calcium : la parvalbumine (Freund, 1989 ;
Kermer et coll., 1995). Ces neurones GABAergiques parvalbumine-positifs sont
concentrés dans la région médiane du septum médian, et bordés par les neurones
cholinergiques (Freund, 1989 ; Kiss et coll., 1990b). Les neurones GABAergiques septo-
hippocampiques innervent massivement d'autres neurones GABAergiques septo-
hippocampiques alors que leurs terminaisons n‘intéressent que trés peu les neurones
cholinergiques septo-hippocampiques (Brauer et coll., 1998 ; Henderson et coll., 2004).
Des terminaisons GABAergiques ont été identifiées au niveau des dendrites des
neurones cholinergiques, mais leur origine n‘a pas été clairement identifiée : elles
pourraient provenir des interneurones GABAergiques du septum médian ou
d'afférences issues d‘autres régions (notamment de I'hippocampe) (Leranth et
Frotscher, 1989).

Au sein de la région septale, on trouve de nombreux neurones qui expriment une autre

protéine liant le calcium : la calbindine. Chez le rat, la calbindine est considérée

comme un marqueur des neurones GABAergiques dans différentes régions cérébrales,
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comme l'amygdale ou le cortex (Rogers, 1992 ; Kemppainen et Pitkdnen ; 2000 ;
McDonald et Mascagni, 2001), ce qui pourrait a priori étre le cas dans le septum
médian, méme si aucune étude étudiant la co-localisation entre la calbindine et les
neurones GABAergiques dans cette région n‘a permis de confirmer cette hypothése.
Néanmoins, chez le Rat, la calbindine est exprimée, au sein du septum médian, par des
neurones non cholinergiques et qui ne projettent pas sur I'hippocampe (Smith et coll.,
1994 ; Geula et coll.,, 1993). Les neurones qui expriment la calbindine sont des
interneurones a projections locales au septum, ils sont également trés présents dans le
septum latéral (Kiss et coll., 1997a). En revanche, les cibles septales spécifiques de ces

interneurones n‘ont pas encore été caractérisées.

Un troisieme type de protéines liant le calcium est exprimée par les neurones
GABAergiques du septum médian : la calrétinine (Leranth et Kiss, 1996 ; Kiss et coll.,
1997b ; Leranth et coll., 1999). Leranth et collaborateurs (1999) ont ainsi montré que
la majorité des neurones marqués par un anticorps dirigé contre la calrétinine du
septum médian expriment également la GAD (86%). Ces neurones sont localisés a la
bordure du septum médian et du septum latéral : ce sont des neurones de projection
sur le septum latéral et I'aire supramammillaire (Leranth et Kiss, 1996 ; Leranth et
coll., 1999).

¢) Les neurones glutamatergiques

Récemment, une population de neurones glutamatergiques, exprimant le glutamate,
son enzyme de synthése (la glutaminase phosphate dépendante, ou PAG), ou un de
ses transporteurs vésiculaires, a été détectée au sein du septum médian et de la bande
diagonale de Broca (Manns et coll., 2001 ; Sotty et coll., 2003 ; Hajszan et coll., 2004 ;
Colom et coll., 2005 ; Gritti et coll, 2006). Les neurones glutamatergiques se
retrouvent dans toutes les régions du septum, mais ils sont plus denses au niveau du
septum médian. Ces neurones ont des corps cellulaires de taille petite a moyenne (5-
21 um) et de forme variée (ovale, fusiforme, ronde, polygonale et pyramidale)
(Colom et coll., 2005). Des analyses stéréologiques ont estimé le nombre de neurones
glutamatergiques du septum médian et de la bande diagonale de Broca a 16 000 ; ils

constituent ainsi une population neuronale majeure, au méme titre que les neurones
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cholinergiques dont le nombre a été estimé a 7 800 ou 9 600, et que les neurones
GABAergiques, au nombre de 23 000 (Collom et coll., 2005 ; Collom, 2006 ; Gritti et
coll., 2006). Néanmoins, alors que les neurones cholinergiques et GABAergiques
constituent deux populations neuronales qui ne se recoupent quasiment pas, une
partie des neurones glutamatergiques (environ 20 %) sont également immunopositifs
a la ChAT ou a la GAD, suggérant que ces neurones pourraient colibérer le glutamate
avec d’autres neurotransmetteurs (Manns et coll, 2001 ; Collom et coll., 2005 ; Gritti et
coll., 2006). La majorité des neurones glutamatergiques du septum sont des
interneurones a projection locale notamment sur les neurones GABAergiques septo-
hippocampiques (Hajszan et coll., 2004). La question de l'innervation des neurones
cholinergiques septo-hippocampiques par les interneurones glutamatergiques septaux
na, en revanche, pas encore été étudiée. Une partie (1/5) des neurones
glutamatergiques projettent sur I'hippocampe (Collom et coll., 2005). De plus, des
projections issues des neurones glutamatergiques du septum médian vers le cortex

entorhinal ont également été décrites (Manns et coll., 2001).

d) Les neurones peptidergiques

Différents types de neuropeptides ont été identifiés au sein des neurones du septum
médian. Parmi ceux-ci, la galanine est le neuropeptide le plus fréquent. Les neurones
qui expriment la galanine sont 2 a 3 fois moins nombreux que les neurones
cholinergiques et une partie des neurones cholinergiques septo-hippocampiques co-
expriment la galanine, suggérant que cette derniére pourrait étre co-libérée avec
I'acétylcholine (Senut et coll., 1989 ; Miller et coll., 1998 ; Semba, 2000). D’autres
neuropeptides ont également été détectés au sein des neurones du septum médian,
notamment les neurones de projection vers I'hippocampe : I'enképhaline, la substance
P, le peptide dérivé du gene de la calcitonine, la gonadolibérine et la NADPH-
diaphorase (Senut et coll., 1989. Dutar et coll., 1995).
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C. Connexions du septum médian

Les connexions du septum médian ont été mises en évidence par différentes
techniques de tracage anatomique consistant a marquer les afférences et efférences
de cette région par l'injection intracérébrale de traceurs axoniques, qui peuvent étre
antérogrades ou rétrogrades. Les traceurs antérogrades sont captés par le corps
cellulaire du neurone et cheminent dans I'axone jusqu’aux terminaisons axoniques. Les
traceurs rétrogrades sont captés quant a eux par les terminaisons axoniques et
cheminent dans l'axone en direction du corps cellulaire. L'utilisation de traceurs
axoniques peut étre combinée a un marquage immunohistochimique afin de préciser

I'étiquette neurochimique des neurones afférents ou efférents.

Le septum médian et la bande diagonale de Broca sont étroitement interconnectés
avec I'hippocampe et le cortex entorhinal via un systéeme d'afférences et d’efférences
communément appelé le systéme septo-hippocampique. La compréhension de ce
systeme (détaillé au paragraphe b), sera facilitée par une présentation préalable de
I'anatomie de la formation hippocampique (paragraphe a). Le septum médian est
également en relation avec différentes régions du néocortex (paragraphe c), du
diencéphale (paragraphe d), du tronc cérébral (paragraphe e) et de la moelle épiniere
(paragraphe f). Enfin les connections du septum médian avec le septum latéral seront
également présentées (paragraphe g). Les afférences et efférences du septum médian
seront présentées en terme topographique et neurochimique de la fagon la plus
détaillée et actualisée possible au regard de la littérature scientifique. Les connexions
principales du septum médian avec la formation hippocampique, le noyau
supramammillaire et le noyau raphé médian sont illustrées sur la figure 4., a la fin de

ce chapitre.

a) Anatomie de la formation hippocampique
On considére généralement que la formation hippocampique comprend cing

structures : I'hippocampe a proprement parler, le présubiculum et le parasubiculum

(qui forment le complexe subiculaire), et le cortex entorhinal (Amaral et Witter, 1995).
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La localisation de I'hippocampe dans le cerveau d'un rat est représentée sur la figure
3.A.

Figure 3. L'hippocampe et ses circuits.

A. Représentation schématique de I'hippocampe dans le cerveau du Rat. Le
rectangle gris symbolise le sens d'une coupe transversale a l'axe de
I'nippocampe, coupe qui permet de repérer en B. les circuits au sein de
I'hippocampe.

B. Représentations schématiques des principales connexions ipsilatérales et
internes a I'hippocampe. Les axones provenant du cortex entorhinal (Voie
perforante : VP) projettent sur les dendrites des cellules granulaires du gyrus
denté (GD) et des cellules pyramidales de CA3. Les axones des cellules
granulaires projettent sur CA3 via les fibres moussues (FM). Les axones des
cellules pyramidales de CA3 (collatérales de Schaffer : CS) projettent sur
CAl, qui envoie des axones vers le subiculum (Sb).
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Le cortex entorhinal est une structure périallocorticale (composée de six couches de
cellules peu différenciées entre elles) qui recoit des informations sensorielles de
sources corticales variées, qu'elle transfére a I'hippocampe par lintermédiaire de la

voie perforante.

Le subiculum est une structure allocorticale (composée de trois couches de cellules

pyramidales) d'ou émergent les efférences majeures de la formation hippocampique.

L'hippocampe, chez les mammiféeres, consiste principalement en deux parties qui
s'interpénétrent comme deux C emboités: la corne d’Ammon (I'hippocampe
proprement dit) et le gyrus denté. Ces deux parties sont des structures allocorticales

(trois couches de cellules).

Le gyrus denté

Le gyrus est constitué de trois couches : une couche de cellules dites granulaires,
localisée entre une couche externe (moléculaire) et une couche interne (le hile). Les
dendrites des cellulaires granulaires rayonnent vers la périphérie dans la couche
moléculaire qui comprend les afférences des cellules granulaires (afférences septales,
commissurales et associatives, du cortex entorhinal). La couche interne, le hile, est
constituée d’'une couche polymorphe et d’une couche infragranulaire. Elle comprend
également les segments initiaux des axones (dits fibres moussues) des cellules
granulaires, ces derniers convergeant vers le hile pour se déployer ensuite vers laire

CA3 de la corne d’Ammon.

La corne d’Ammon

La corne d’Ammon est subdivisée en trois aires appelées champs ammoniques (CA1,
CA2 et CA3). Au niveau de I'hippocampe dorsal, CA1l constitue la région supérieure
tandis que CA2 et CA3 forment la région inférieure. En raison de la faible extension de
CA2, la plupart des auteurs ne distinguent pas CA2 de CA3 et considére plutét CA2
comme la partie distale de CA3. Une quatrieme subdivision CA4 a parfois été ajoutée,
mais ne semble plus d'actualité. Dans chaque champ on retrouve différentes couches
dont la distinction est principalement basée sur la présence ou non des corps
cellulaires, des axones, ou des dendrites des neurones pyramidaux. La couche

contenant les corps cellulaires des neurones pyramidaux est appelé la couche
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pyramidale. Un réseau dense de dendrites basales et courtes issues des cellules
pyramidales est situé dans une lame appelée stratum oriens. Les dendrites apicales de
ces cellules passent d’abord dans une couche superficielle (stratum radiatum), puis
s'étendent dans une couche plus profonde (stratum lacunosum-moleculare). Enfin,
I'axone des cellules pyramidales quitte I'hippocampe par l'alveus vers le subiculum ou

par la fimbria vers le septum.

L'ensemble des couches cellulaires de I'hippocampe est étroitement interconnecté.
Dans l'axe longitudinal de I'hippocampe, on trouve une organisation lamellaire
caractérisée par un circuit trisynaptique entre le gyrus denté, CA1 et CA2 / CA3. Ce
circuit trisynaptique est illustré sur la figure 3.B. Les cellules granulaires du gyrus
denté, qui recoivent des afférences du cortex entorhinal via la voie perforante, et de
structures sous corticales via la fimbria-fornix, projettent massivement leurs axones sur
I'arborisation dendritique des cellules pyramidales de CA3, via les fibres moussues. Ces
cellules envoient a leur tour des axones (collatérales de Schaeffer) sur les cellules
pyramidales de CA1. En complément de cette organisation trisynaptique, il existe des
projections directes et monosynaptiques du cortex entorhinal vers les aires CA3, CA1,
le subiculum, ces deux dernieres régions envoyant en retour des projections sur le

cortex entorhinal.

De plus, les cellules pyramidales de I'aire CA3 sont elles-mémes tres interconnectées :
les neurones pyramidaux envoient de nombreuses collatérales d'axones sur les autres
neurones pyramidaux de CA3 constituant ainsi un circuit récurrent. Cette organisation
intrinséque a CA3 contraste avec CA1, dans laquelle les cellules pyramidales ne sont
que faiblement interconnectées. Enfin, au sein des champs hippocampiques, il existe
de nombreux interneurones qui possedent des arborisations axoniques étendues et

dirigées aussi bien transversalement que longitudinalement.

D’un point de vue neurochimique, on distingue deux grandes catégories de neurones
au sein de [l'hippocampe: les cellules granulaires et pyramidales qui sont
glutamatergiques et les cellules dites ‘non pyramidales’ (environ 12 % de la population
neuronale hippocampique) qui sont GABAergiques. La plupart de ces cellules non
pyramidales sont des interneurones qui innervent les cellules principales ou d‘autres

interneurones (Freund et Buzsaki, 1996). Il existe un deuxiéme type de cellules non
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pyramidales qui projettent sur le septum ou I'hippocampe controlatéral (Toth et
Freund, 1992, Toth et coll., 1993, Ribak et coll., 1986).

b) Le systéme septo-hippocampique

Le septum médian et la bande diagonale de Broca projettent massivement sur la
formation hippocampique (Swanson et Cowan, 1979 ; Senut et coll., 1989). La majorité
des projections septo-hippocampiques innerve la formation hippocampique ipsilatérale,
bien que 10 a 15% des projections septo-hippocampiques croisent I'axe médian et
rejoignent les régions controlatérales (Peterson, 1989). Ces projections empruntent
trois voies différentes (Peterson, 1994):

- la voie septo-hippocampique dorsale infracalleuse (la fimbria et le fornix dorsal)
qui contient la majorité des fibres issues du septum médian et de la partie
ventromédiane du bras vertical de la bande diagonale de Broca la voie septo-
hippocampique supracalleuse (la boucle cingulaire) composée des axones des
neurones de la partie dorsolatérale du bras vertical de la bande diagonal de
Broca.

- la voie ventrale issue essentiellement de la bande diagonale de Broca (bras
vertical et horizontal) qui traverse I'amygdale et le cortex entorhinal pour

innerver principalement I'hippocampe ventral et le subiculum.

Les projections septo-hippocampiques du septum médian, présentent une organisation
topographique sur les axes médio-latéral et rostro-caudal. Les neurones les plus
latéraux projettent principalement sur les parties les plus ventrales du subiculum et de
I'nippocampe et sur la portion médiane du cortex entorhinal, alors que les neurones les
plus médiaux du septum médian innervent les régions les plus dorsales du subiculum
et de I'hippocampe de méme que la portion latérale du cortex entorhinal. De plus, les
neurones les plus rostraux du septum projettent sur les parties les plus rostrales de la
formation hippocampique (Segal et Landis, 1974 ; Amaral et Kurz, 1985 ; Gaykema et
coll., 1990).
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i) Connexions avec I’hippocampe

Les projections septo-hippocampiques contiennent des axones de neurones
cholinergiques, GABAergiques et glutamatergiques localisés au niveau du septum
médian et de la bande diagonale de Broca. Ces projections, qui cheminent dans la
fimbria-fornix, sont rejointes par d’autres fibres qui projettent elles aussi sur la
formation hippocampique : des fibres sérotoninergiques issues du noyau raphé
médian, des fibres dopaminergiques issues de l'aire tegmentale ventrale et des fibres

noradrénergiques issues du locus coeruleus (Woolf, 1991 ; Dutar et coll., 1995).

® | es projections cholinergiques septo-hippocampiques

Les études combinant [I'utilisation de traceurs axoniques avec une révélation
immunohistochimique de la ChAT, ont montré que 30 a 70 % des neurones
cholinergiques du septum médian et de la bande diagonale de Broca projettent sur la
formation hippocampique (Rye et coll., 1984 ; Woolf et coll., 1984 ; Amaral et Kurz,
1985 ; Wainer et coll., 1985 ; Senut et coll., 1989). De plus Gage et collaborateurs, ont
montré que 55 a 60% des fibres cholinergiques septo-hippocampiques transitent par la
fimbria-fornix, 30 a 35% par une voie supracalleuse et 10% par une voie ventrale
(Gage et coll., 1983a et b).

Le septum médian et le bras vertical de la bande diagonale de Broca fournissent la
quasi-totalité de l'innervation cholinergique hippocampique. Par exemple une section
de la fimbria-fornix et des voies supracalleuses induit une diminution dramatique, de
I'ordre de 90 %, de l'activité hippocampique de la ChAT et de l'acétylcholinestérase
(AChE), I'enzyme de dégradation de I'acétylcholine, une accumulation de choline dans
le septum médian de méme qu’une dégénérescence des neurones cholinergiques de
cette région (voir Dutar et coll., 1995 pour revue). De plus, en examinant le marquage
immunohistochimique de la ChAT au niveau de [I'hippocampe, Frotscher et
collaborateurs (1986) ont mis en évidence une expression de ChAT dans un petit
nombre d'interneurones de CA1 et du gyrus denté, mais ces cellules ne constituent
qu’une fraction tres faible de la totalité du marquage hippocampique de la ChAT.
L'innervation cholinergique de I'hippocampe est hétérogene : il existe un gradient dans
la distribution des marqueurs cholinergiques selon I'axe septo-temporal de
I'nippocampe. Ce gradient se traduit par une densité de terminaisons cholinergiques

(Gage et Bjorklund, 1986) et une concentration en acétylcholine (Jeltsch et coll., 1994)
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plus élevées, de l'ordre de 30 %, dans I'hippocampe ventral par rapport a I'hippocampe

dorsal.

Au niveau de I'hippocampe, les terminaisons cholinergiques se distribuent
préférentiellement au niveau du gyrus denté sur la couche granulaire et au niveau de
la corne d’Ammon sur la couche pyramidale et ses couches adjacentes, plus
particulierement la couche stratum oriens (Houser et coll., 1983 ; Frotscher et Leranth,
1985, 1986 ; Matthews et coll., 1987). Ces terminaisons cholinergiques forment des
contacts symétriques, probablement inhibiteurs, et asymétriques, probablement
excitateurs, majoritairement avec des cellules principales (pyramidales et granulaires):
90 a 95 % des éléments postsynaptiques des terminaisons cholinergiques sont des
cellules principales (Frotscher et Leranth, 1985 et 1986 ; Freund et Buzsaki, 1996). Un
tres faible pourcentage (de l'ordre de 7 %) de I'ensemble des contacts synaptiques
détectés au niveau de I'hippocampe (CA1) sont cholinergiques et la majorité des
contacts entre terminaisons cholinergiques et éléments neuronaux sont non-
synaptiques, suggérant que la neurotransmission cholinergique au sein de

I'hippocampe est essentiellement de type volumique (extra-synaptiques).

® | es projections GABAergiques septo-hippocampiques

La fimbria-fornix contient également des fibres GABAergiques qui projettent vers
I'nippocampe et qui sont issues de neurones GABAergiques localisés au niveau du
septum médian et de la bande diagonale de Broca (Kohler et coll., 1984 ; Freund et
Antal, 1988 ; Freund, 1989). Ces neurones GABAergiques de projection, qui sont
identifiables par un immunomarquage dirigé contre la parvalbumine, constituent 10 a
30 % des neurones septo-hippocampiques (Freund, 1989). Au niveau de I'hippocampe,
les terminaisons GABAergiques septo-hippocampiques se terminent sur les
interneurones GABAergiques, avec lesquels elles établissent des contacts

exclusivement symétriques (Freund et Antal, 1988).

® | es projections glutamatergiques septo-hippocampiques

Récemment il a été mis en évidence qu'environ 23% des neurones septo-
hippocampiques étaient glutamatergiques (Colom et coll., 2005), et presque la moitié
d’entre eux (43%) exprimaient, en plus du glutamate, la ChAT ou la GAD, suggérant

ainsi que ces neurones pourraient co-libérer, au niveau de I'hippocampe, le glutamate
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avec l'acétylcholine ou le GABA. Les cibles hippocampiques des projections
glutamatergiques septo-hippocampiques restent encore a déterminer.

Parallélement aux projections septo-hippocampiques, cheminent, au sein de la fimbria-
fornix, des projections hippocampo-septales. Ces efférences hippocampiques sont
hétérogenes et varient en fonction de la région septale cible. Le septum médian recoit
ses afférences hippocampiques de neurones non-pyramidaux, dont les corps cellulaires
sont localisés dans la couche stratum oriens des régions CA1 et CA3 hippocampiques
(Alonso et Kdhler, 1982), dans la couche stratum lucidum de CA3 et dans le hile du
gyrus denté (Gulyas et coll., 2003). Les neurones de I'hippocampe qui projettent sur le
septum médian sont GABAergiques et leur grande majorité expriment la calbindine
(Toth et freund, 1992, Toth et coll., 1993, Alonso et Kohler, 1982, Gulyas et Freund,
1996 ; Gulyas et al, 2003). En revanche, les neurones hippocampiques qui projettent
sur le septum latéral sont principalement des neurones pyramidaux glutamatergiques
(Leranth et Frotscher, 1989, Jakab et Leranth, 1990).

Au niveau du septum médian, les projections hippocampo-septales forment des
contacts synaptiques symétriques sur les dendrites et corps cellulaires des neurones
GABAergiques septo-hippocampiques et, dans une moindre mesure, des neurones
cholinergiques septo-hippocampiques du septum médian (Gaykema et coll., 1991, Toth
et coll., 1993).

ii) Connexions avec le cortex entorhinal

Le septum médian projette sur le cortex entorhinal, et ces projections sont
cholinergiques ou non-cholinergiques (Alonso et Kohler, 1984). Ces projections
intéressent les couches II et IV du cortex entorhinal latéral et médian.

Le septum médian recoit en retour des projections du cortex entorhinal latéral (Alonso
et Kohler, 1984). La partie médiane du cortex entorhinal projette également sur la
région septale, mais plus particulierement sur le septum latéral et le bras vertical de la
bande diagonale de Broca. Les neurones entorhino-septaux  sont
glutamatergiques/aspartergiques et ils établissent des contacts synaptiques

asymétriques majoritairement avec des neurones GABAergiques, immunopositifs a la
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calrétinine, situés a la bordure entre le septum médian et le septum latéral (Leranth et
co, 1999).

c) Connexions avec le néocortex

Les noyaux de la CAB envoient des projections cholinergiques et non-cholinergiques
sur I'ensemble du néocortex. Ces projections sont issues principalement de la bande
diagonale de Broca, et des noyaux plus caudaux comme le pallidum ventral, le noyau
basal magnocellulaire et la substantia innominata (McKinney et coll., 1983 ; voir
Semba, 2000 pour revue). Néanmoins, des projections cholinergiques et non-
cholinergiques du septum médian vers le cortex cingulaire et occipital ont été décrites
(McKinney et coll., 1983 ; Stewart et coll., 1985).

Le septum médian recoit des projections du cortex préfrontal (Zaborszky et coll., 1997,
Gaykema et coll.,, 1991). Gaykema et collaborateurs ont montré que les projections
septales du cortex préfrontal présentent une organisation topographique : les aires
préfrontales médianes projettent sur le septum médian, le bras vertical et la partie
médiane du bras horizontal de la bande diagonale de Broca, alors que les aires
orbitaires et insulaires innervent préférentiellement le bras horizontal de la bande
diagonale de Broca et le noyau basal magnocellulaire. De plus, ces auteurs ont montré
que les neurones cholinergiques septo-hippocampiques faisaient partie des cibles de
ces projections préfrontales (Gaykema et coll., 1991). Néanmoins, les projections du
cortex préfrontal sur le septum médian et le bras vertical de la bande diagonale de
Broca restent limitées et beaucoup moins nombreuses que les projections du cortex
préfrontal sur le septum latéral ou sur d'autres régions de la base du cerveau
antérieur, notamment le bras horizontal de la bande diagonale de Broca (Zaborszky et
coll., 1997, Sheehan et coll., 2004).

d) Connexions avec le diencéphale

Le septum médian est en connexion avec différentes régions de I'hypothalamus plus

particulierement avec une région impliquée dans la régulation du rythme théta: le
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noyau supramammillaire (Swanson et Cowan, 1979 ; Cullinan et Zaborszky, 1991 ;
Semba, 2000 ; Pan et McNaughton, 2004). Au niveau du septum médian, les neurones
qui projettent sur le noyau supramammillaire sont situés a la bordure entre le septum
médian et le septum latéral, ce sont des neurones GABAergiques qui expriment la
calrétinine ou la calbindine (Borhegyi et Freund, 1998). Les terminaisons GABAergiques
issues de ces neurones innervent les neurones calrétinine-positifs du noyau
supramammillaire. Plusieurs études ont montré que les neurones calrétinine-positifs du
noyau supramammillaire étaient aspartergiques/glutamatergiques, et qu'ils projetaient
sur les neurones cholinergiques et GABAergiques septo-hippocampiques, de méme que
sur les neurones calbindine-positifs du septum latéral, formant des contacts
synaptiques asymétriques avec l'ensemble de ces neurones (Leranth et Kiss, 1996,
Borhegy et coll., 1998, Kiss et coll., 2000). Enfin, Leranth et collaborateurs (1999) ont
mis en évidence une boucle entorhino-septo-supramammillaire. Le cortex entorhinal
envoie des projections glutamatergiques sur les neurones GABAergiques calrétinine-
positifs du septum médian. Ces neurones projettent sur |aire supramammillaire au
niveau de neurones qui projettent eux-mémes, via des fibres

aspartergiques/glutamatergiques, sur le septum médian.

Des projections de I'amygdale sur le septum médian ont également été décrites, mais
elles restent limitées et beaucoup moins denses que celles sur le septum latéral, ou sur
d’autres structures de la base du cerveau antérieure, comme le bras vertical de la
bande diagonale de Broca, le noyau basal magnocellulaire ou la substantia innominata
(Russchen et coll., 1985, Jolkkonen et coll., 2002).

e) Connexions avec le tronc cérébral

Le septum médian est également en connexion avec différentes régions du tronc
cérébral. Ces fibres afférentes et efférentes empruntent toutes le faisceau médian du
télencéphale. Le septum médian projette sur l'aire tegmentale ventrale, les noyaux du
raphé, la substance grise périaqueducale, le noyau interpédonculaire, le noyau

parabrachial et le noyau de Darkschewitsch (Vertes, 1988, Dutar et coll., 1995).
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Le septum médian regoit des afférences de plusieurs structures du tronc cérébral :
afférences dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale (Fallon and Moore, 1978,
Swanson et Cowan, 1979, Gaykema et Zaborszky, 1997), afférences noradrénergiques
du locus coeruleus (Espana et Berridge, 2006), afférences sérotoninergiques du raphé
médian. De plus, une projection non-sérotoninergique issue du raphé médian a
également été décrite au niveau du septum médian (Aznar et coll., 2004). L'innervation
sérotoninergique du septum médian sera détaillée ultérieurement. Le septum médian
recoit également des afférences cholinergiques du noyau tegmental pédonculopontin
et dorso-latéral (Woolf et Burcher, 1986 ; Hallanger et Wainer, 1988).

f) Connections avec la moelle épiniére

Le septum médian recoit des afférences de neurones dont les corps cellulaires se
trouvent dans la moelle épinieére, comme l'ont révélé les travaux de Burstein et Giesler
(1989). Les neurones spinaux qui projettent sur le septum médian sont situés a tous
les étages de la moelle épiniére : au niveau cervical, thoracique, lombaire et sacral. Les
corps cellulaires sont majoritairement situés dans la corne dorsale de la moelle épiniere
et dans l'aire réticulaire latérale. Cette projection spino-septale pourrait étre impliquée
dans la réponse émotionnelle a des stimulations somatosensorielles. Dutar et
collaborateurs ont d‘ailleurs montré que les neurones septo-hippocampiques pouvaient
réagir a des stimuli nociceptifs, certains de ces neurones pouvant méme coder

I'intensité de la stimulation (Dutar et coll., 1985).

g) Connexions avec le septum latéral

Le septum médian envoie des projections essentiellement GABAergiques sur le septum
latéral (Leranth et coll., 1992). Ces projections sont issues des neurones GABAergiques
septo-hippocampiques et des neurones GABAergiques calrétinine-positifs qui projettent
également sur le noyau supramammillaire (Leranth et coll., 1992 ; Leranth et Kiss,
1996). En revanche, le septum latéral ne projette quasiment pas sur le septum médian
(Leranth et coll., 1992 ; Witter et coll., 1992).
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Au vu de I'ensemble de ces données anatomiques, il apparait que le septum médian
est une région charniére dans le systeme limbique. Cette région intégre des
informations relatives aux états émotionnels et motivationnels ainsi qu‘au systeme
autonomes véhiculées pas les projections monoaminergiques issues du tronc cérébral
et par les projections de I'hypothalamus. Elle integre également des informations
sensorielles relatives a I'environnement extérieur issues du cortex entorhinal avant de
les acheminer vers I'hippocampe. Le septum médian recoit en retour des informations
de I'hippocampe, dont une partie résulte de l'intégration des informations issues du
septum médian et du cortex entorhinal. Les informations transitent au travers du
systeme septo-hippocampique sous la forme de boucles récurrentes qui n‘impliquent

pas forcément le méme type de neurotransmetteurs.
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2. Systeme sérotoninergique et septum médian

A. Syntheése, libération et dégradation de la sérotonine

La sérotonine (5-hydroxytryptamine) est synthétisée a partir d'un acide aminé essentiel
(apporté exclusivement par l'alimentation), le tryptophane. Ce dernier pénétre dans le
neurone sérotoninergique par un transporteur membranaire commun a d‘autres acides
aminés neutres avec lesquels le tryptophane peut entrer en compétition. Le
tryptophane est transformé en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) sous l'action de la
tryptophane-hydroxylase, qui est une enzyme hautement spécifique des neurones
sérotoninergiques. L'activité de cette enzyme représente un facteur limitant de la
synthese de sérotonine. Le 5-HTP est ensuite transformé en 5-HT sous I'action de la
décarboxylase des acides aminés aromatiques, intervenant également dans la

transformation de la L-DOPA en dopamine au sein des neurones catécholaminergiques.

Apres sa libération, la sérotonine sera inactivée, soit par dégradation enzymatique, soit
par recapture au niveau de la membrane pré-synaptique sérotoninergique. La
sérotonine est dégradée sous l'action de la monoaminoxydase de type A (MAO-A)
située sous la membrane externe des mitochondries, puis par |'aldéhyde-
déshydrogénase. Le produit de cette dégradation est I'acide 5-hydroxyindolacétique (5-
HIAA) qui est ensuite excrété par la voie rénale. L'autre voie d'inactivation de la
sérotonine impliqgue un transporteur membranaire n’existant que dans les neurones
sérotoninergiques centraux, ainsi que dans les plaquettes sanguines et les cellules

endothéliales du poumon.

B. Les noyaux sérotoninergiques centraux

Les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont localisés dans une petite
région du tronc cérébral, le raphé, mais leurs projections sont trés vastes et diffuses

sur I'ensemble du systéeme nerveux central. La nomenclature originale des noyaux du

raphé est fondé sur la désignation de regroupement de corps cellulaires
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sérotoninergiques mis en évidence par fluorescence (Dahlstrom et Fuxe, 1964). Selon

cette nomenclature (décrite dans le tableau 2.), le systéme sérotoninergique est

formé de neufs noyaux situés dans le plan rostro-caudal, dénommés B1 pour le plus

postérieur jusqu’a B9 pour le plus rostral. Les quatre premiers noyaux (Bl a B4)

forment le groupe postérieur et sont a l'origine des projections descendantes vers la

moelle épiniére. Les cing autres constituent le groupe antérieur (B5 a B9) dont les

noyaux B7 et B8 assurent I'essentiel des projections ascendantes vers I'encéphale.

Tableau 2.

Nomenclature des principaux noyaux regroupant les corps cellulaires des
neurones sérotoninergiques

Désignation

Structures contenant les noyaux
sérotoninergiques

Zones de projection

B1 Noyau du raphé pallidus Motoneurones de la corne ventrale de la moelle
épiniere
B2 Noyau du raphé obscurus
B3 Noyau du raphé magnus Corne dorsale de la moelle épiniére
B4 Substance grise Tronc cérébral
périventriculaire et area
postrema
B6 Noyau du raphé dorsal, partie Cortex frontal
caudale Cortex pariétal
Cortex occipital
B7 Noyau du raphe dorsal Cortex entorhinal
Striatum (noyau accumbens et caudé-putamen)
Pallidum
Amygdale
Hippocampe ventrale
Noyau basal magnocellulaire, substance innominée et
noyau préoptique magnocellulaire
Pars compacta de la substance noire
Colliculli supérieurs et inférieurs
Noyaux du tronc cérébral
Noyau raphé médian
B5 Noyau du raphé médian, partie Hippocampe et gyrus denté
caudale (Noyau du raphé Subiculum
pontique) Noyaux thalamiques et hypothalamiques
B8/9 Habénula latérale
Noyau du raphé médian, partie | corng mamillaires médians
r(_astral_e (Noyau du caudalis Noyau accumbens
linearis) o )
Septum médian et bande diagonale de Broca
B9 Noyau tegmental pédonculopontin et dorsolatéral

Noyau pontique, région
supralemniscale
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Le systéeme sérotoninergique ascendant est composé des fibres issues du raphé dorsal
(B6, B7) et du raphé médian (B8, B9). Elles empruntent dans un premier temps le
faisceau médian du télencéphale avant de se répartir en différents faisceaux, faisceau
dorsal pour le raphé dorsal et faisceau central pour le raphé médian, pour innerver de
facon diffuse tout I'encéphale (Vertes et Martin, 1988 ; Azmitia et Segal, 1978 ; Vertes,
1991 ; Jacobs et Azmitia, 1992 ; Vertes et coll., 1999).

Le raphé dorsal est la source de la principale innervation sérotoninergique du cortex
(cingulaire, piriforme, frontal, temporal, pariétal, occipital et entorhinal) et du striatum
(noyaux accumbens et caudé-putamen). Ces neurones innervent également le
pallidum, I'amygdale, la partie ventrale de I'hippocampe, le noyau cholinergique Ch4
(noyau basal magnocellulaire, substance innominée, noyau préoptique
magnocellulaire), le septum latéral, la pars compacta de la substance noire, les colliculi
supérieurs et inférieurs, ainsi que des noyaux du tronc cérébral, dont le raphé médian.
Les neurones du raphé médian sont la source principale de [linnervation
sérotoninergique des composantes de la formation hippocampique (corne d’Ammon,
gyrus denté et subiculum). Ces neurones innervent également le thalamus et
I'nypothalamus, I'habénula latéral, les corps mamillaires médians, le noyau
interpédonculé, le septum médian et la bande diagonale de Broca, le noyau du
tegmentum pédonculopontin ainsi que le noyau raphé dorsal. Les neurones
sérotoninergiques ne projettent que peu sur les cortex périrhinal, entorhinal et frontal,

et de fagon trés éparse sur les autres aires corticales.

Ainsi, les projections du noyau raphé dorsal et médian se font sur des régions
cérébrales distinctes et ne se rejoignent que rarement sur une méme cible : le raphé
médian projette sur I'hippocampe et d'autres structures limbiques et le raphé dorsal
innerve le cortex et le striatum. Ces projections différentielles refletent dimportantes
différences fonctionnelles entre ces deux systemes (Vertes et Martin, 1988 ; Vertes,
1991 ; Vertes et coll., 1999).

De plus, la morphologie des neurones de projection du raphé médian et dorsal differe

(Kosofsky et Molliver, 1987). Les neurones du raphé dorsal sont des neurones

multipolaires pourvus d‘axones fins, généralement non myélinisés et munis de
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minuscules varicosités fusiformes (fibres de type I ou D pour dorsal). Ils possédent des
dendrites qui se projettent dans de nombreuses directions et présentent des aires de
projection tres étendues. Les neurones du raphé médian ont des axones relativement
gros, perlés de grosses varicosités sphériques et souvent non myélinisées (fibres de

type II ou M pour médian).

C. Innervation sérotoninergique du septum médian

Le raphé médian projette sur le septum médian, la bande diagonale de Broca et la
partie latérale du septum latéral, alors que le raphé dorsal projette sur le septum
latéral (Azmitia et Segal, 1978 ; Kohler et coll., 1982 ; Vertes et Martin, 1988 ; Jacobs
et Azmitia, 1992 ; Vertes, 1991 ; Vertes et coll., 1999, McKenna et Vertes, 2001). Une
projection issue de la région dorsale du raphé dorsal sur le septum médian a
également été décrite (Vertes, 1991 ; Acsady et coll., 1996 ; Aznar et coll. 2004). Les
neurones de cette région du raphé dorsal innervent uniquement le septum médian,
alors gqu’au niveau du raphé médian, on trouve des neurones qui innervent soit le
septum médian, soit I'hippocampe, soit ces deux structures via des collatérales : la
proportion de ces neurones innervant I'hippocampe et le septum médian a été évalué a
8-12 % (Acsady et coll., 1996 ; McKenna et Vertes, 2001).

Les projections du noyau raphé vers le septum médian apparaissent essentiellement
sérotoninergiques. En effet, l'innervation septale issue du raphé médian (révélée par
linjection d’un traceur antérograde radio-marqué, la [°H]-proline, dans le raphé
médian, est considérablement atténuée par une destruction sélective des neurones
sérotoninergiques du raphé médian avec une toxine, la 5,7-dihydroxytryptamine, ou
5,7-DHT (Azmitia et Segal, 1978). De plus, la majorité des neurones du raphé médian
qui projettent sur le septum (80 %) présentent un marquage positif avec un anticorps
dirigé contre la sérotonine (Kohler et coll., 1982). Enfin, on peut observer, au niveau
du septum médian, la présence de nombreuses terminaisons axoniques
immunopositives a la sérotonine (Kohler et coll., 1982 ; Gall et Moore, 1984 ; Milner et
Veznedaroglu, 1993).
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Différentes études ont montré qu’au niveau du septum médian, les terminaisons
sérotoninergiques innervent les neurones cholinergiques, les neurones GABAergiques
septo-hippocampiques et calrétinine-positifs et les interneurones calbindine-positifs,
mais la nature de ces contacts (synaptiques ou non synaptiques) de méme que leurs
cibles neurochimiques reste encore assez controversée (Milner et Veznedaroglu, 1993 ;
Leranth et Vertes, 1999 ; Aznar et coll., 2004). Milner et Veznedaroglu (1993) ont mis
en évidence des synapses symétriques (probablement inhibitrices) entre les
terminaisons sérotoninergiques (révélée par un marquage immunohistochimique de la
sérotonine) et les corps cellulaires et les dendrites proximales des neurones septo-
hippocampiques, eux-mémes identifiés par un traceur rétrograde injecté dans
I'nippocampe. Ces auteurs observent également des synapses asymétriques
(probablement excitatrices) avec les dendrites distales de neurones septaux non
identifiés. Plus récemment, et afin de préciser la nature des contacts synaptiques avec
les différents types de neurones septaux, Leranth et Vertes ont combiné I'utilisation
d’anticorps dirigés contre la ChAT, la parvalbumine ou la calrétinine avec l'injection
d’un traceur antérograde, le Phaseolus vulgaris-leucoagglutinin (PHA-L), dans le raphé
médian. Aucun contact synaptique n’est observé entre le raphé médian (terminaisons
PHA-L positives) et les neurones cholinergiques septo-hippocampiques (ChAT positifs)
ou les interneurones GABAergiques (calrétinine positifs). En revanche, les terminaisons
PHA-L positives issues du raphé médian forment des synapses avec les corps cellulaires
et les dendrites des neurones GABAergiques septo-hippocampiques (parvalbumine-
positifs), et ces synapses sont toutes asymétriques. De plus, un double marquage
immunocytochimique de la sérotonine et de la parvalbumine confirme la nature
sérotoninergique des contacts synaptiques asymétriques entre les fibres du raphé
médian et les neurones GABAergiques septo-hippocampiques. Bien que cette étude et
celle de Milner et Veznedaroglu (1993) ne s’accordent pas sur I'existence de synapses
sérotoninergiques symétriques sur les neurones septo-hippocampiques (observée dans
I'étude de Milner et Veznedaroglu mais pas dans celle de Leranth et Vertes), les deux
études observent que les terminaisons sérotoninergiques établissent fréquemment des
contacts non-synaptiques avec tous les éléments neuronaux (dendrites, corps
cellulaires, axones). Cela suggere l'existence d'une neurotransmission de type
volumique. De maniére similaire, dans I'hippocampe, le striatum et le cortex, plus de la
moitié des terminaisons sérotoninergiques établissent des contacts non-synaptiques

avec les éléments neuronaux de ces structures (Séguéla et coll., 1989 ; Soghomonian
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et coll., 1989 ; Oleskevich et coll., 1991 ; Vizi et Kiss, 1998). De ce fait, bien que
Leranth et Vertes (1999) n'observent pas de contacts synaptiques entre les
terminaisons axoniques PHA-L positives issues du raphé médian et les neurones
cholinergiques septo-hippocampiques, on ne peut exclure une innervation
sérotoninergique de ces neurones. Cette innervation semble en effet plus que probable
puisque ces neurones expriment différents types de récepteurs sérotoninergiques,
notamment les récepteurs 5-HTi4 (Kia et coll., 1996a). Une étude de l'ultrastructure
des terminaisons sérotoninergiques (identifiées par immunomarquage de la sérotonine)
sur les neurones cholinergiques  septo-hippocampiques  (identifiés  par
immunomarquage de la ChAT) de méme que sur les neurones calbindine-positifs

permettrait de préciser davantage l'innervation sérotoninergique du septum médian.

Le septum médian regoit également des projections non sérotoninergiques des noyaux
du raphé médian et dorsal, mais dont la nature neurochimique n‘a pas encore été
déterminée (Azmitia et Segal, 1978 ; Kohler et coll., 1982 ; Aznar et coll., 2004).
Récemment, Aznar et collaborateurs (2004) ont montré que cette projection non-
sérotoninergique concernait les neurones GABAergiques septo-hippocampiques et
calbindine-positifs du septum médian. Il n'existe encore aucune donnée précise au
sujet de I'existence de cette projection non-sérotoninergique du raphé sur les neurones

cholinergiques septo-hippocampiques.

D. Les récepteurs sérotoninergiques

a) Définition des sous-types de récepteurs sérotoninergiques

La sérotonine est le neurotransmetteur qui possede la plus grande variété de
récepteurs. A ce jour, 15 genes codant pour des récepteurs sérotoninergiques
fonctionnels ont été clonés. Ces différents types de récepteurs ont été classifiés sur la
base de leurs propriétés pharmacologiques et de leurs voies de transduction. Ce
classement distingue sept familles pouvant chacune comprendre plusieurs sous-types
de récepteurs, 5-HT;, 5-HT,, 5-HTs;, 5-HT4, 5-HTs, 5-HT¢ et 5-HT; (voir Barnes et
Sharp, 1999 ; Hoyer et coll., 2002 pour revues).
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A I'exception du récepteur 5-HTs, tous ces récepteurs appartiennent a la famille des
récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G, ou la liaison
de la sérotonine déclenche soit l'inhibition de I'effecteur (par exemple l'adénylate
cyclase pour la famille des récepteurs 5-HT;) résultant en un effet inhibiteur de la
sérotonine, soit I'activation de I'effecteur résultant en un effet excitateur.

Les voies de transduction et la localisation anatomique des différents types de

récepteurs sérotoninergiques sont résumées dans le tableau 3..

b) Localisation des récepteurs sérotoninergiques dans le septum médian

Parmi les récepteurs sérotoninergiques du septum médian, nous détaillerons
particulierement les récepteurs 5-HT;a puisque ce sont ceux auxquels nous nous

sommes intéressés dans cette thése.

i) Les récepteurs 5-HTia

Le récepteur 5HT;4 a été I'un des premiers récepteurs sérotoninergiques identifiés et
caractérisés au moyen d’outils pharmacologiques, grace en particulier a la 8-OH-DPAT
(8-hydroxy-2-(di-n-propyl-amino)-tétraline) qui en est un agoniste (voir Barnes et
Sharp, 1999 ; Hoyer et coll., 2002 pour revues). Néanmoins, une affinité de la 8-OH-
DPAT pour les récepteurs 5-HT, a également été mise en évidence (Lovenberg et coll.,
1993 ; Ruat et coll., 1993). On dispose actuellement d’'un antagoniste sélectif des
récepteurs 5-HT;, : le WAY-100635 (Forster et coll., 1995 ; Fletscher et coll., 1996). Le
récepteur 5-HTia a également été le premier récepteur sérotoninergique a avoir été
cloné et séquencé (Albert et coll., 1990). Ce récepteur appartient a la famille des
récepteurs a sept domaines transmembranaires et il est couplé négativement a
I'adénylate cyclase via I'activation d’'une protéine G; et/ou G, (Albert et coll., 1996 ;
Barnes et Sharp, 1999). L'activation des récepteurs 5-HT, induit une hyperpolarisation
neuronale via une ouverture de canaux K" qui sont couplés a la protéine G (Nicoll et
coll., 1990).
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Tableau 3. Les principaux sous-types de récepteurs sérotoninergiques chez le Rat
Sous-types Voie de transduction Localisation cérébrale
5-HT, Gi Voir le détail par sous-type ci-dessous.
- adénylate cyclase
¥ AMPc
5-HTia Postsynaptique :
Hippocampe, amygdale, septum, cortex cingulaire et entorhinal, thalamus,
hypothalamus, bulbes olfactifs
Neurones sérotoninergiques du raphé
5-HT1s Présynaptique :
Ganglions de la base (noyau caudé-putamen, substance noire, globus
pallidus, pallidum ventral et noyau interpédonculé), cortex frontal et
entorhinal, hippocampe
5-HTip Présynaptique :
Ganglions de la base (noyau caudé-putamen, globus pallidus, substance
noire), cortex et hippocampe
5-HT:e Postsynaptique :
Cortex (notamment entorhinal), noyau caudé-putamen, claustrum,
hippocampe (subiculum), amygdale
5-HTs¢ Hippocampe, cortex cingulaire et entorhinal, noyau caudé-putamen, noyau
raphé dorsal
5-HT, Gq Voir le détail par sous-type ci-dessous.
+ phospholipase C
N DAG, IP;
5-HTza Postsynaptique :
Néocortex, cortex piriforme et entorhinal, claustrum, noyau caudé-
putamen, noyau accumbens, tubercules olfactifs, hippocampe, septum
médian
5-HT,s Cervelet, septum latéral, hypothalamus dorsal, amygdale
5-HTyc Postsynaptique :
Cortex olfactif, piriforme, cingulaire et rétrosplénial, noyau accumbens,
hippocampe, septum, amygdale, ganglions de la base (noyau caudé-
putamen, substance noire)
5-HT; Canal Na*/K* Présynaptique et Postsynaptique:
Tronc cérébral (area postrema, noyau du tractus solitaire, noyau moteur
du nerf vague)
Cortex piriforme et entorhinal, hippocampe, amygdale
5-HT, Gs Postsynaptique :
+ adénylate cyclase Noyau caudé-putamen, noyau accumbens, hippocampe, septum
A AMPc Présynaptique :
globus pallidus, substance noire, hippocampe, noyau interpédonculaire
5-HTs Voir le détail par sous-type ci-dessous.
5-HTsa Gi Néocortex, hippocampe, bulbes olfactifs, cervelet, substance noire,
- adénylate cyclase hypothalamus
¥ AMPc
5-HTsg ? Hippocampe, habénula, noyau raphé dorsal
5-HTs Gs Noyau caudé-putamen, néocortex, noyau accumbens, hippocampe,
+ adénylate cyclase amygdale, cervelet, septum latéral
N AMPc
5-HT, Gs Thalamus, hypothalamus, hippocampe, septum
+ adénylate cyclase
N AMPc

Résumé des caractéristiques des récepteurs sérotoninergiques d‘aprés des données pharmacologiques et moléculaires
(voir le texte pour les références bibliographiques) : leur voie de transduction (+ : couplé positivement, - : couplé
négativement) et leur distribution cérébrale. Le couplage négatif a I'adénylate cyclase, via une protéine Gi, entraine la
diminution (') d’AMP cyclique intracellulaire et provoque l'inactivation des protéines AMPc-dépendantes. L'effet est
inhibiteur. Le couplage positif a la phospholopase C, via une protéine Gq, stimule I'nydrolyse des phosphoinosotols et
entraine la production de deux messagers intracellulaires (1) : le diacylglycérol (DAG) qui active la protéine kinase C et
I'inositol triphosphate (IPs) qui provoque la libération de calcium et I'activation de la calcium-calmoduline kinase. L'effet est
excitateur. Le couplage positif a I'adénylate cyclase, via une protéine Gs, stimule la production d’AMPc (/) qui va activer
les protéines AMPc-dépendantes. L'effet est excitateur.
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La distribution des récepteurs 5-HTia dans le systeme nerveux central du Rat a été
largement étudiée en utilisant la 8-OH-DPAT ou le WAY-100635 radiomarqués (Vergé
et coll., 1986 ; Gozlan et coll., 1995), des anticorps marqués dirigés contre la protéine
du récepteur 5-HTia (Kia et coll., 19963, b et c); et des sondes antisens marquées qui
se lient aux ARN messagers codant la protéine du récepteurs 5-HT;x (Chalmers et
Watson, 1991 ; Pompeiano et coll. 1992). Ces récepteurs sont exprimés abondamment
dans le cerveau, plus particulierement au niveau du systeme limbique, dans
I'nippocampe, le cortex entorhinal, le cortex frontal et le septum (septum latéral,
septum médian et bande diagonale de Broca), de méme que dans I'hypothalamus et
les noyaux du raphé (médian et dorsal) et interpédonculaire du tronc cérébral. Les
récepteurs 5HT;4 sont également présents, mais en densité plus faible, au niveau du
cortex cingulaire, frontal, pariétal, insulaire et piriforme, de I'amygdale, du thalamus et
des bulbes olfactifs. En revanche, la densité des récepteurs 5HT;4 est tres faible dans
les ganglions de la base (striatum, noyau accumbens, globus pallidus et substance

noire).

Les récepteurs 5-HT;, occupent une position principalement post-synaptique dans les
structures cibles du systeme sérotoninergique de méme qu’au niveau des neurones
sérotoninergiques des noyaux du raphé (Pazos et Palacios, 1985 ; Vergé et coll.,
1986 ; Chalmers et Watson, 1991 ; Pompeiano et coll. 1992). La stimulation des
"autorécepteurs" 5HT;a des noyaux du raphé, notamment par des collatérales émises
par les axones sérotoninergiques, inhibe I'activité de ces neurones et la libération de 5-
HT dans les structures cibles et permet au systeme sérotoninergique d'effectuer un
rétrocontr6le tonique sur sa propre activité (Sprouse et Aghajanian, 1988 ; Sharp et
Hjorth, 1990).

Au niveau du septum médian, les récepteurs 5-HT;s sont exprimés de maniere
différentielle par les neurones septo-hippocampiques cholinergiques et GABAergiques
de méme que par les interneurones GABAergiques calbindine-positifs (Kia et coll.,
1996a ; Aznar et coll., 2003 ; Littgen et coll. 2005b ; Madjid et coll. 2006). Les
récepteurs 5-HT;a sont exprimés plus majoritairement par les neurones GABAergiques
septo-hippocampiques que par les neurones cholinergiques: 98% des neurones
GABAergiques septo-hippocampiques expriment les neurones 5-HT;, contre 25 % pour

les neurones cholinergiques, mais ces données demandent a étre affinées puisqu'elles
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ne sont issues que de deux études. Enfin, la grande majorité des interneurones
GABAergiques calbindine-positifs du septum médian (90%) expriment les récepteurs 5-
HT;a. De plus, Madjid et collaborateurs (2006) ont mis en évidence chez la souris que
les neurones du septum médian qui exprimaient les ARN messagers codant pour le
récepteur 5-HT;a étaient co-distribués avec les neurones cholinergiques (exprimant les
ARN messagers codant pour le transporteur vésiculaire de I'acétylcholine),
GABAergiques (exprimant les ARN messagers codant pour la parvalbumine) septo-
hippocampiques, ainsi qu'avec les neurones glutamatergiques (exprimant les ARN

messagers codant le transporteur vésiculaire du glutamate).

ii) Autres types de récepteurs sérotoninergiques

Au sein du septum médian, les récepteurs 5-HT,, sont exprimés par les neurones
GABAergiques septo-hippocampiques (Leranth et Vertes, 1999 ; Liittgen et coll., 2004).
Leur présence a également été mise en évidence au niveau des neurones
cholinergiques septo-hippocampiques, mais uniquement lorsqu’'un immunomarquage
des récepteurs 5-HT,, est effectué sur des rats préalablement traités avec de la
colchicine afin de bloquer le transport antérograde dans les dendrites et les axones : la
localisation de ces récepteurs sur les neurones cholinergiques concernerait donc
majoritairement les terminaisons ou les dendrites des neurones cholinergiques
(Luttgen et coll., 2004). De plus, une grande majorité des neurones septaux qui
expriment les récepteurs 5-HT,, exprime de maniére concomitante les récepteurs 5-
HT;a (Littgen et coll., 2005b). Les neurones du septum médian expriment également
des récepteurs 5-HT; (Bonaventure et coll., 2002 et 2004), 5-HT, (Vilaro et coll., 2005)
et 5-HT,c (Clemett et coll., 2000). En revanche, la densité des récepteurs 5-HTig
(Boschert et coll., 1994 ; Sari et coll., 1999) est faible dans le septum médian, de
méme que celles des autres types de récepteurs sérotoninergiques (Barnes et Sharp,
1999), mais il est a noter que des récepteurs du sous-type 5-HTiz ont été mis en
évidence sur les terminaisons des neurones cholinergiques septo-hippocampiques
(Cassel et coll., 1995).
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E. Modulation sérotoninergique du septum médian

L'activité des neurones du septum médian est modulée par la sérotonine comme le
suggere les travaux concernant l'enregistrement des réponses électrophysiologiques
des neurones du septum médian a une stimulation du raphé, ou a une application
locale de sérotonine, de méme que les travaux sur la modulation sérotoninergique de

I'activité rythmique théta du systeme septo-hippocampique.

a) Effets de la sérotonine sur les réponses électrophysiologiques des

neurones du septum médian

Une stimulation électrique du raphé (Assaf et Miller, 1978 ; Segal, 1976) ou une
application par iontophorese de sérotonine au niveau du septum médian (Segal, 1974 ;
Rascol et coll., 1989) induit une diminution de l'activité des neurones enregistrée in
vivo en extracellulaire. In vitro, la sérotonine induit des réponses extracellulaires
(Zhadina et Vinogradova, 1983) ou intracellulaires (Segal, 1986 ; Alreja, 1996)
inhibitrices ou excitatrices sur les neurones septaux. Les effets excitateurs et
inhibiteurs de la sérotonine sur I'activité des neurones du septum médian pourraient
étre sous-tendus par les récepteurs sérotoninergiques 5-HT,n et 5-HTia,
respectivement. En effet, Alreja (1996) montre que la sérotonine engendre des
réponses excitatrices sur les neurones GABAergiques septo-hippocampiques du septum
médian, identifiés au moyen de leurs caractéristiques électrophysiologiques, via une
activation des récepteurs 5-HT,a. En revanche, la sérotonine pourrait induire une
inhibition neuronale via I'activation des récepteurs 5-HT;x des neurones du septum
médian, comme cela a pu étre démontré dans le septum latéral (Van den Hooff et
Galvan 1992) ou au niveau des neurones cholinergiques du noyau basal
magnocellulaire (Khateb et coll., 1993).
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b) Régulation sérotoninergique de I'activité rythmique théta du systéme

septo-hippocampique

La sérotonine joue un important role dans la modulation du rythme théta
hippocampique via une action sur le septum médian. Le rythme théta est une activité
sinusoidale, réguliere, ample et lente (3-12 Hz) que l'on peut enregistrer dans le gyrus
denté et l'aire CAl. Ce rythme se retrouve chez la plupart des mammiféres et est
corrélé a différents comportements : la vigilance, le déplacement volontaire, I'attention,
I'orientation, I'apprentissage et la mémoire, les états émotionnels et motivationnels
(voir Vinogradova, 1995; Hasselmo, 2005, pour revues). En revanche, les
comportements alimentaires, ou fortement automatisés (par exemple les habitudes

motrices) ne sont pas associés a une activité théta au niveau de I'hippocampe.

Le septum médian joue un r6le fondamental dans la genése et le maintien de ce
rythme. En effet, des Iésions irréversibles du septum médian ou de la fimbria-fornix
(Rawlins et coll., 1979 ; Buzsaki et coll., 1983), de méme qu’une inactivation réversible
du septum médian avec de la tétracaine (Mizumori et coll., 1990 ; McNaughton et coll.,
2006) abolissent le rythme théta. En revanche, des stimulations électriques du septum
médian engendrent une activité théta hippocampique (Wetzel et coll., 1977 ; Kramis et
Vanderwolf, 1980). Le septum médian contient des neurones qui déchargent de
maniere rythmique a des fréquences théta (Petsche et coll., 1965). Cette activité est
conservée méme en |'absence de toutes afférences : une activité tres réguliere de type
pacemaker peut étre enregistrée /n vitro sur des tranches de septum médian
(Vinogradova et coll., 1980 ; Bragin et coll., 1985 ; Griffith et coll., 1991). De plus, une
section de la fimbria-fornix abolit le rythme théta hippocampique, mais n‘a pas d'effet
sur les décharges rythmiques des neurones du septum médian (Stewart et Fox, 1990).
Les neurones du septum médian présentant une activité rythmique endogene de type
pacemaker sont des neurones cholinergiques et GABAergiques septo-hippocampiques,
et tous deux semblent jouer un role important dans la genése du rythme théta
(Stewart et Fox, 1990 : Smythe et coll., 1992 ; Vinogradova, 1995 ; Jones et coll.,
1999 ; Yoder et Pang, 2005). Par exemple, seule une lésion combinée de ces deux
types de neurones abolit complétement le rythme théta hippocampique, alors qu’une

lésion seule des neurones cholinergiques septo-hippocampiques ou des neurones
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GABAergiques septo-hippocampiques induit une diminution significative de I'activité

théta hippocampique sans |'abolir complétement (Yoder et Pang, 2005).

La genése du rythme théta hippocampique est modulée par certains noyaux du tronc
cérébral, notamment le noyau médian du raphé qui jouerait un r6le inhibiteur, et cette
modulation s'effectue via une action de la sérotonine sur le systeme septo-
hippocampique. Une lésion du noyau médian du raphé, qui fournit l'innervation
sérotoninergique au septum médian et a I'hippocampe, induit une activité théta
hippocampique constante, quel que soit le comportement dans lequel I'animal est
engagé (Maru et coll., 1979 ; Yamamoto et coll., 1979). Par contre, une stimulation
électrique de ce noyau entraine une désynchronisation de lactivité théta de
I'hippocampe (Assaf et Miller, 1978 ; Yamamoto et coll., 1979 ; Vertes, 1981 ;
Kitchigina et coll., 1999). Une telle stimulation du raphé perturbe également les
décharges rythmiques des neurones du septum médian, suggérant que la
désynchronisation du rythme théta hippocampique pourrait étre la conséquence d'une
désorganisation des décharges rythmiques du septum médian (Assaf et Miller, 1978 ;
Kitchigina et coll., 1999).

La désynchronisation du rythme théta hippocampique provoquée par une stimulation
du noyau raphé est un effet impliquant la sérotonine. En effet, un pré-traitement des
animaux avec de la p-chlorophénylalanine (pCPA), un inhibiteur de la synthese de
sérotonine qui induit une diminution de 60-80% de la sérotonine dans I'hippocampe et
le septum, bloque les effets inhibiteurs induits par une stimulation du noyau raphé
médian sur l'activité septale et le rythme théta hippocampique (Assaf et Miller, 1978).
De plus, linhibition des neurones sérotoninergiques par une activation de leurs
récepteurs 5-HT;a par la 8-OH-DPAT induit une activité théta hippocampique au niveau
de I'hippocampe chez le rat anesthésié a I'uréthane (Vertes et coll., 1994 ; Kinney et
coll., 1996) tout comme chez le rat vigile (Nitz et McNaughton, 1999). Une telle
inhibition des neurones sérotoninergiques du noyau médian du raphé par la 8-OH-
DPAT induit une activité rythmique réguliere synchronisée avec le rythme théta
hippocampique au niveau du septum médian, ce qui suggere un r6le important de
I'innervation sérotoninergique du septum médian dans la régulation du rythme théta

hippocampique (Kinney et coll., 1996).
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Ainsi, les récepteurs 5-HT;s, mais également les récepteurs 5-HT,c, sont impliqués
dans la modulation sérotoninergique de I‘activité théta du systéme septo-
hippocampique (Marrosu et coll., 1996 ; Hajos et coll., 2003). Une activation des
récepteurs 5-HT;a post-synaptiques abolit le rythme théta hippocampique chez le chat
anesthésié, mais l'implication des récepteurs 5-HT;, de I'hippocampe et/ou du septum
médian dans cet effet reste a déterminer (Marrosu et coll., 1996). Par ailleurs, une
administration systémique de Ro 60-0175, un agoniste des récepteurs 5-HT,c, inhibe
de maniéere dose-dépendante I'activité rythmique des neurones du septum médian et
abolit le rythme théta hippocampique; ces effets sont bloqués par I'administration
préalable de SB-242084, un antagoniste des récepteurs 5-HT,c. L'administration seule
de SB-242084 suffit a augmenter l'activité théta hippocampique et I'activité rythmique
des neurones du septum médian, ce qui indiquerait une régulation tonique de I'activité

théta hippocampique via les récepteurs 5-HT,c (Hajos et coll., 2003).

Ainsi, la sérotonine joue un important role de modulation de I'activité des neurones
septaux via l'activation des récepteurs 5-HT,c et 5-HTia. En raison de linfluence
inhibitrice de la sérotonine sur le rythme théta hippocampique, rythme par ailleurs
corrélé aux taches d'apprentissage et de mémoire (Mizumori et coll., 1990 ; Vertes et
Kocsis, 1997 ; Vertes, 2005), la modulation sérotoninergique du septum médian
pourrait influencer les performances dans ces types de taches. Cette hypothése sera

discutée plus loin.
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Les neurones GABAergiques septo-hippocampiques (GABA Parv) projettent sur I'hippocampe o ils inhibent
(-) uniquement les interneurones GABAergiques et sur les neurones de projection
aspartergiques/glutamatergiques (Asp Glu) du cortex entorhinal. Les neurones GABAergiques calbindines
(Calb) sont des interneurones a projection locale au SM.

Les neurones cholinergiques septo-hippocampiques projettent sur les interneurones GABAergiques et sur les
cellules pyramidales de I'hippocampe de méme que sur le cortex entorhinal. Les neurones cholinergiques
envoient également de nombreuses collatérales localement, notamment sur les neurones GABAergiques du
SM. L'action de I'acétylcholine est excitatrice eu niveau du SM (Dutar et coll., 1983) et dans I'hippocampe
(Cole et Nicoll, 1983) (+).

Les neurones glutamatergiques sont excitateurs (+) et ont des projections locales ou septo-
hippocampiques. Leur cible hippocampique n’est pas connu ( ?).

Les neurones GABAergiques de I'hippocampe envoient des projections sur le SM. Les cellules pyramidales de
I'hippocampe innervent uniquement le septum latéral. Le cortex entorhinal innerve les neurones
GABAergiques calrétinines du SM qui projettent sur le noyau supramammillaire.

Enfin, le SM recoit des projections excitatrices (aspartergiques/glutamatergiques) du noyau
supramammillaire et inhibitrices du noyau raphé médian (voir partie 2. Systéme sérotoninergique et septum
médian).
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Chapitre 2

Le septum meédian : role dans la mémoire spatiale

Le septum médian, comme nous l'avons vu, est en étroite connexion avec la formation
hippocampique, dont le rbéle dans la mémoire spatiale est maintenant largement
démontré. Dans un premier temps, nous allons définir la mémoire spatiale et présenter
les tests qui permettent de I'évaluer chez le Rat. Nous soulignerons ensuite le role de
I'nippocampe dans la mémoire spatiale et nous donnerons quelques éléments relatifs
aux processus mnésiques d'encodage, de consolidation et de rappel d’informations
spatiales. L'influence modulatrice des systemes cholinergiques et sérotoninergiques sur
la mémoire spatiale sera également abordée, avant d’en arriver aux études tentant de

comprendre le role du septum médian dans les fonctions mnésiques.

1. La mémoire spatiale chez le Rat : définitions et évaluations

A. La mémoire spatiale chez le Rat : définitions

La mémoire spatiale désigne les informations relatives a I'espace qui permettent la
navigation et l'orientation d'un individu dans son environnement. La capacité a
s'orienter dans I'espace est essentielle a la survie de la majorité des espéeces animales
puisqu’elle va permettre notamment la localisation d'un prédateur ou d'une source de
nourriture. De plus, au regard des données expérimentales et cliniques provenant
d'études menées chez 'Homme, le Primate et le Rat, la mémoire spatiale pourrait
impliquer, chez la plupart des especes de mammiferes, des processus similaires de
traitement des informations spatiales. Comme nous allons le voir, la mémoire spatiale
traite des informations de différentes natures et elle implique différentes opérations de

traitement.
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a) Nature des informations spatiales

L’hypothése stipulant que les rats sont capables de former une représentation spatiale
de leur environnement a été proposé par Tolman en 1948, qui s'était alors placé en
porte a faux des théories associationnistes, avant d’étre largement étayée par 0'Keefe
et Nadel dans leur ouvrage fondamental ‘Hippocampus as a Cognitive Map’, dont la
premiere édition parut en 1978. O’Keefe et Nadel ont proposé que la navigation du Rat
dans son environnement est sous-tendue par deux systémes de navigation spatiale qui
ne vont pas traiter le méme type d'informations: un systéme dit ‘de routes’ (faxon
system), basé sur des informations relatives au propre corps de l'animal ou
égocentriques, et un systeme de ‘cartes’ (/ocal system), basé sur des informations
allocentriques relatives aux relations entre les éléments visuels distaux, la position
de I'animal et celle du but a atteindre. Ces deux types d’informations vont permettre a

I'animal de générer un trajet optimal pour atteindre un but dans son environnement.

Les informations égocentrigues

Les informations égocentriques sont constituées d'informations vestibulaires et
kinesthésiques relatives a la position du corps de I'animal et a ses déplacements dans
I'environnement. Elles vont lui permettre de générer un trajet vers le but par codage
angulaire (vectoriel). Ainsi, sur la base des informations collectées ‘en route’ a partir de
ses rotations et de ses prises de direction, I'animal actualise constamment un vecteur
lui permettant d’estimer sa position, la distance et la direction relatives au point de
départ. Ce type de stratégie de navigation a également été appelé navigation inertielle
ou navigation ‘au jugé’ (path integration ou dead reckoning, Whishaw, 1998 ; Etienne
et Jeffery, 2004). Par analogie avec 'Homme, le codage de l'information dans ce
systeme de navigation inertielle serait mis en jeu, par exemple, lorsqu'il s'agit, partant
de I'entrée de I'Insitut Le Bel, de se rendre pour la premiere fois au bureau des Etudes
Doctorales de I'Université Louis Pasteur; les détours qui se ressemblent et se succédent
au gré des couloirs jusqu’a l'arrivée, de sorte qu'il est possible de générer une
représentation de la localisation de ce bureau en termes de suites de procédures :
monter un escalier sur la gauche, puis tourner a droite, marcher 10 métres, puis
tourner a gauche au premier couloir, marcher 40 métres et tourner a droite. Ce

premier type de représentation basée sur I'utilisation de repéres égocentriques est
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assez économique en termes de quantité d'informations a traiter et a mémoriser, mais
les représentations qu'il génére et stocke demeurent toutefois peu flexibles. En effet, le
simple changement de point de départ rend la stratégie caduque par rapport au but a
atteindre.

Un deuxieme type de navigation se basant sur des informations égocentriques
concerne la navigation par guidage visuel : le rat peut ainsi utiliser un stimulus visuel
afin de s’orienter vers un but. C'est un apprentissage de type stimulus-réponse : le rat
doit associer a un stimulus visuel une réponse locomotrice d’approche. Par analogie,
chez I'Homme, le guidage visuel peut permettre de se rendre a la cathédrale de
Strasbourg, simplement en se dirigeant vers le clocher qui pointe dans le ciel en

surplombant tous les immeubles de Strasbourg.

Les informations allocentrigues

L'utilisation des informations égocentriques devient difficile lorsque les points de départ
se multiplient ou lorsque le stimulus visuel qui indicait la position du but n'est pas
présent. En d'autres termes, une telle navigation, qui ne nécessite pas de stockage des
caractéristiques spatiales de I'environnement, peut vite s'avérer inefficace. Un autre
type de navigation utilise des informations allocentriques relatives a I'espace extra-
personnel, au-dela du corps et du geste afin de mémoriser la configuration des reperes
perceptibles et de leurs liens spatiaux avec le but a atteindre. Poucet et Benhamou
(1997) proposent que le rat utilise notamment les informations allocentriques afin de
mémoriser des vues locales (/local view) ou des instantanés photographiques
(snapshot) concernant la configuration des repéres visuels externes dans une direction
donnée. Ainsi la prise en compte de ces différentes vues locales participe a la
formation d'un panorama global en fonction d'une direction de référence générale. La
prise en compte de ces différents panoramas, au cours de l'exploration, permettra a
I'animal de déterminer, a chaque moment et selon sa direction actuelle de
déplacement, sa position par rapport au but visé et de lui ajuster ses déplacements. Un
dernier type de représentation basée sur I'utilisation des informations allocentriques
correspond a la ‘carte cognitive’ de O’Keefe et Nadel, (1978) dont une partie des
contributions théoriques s'appuie fortement sur I'apport initial de Tolman (1948). II
s'agit de construire une représentation basée sur l'intégration et le stockage des

informations allocentriques relatives aux relations spatiales entre un ensemble de lieux.
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Cette représentation est totalement indépendante de la direction de I'animal et lui
permettra d’inférer la position du but a partir de n‘importe quel endroit de son
environnement, et ce, sur la base d'une représentation interne de la configuration des
éléments visuels externes. Cette représentation est caractérisée par une trés grande
flexibilité : plusieurs routes peuvent étre générées pour accéder au but final. Ce
systeme est parfaitement compatible avec la déduction de raccourcis, mais il est moins
économique du point de vue cognitif. L'utilisation d’une telle représentation spatiale
chez le Rat a été mise en évidence en observant son comportement dans différents
types de labyrinthe. Par ailleurs, il est le seul concept qui soit parfaitement en accord
avec les propriétés fonctionnelles des cellules de lieu (O'Keefe et Dostrovsky, 1971;
O'Keefe et Nadel, 1978). Les rats sont capables d'inférer la position du but et d’utiliser
des raccourcis jamais empruntés auparavant, ou de faire des détours appropriés
lorsqu’un obstacle barre subitement le passage habituel. De la méme facon, un
habitant de Strasbourg dont la mémoire spatiale fonctionne normalement est capable
de rejoindre la cathédrale de la facon la plus directe possible de n‘importe quel point
de la ville, et ce méme par temps de brouillard (ce qui ne permettra pas, par exemple,

un guidage visuel a partir de la fleche de la cathédrale).

b) Traitements des informations spatiales

Parallelement a I'existence de différents types d'informations spatiales, les travaux
d'Olton et collaborateurs (1979) ont permis de mettre en évidence, chez le Rat,
différents types d’opérations pouvant étre effectuées sur ces informations. Ces auteurs
font la distinction entre une mémoire a long terme, qu'ils appellent la mémoire de
référence, et une mémoire a court terme, qu'ils assimilent, dans une certaine mesure,
a la mémoire de travail. Cette distinction est valable pour la mémoire spatiale, mais

également pour d'autres types de mémoires non spatiales.

La mémoire de référence concerne les regles et procédures générales propres a une
situation, de méme que les informations dépendantes d'un contexte particulier. Le
point commun de ces différents types d'informations étant qu’elles restent pertinentes
pour cette méme situation toutes les fois que celle-ci est rencontrée. Pour illustrer

cette notion en la transposant a I'Homme, cette mémoire permettra a un joueur de
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Tarot de se souvenir de la régle du jeu et de la valeur des cartes et des combinaisons
de cartes. Quel que soit le jeu qu'il aura en mains, cette régle est invariable et n'est en

aucun cas influencée par la donne.

La mémoire de travail concerne le stockage d'informations spécifiques a une
situation qui ne sont pertinentes que sur une durée limitée dés lors que le sujet les
rencontre et qu'il doit s'en servir afin de réaliser une tache. Elle nécessite également
I'effacement d’autres informations devenues non pertinentes au fur et a mesure du
cheminement du sujet dans la situation. Cette mémoire renvoie chez I'Homme au
concept de mémoire de travail de Baddeley (1986, 1996). En effet, selon Baddeley, la
mémoire de travail est un systtme qui maintient temporairement et manipule de
I'information pendant que sont exécutées des taches cognitives complexes. Pour
reprendre I'exemple du joueur de Tarot, la mémoire de travail va Iui permettre de se
souvenir, dans la progression d'une partie, des cartes déja jouées afin de pouvoir
adapter son jeu (comptage des atouts, nombre de fois qu'un bois a été joué...). Une
fois la partie terminée, le contenu de cette mémoire est devenu inutile et peut étre

effacé.

B. Les tests évaluant la mémoire spatiale chez le Rat

Chez le rongeur, il existe de nombreux types de tests évaluant les capacités de
mémoire spatiale, parmi lesquels celui de la piscine de Morris et celui du labyrinthe
radial sont les plus largement utilisés. Ces tests peuvent étre paramétrés de différentes
facons afin d'évaluer la mémoire de référence et/ou la mémoire de travail. De plus,
une analyse détaillée des performances des animaux dans ces tests permet d'identifier
les différents types d'informations spatiales et la(es) stratégie(s) utilisée(s) par les

animaux.

a) Le test de la piscine de Morris

Le test de la piscine, développé par Morris en 1981, est slirement l'un des tests de

mémoire spatiale le plus couramment utilisé chez les Rongeurs. Une présentation
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détaillée de ce test s'impose puisqu'il est utilisé dans la majorité de nos expériences.
Ce test se base sur les excellentes capacités natatoires du rat et sur son penchant inné
a échapper a l'eau, qui a un caractére aversif pour lui. Le dispositif consiste en un
bassin rempli d’eau opacifiée par I'ajout de lait en poudre. Une plate-forme ‘refuge’ est
placée dans un endroit de la piscine. Le but pour le rat sera de nager le plus
directement possible vers la plate-forme. Le dispositif du test de la piscine de Morris

est représenté sur la figure 5..

Figure 5. Représentation schématique du dispositif du test de la piscine de Morris.
Le rat dispose d‘indices visuels distaux pour repérer la position de la plate-forme
invisible (représentée par les pointillés).

On distingue deux grands types de protocoles dans le test de la piscine de Morris qui
ne mettent pas forcément en jeu les mémes processus de traitement des informations
spatiales: un type de protocole est utilisé pour évaluer la mémoire de référence, I'autre

pour évaluer la mémoire de travail.
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Le protocole de mémoire de référence

Dans le protocole de mémoire de référence (place learning), la plate-forme est
immergée de telle sorte qu'elle soit invisible pour I'animal. La position de la plate-forme
reste constante d'un essai a l'autre, mais les points de départ du rat changent d’essai
en essai. Un essai consiste a placer le rat dans I'eau, face contre la paroi, avant de le
lacher. L'essai s'arréte lorsque le rat a rejoint la plate-forme ou au bout d'un certain
temps (en général une minute) si il ne I'a pas trouvé. Dans ce dernier cas, I'animal est
récupéré avant d'étre déposé quelques secondes sur la plate-forme, puis on passe a
I'essai suivant. Les essais peuvent étre massés sur une journée, mais ils sont souvent
distribués sur plusieurs jours avec une séance quotidienne de plusieurs essais : c’est la
phase d’acquisition. Au départ, le rat nage au hasard et peut éventuellement atteindre
la plate-forme par chance avant d'y grimper. Au fur et a mesure des essais, le temps
mis pour rejoindre la plate-forme diminue et les trajets sont de plus en plus directs,
donc plus courts en temps comme en distance. Un animal chez qui l'acquisition se
passe normalement retrouvera la position de la plate-forme quel que soit I'endroit de la
piscine duquel il sera laché : on dit alors que le rat utilise une stratégie de type
allocentrique nécessitant l'intégration des relations entre les éléments distaux situés a
I'extérieur de la piscine et la position de la plate-forme. Les indices distaux incluent la
géométrie de la salle de test, de méme que les différents objets de la piece comme les
cages des rats, les fenétres, les posters au mur. Les indices doivent étre suffisamment
éloignés afin d'étre visibles de n‘importe quel endroit dans la piscine, mais
suffisamment proches afin que la configuration des indices distaux, qui varie selon les
déplacements du rat, puisse permettre a I'animal d’en inférer son trajet. Une autre
stratégie consiste a utiliser les repéres égocentriques liés au déplacement du corps de
I'animal dans la piscine (stratégie égocentrique), mais I'efficacité de ce type de

stratégie reste limitée du fait du changement de points de départ d’'un essai a l'autre.

L'efficacité de l'apprentissage sera évaluée dans un test de rétention (probe trial)
effectué 24 h aprés la fin du dernier essai d'acquisition (mais ce délai est variable d'une
étude a l'autre et peut atteindre plusieurs jours, voire semaines, selon le type de
question posée). Lors de ce test de rétention, la plate-forme est retirée du bassin. Un
rat ayant intégré les relations qui existent entre les indices distaux et la position de la
plate-forme concentrera sa recherche sur la zone dans laquelle se trouvait la plate-

forme au cours de l'acquisition. De ce fait, il y passera plus de temps que dans les
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autres zones du bassin, de méme qu'il passera plus souvent a I'endroit précis ou se
trouvait la plate-forme, soit comparativement a une autre zone de la piscine, soit
comparativement a un rat qui n'aurait rien appris. Il arrive qu'un rat résolve cette tache
en utilisant une stratégie procédurale (par exemple faire le tour du bassin a 25 cm de
la paroi, car la plate-forme est située a cette distance du bord) qui, en termes de
performances, peut s'avérer aussi efficace qu'une approche allocentrique de la tache.
Toutefois, dans ce cas, les performances lors du probe trial apparaitront effondrées, ce
qui traduira l'inexistence d'un apprentissage spatial.

Ce protocole évaluant la mémoire de référence nécessite donc |'apprentissage
d’informations spatiales qui restent pertinentes d’'un essai a l'autre et d'un jour a
I'autre. Ces informations sont de différents types : certaines sont relatives aux regles
générales de la tache, comme le fait de savoir que la piscine contient une plate-forme
et qu'il faut la rechercher, et d’autres sont relatives a I'emplacement de la plate-forme
(informations allocentriques). Ces deux types de "connaissances" sont souvent dits
"declarative-like' dans la littérature anglo-saxonne, et, dans une certaine mesure,

considérés comme des équivalents de la mémoire déclarative humaine.

Le protocole de mémoire de travail

Dans le protocole de mémoire de travail, la plate-forme est également immergée de
telle sorte qu’elle soit invisible pour I'animal. La position de la plate-forme reste fixe sur
une séance journaliere "d’acquisition", mais elle change d'un jour a l'autre de telle
sorte qu’une nouvelle position de plate-forme doive étre retenue chaque jour, mais
seulement entre un essai d'information (le rat recherche son emplacement) et un
essai-test qui intervient a un délai relativement court (quelques secondes, le plus
souvent) par rapport au premier. Lorsque le rat s'avere capable de garder en mémoire
de travail linformation collectée pour s'en servir au second essai, on constate une
diminution significative de la latence et de la distance parcourue pour trouver la plate-
forme entre le premier et le second essai. Le premier essai est donc considéré comme
un essai d'information permettant au rat d'établir les relations entre la configuration
des indices distaux (sa carte cognitive, en quelque sorte) et la position de la plate-
forme (I'information a mémoriser pour quelques temps). Lorsqu'on évalue la mémoire
de travail dans ce type de tache, il est important que le point de départ change d’un

essai a l'autre afin de favoriser I'utilisation d’'une stratégie allocentrique. Dans cette
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tache, les informations relatives a la position de la plate-forme ne sont pertinentes
qu‘au cours d’'une séance d’acquisition. A la séance suivante, ces informations ne sont
plus utiles (méme si on dispose de quelques indications qui tendent a montrer que le
rat peut s'en servir malgré tout au cours de I'exploration du bassin; Jeltsch et coll.,
2004).

b) Le labyrinthe radial

Le labyrinthe radial, développé par Olton en 1976, est également largement utilisé
pour évaluer les performances de mémoire spatiale chez les rongeurs. Le dispositif est
constitué le plus souvent de 8 a 12 branches radiaires, toutes reliées a une plate-forme
centrale. La tache du rat consiste a se déplacer dans le labyrinthe afin de consommer
des renforcements alimentaires placés a l'extrémité de chacune des branches, en
évitant de retourner, au cours d'un méme essai, dans une branche déja visitée (un tel
comportement est inutile, puisque la branche n'est pas renforcée une nouvelle fois au
cours d'un méme essai). La motivation est donc appétitive et nécessite de placer le rat
sous régime alimentaire restreint. Comme pour le test de la piscine de Morris, la
réalisation de la tache peut se faire grace a la mise en place de différents types de
stratégies, qui peuvent étre identifiées a partir d'une analyse de la séquence de visites
des branches du labyrinthe au cours d'un essai. L'animal peut utiliser une stratégie
allocentrique nécessitant l'intégration de la configuration des indices distaux ou une
stratégie égocentrique privilégiant la prise en compte d’informations vestibulaires et/ou
kinesthésiques, et éventuellement d'indices internes au labyrinthe (indices visuels,
olfactifs ou tactiles). De plus, comme pour le test de la piscine de Morris, il existe
différents types de protocoles, certains mesurant exclusivement des performances de
mémoire de travail, d'autres permettant I'évaluation de l'intégrité d'une mémoire de
référence et de celle d'une mémoire de travail au cours d'un méme essai (Jarrard et
coll., 1984).
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2. ROle de I’'hippocampe dans la mémoire spatiale

A. Traitement des informations spatiales par I’hippocampe

O'Keefe et Nadel (1979) ont été les premiers a proposer l'idée selon laquelle la
construction et le stockage des représentations spatiales (les ‘cartes cognitives’)
impliquaient prioritairement I'hippocampe. Leur hypothese se base notamment sur les
enregistrements unitaires de cellules pyramidales de CA1 et CA3, les ‘cellules de lieu’,
dont la caractéristique principale est d'étre sélectivement actives lorsque I'animal se
trouve dans un endroit donné de son environnement, endroit qui, pour une méme
cellule de lieu, reste le méme d'une séance d'enregistrement a l'autre, et ce aussi
longtemps que les caractéristiques spatiales de I'environnement demeurent stables. On
appelle cet endroit le champ d'activité de la cellule de lieu. Dés que la téte de I'animal
est dans une région spécifique de ce ‘champ d'activité’ (place field), I'activité de la
cellule de lieu augmente. Les champs d‘activité des cellules de lieu apparaissent tres
rapidement lors de l'exploration d’'un nouvel environnement, et demeurent stables
lorsque I'animal est remis dans cet environnement aprés un délai, méme lorsque ce
dernier atteint plusieurs semaines (voir Muller et coll., 1999 pour revue). Selon O’Keefe
et Nadel (1979), ces cellules de lieu seraient le corrélat électrophysiologique du
stockage des informations spatiales au niveau hippocampique. Plus particuli€rement,
I'hippocampe serait responsable de l'intégration des indices allocentriques permettant
la localisation d’un lieu en fonction de ses relations avec les éléments visuels externes
(systtme de cartes), alors que les informations spatiales relatives aux indices
égocentriques et permettant la localisation d’un lieu en fonction de la position du corps
de I'animal et de ses déplacements dans I'environnement (systémes de routes) seraient
dépendantes d‘autres structures extra-hippocampiques. Ainsi, des Iésions de
I'hippocampe ou de la fimbria-fornix perturbent les performances d'apprentissage et de
rétention de l'information spatiale, par exemple lorsqu'un rat doit apprendre la
localisation d’'une plate-forme invisible dans la piscine de Morris (Morris et coll., 1982 ;
Sutherland et coll., 1983 ; Moser et coll., 1993). En revanche, si on permet a I'animal
d'utiliser des informations égocentriques afin de localiser cette plate-forme invisible,

par exemple en lachant I'animal toujours du méme endroit dans la piscine (les
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informations relatives a la position du corps de I'animal et a son déplacement devenant
ainsi pertinentes par rapport a la localisation de la plate-forme), des rats avec des
lésions de I'hippocampe pourront apprendre la localisation de la plate-forme invisible
en recrutant des structures extra-hippocampiques, mais cette "procédure" ne

présentera aucune souplesse (Eichenbaum et coll., 1990).

Parmi les structures extra-hippocampiques pouvant étre impliquées dans l'intégration
des informations spatiales de types égocentriques, le striatum dorso-latéral apparait
étre un bon candidat. En effet, des lésions de cette structure perturbent la capacité des
rats a rejoindre une plate-forme visible dans un test d’orientation guidée, alors qu’elles
n‘affectent pas leur capacité a apprendre la localisation d’'une plate-forme invisible
dans le test de la piscine de Morris (Packard et McGaugh, 1992 ; McDonald et Wite,
1994 ; Devan et coll., 1996 ; Packard et McGaugh, 1996 ; Devan et coll., 1999). Le test
d’orientation guidée consiste a rejoindre une plate-forme visible, car indicée par un
stimulus visuel (par exemple, lorsqu'elle dépasse de l'eau, ses rebords peuvent étre
peints en noir pour accentuer le contraste avec la couleur blanche de I'eau). Le rat doit
apprendre a rejoindre la plate-forme par guidage visuel. C'est un apprentissage de
type stimulus-réponse : le rat doit associer a lindice visuel de la plate-forme, une
réponse locomotrice d’approche. La double dissociation entre I'hippocampe et le
striatum dorso-latéral observée dans le test d'orientation guidée et le protocole de
mémoire de référence est a la base de la théorie des systemes multiples de mémoire
(White et MacDonald, 2002). Ainsi, un premier systeme, localisée dans I'hippocampe,
permet I'apprentissage de liens entre différents stimulus (un systéeme declarative-like)
et dans le striatum dorso-latéral, un systéme est responsable de l'intégration des
apprentissages de type stimulus-réponse a la base de la navigation par guidage visuel
(un systeme procédural qui gére la mise en place et le maintien d'un certain nombre

d'automatismes.

Dans le systeme de routes, O'Keefe et Nadel (1979) font la distinction entre la
navigation par guidage visuel, qui correspond a un apprentissage de type stimulus-
réponse, et la navigation par orientation directionnelle relative aux informations
vestibulaires et kinesthésiques liées a l'orientation et au déplacement du corps dans
I'espace (path intégration ou dead reckoning). Alors que I'hippocampe n'est pas

impliqué dans la navigation par guidage visuel, certains auteurs ont émis I'hypothéese
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d’'une implication de cette structure dans l'integration des informations égocentriques
relatives a la position de I'animal et a son déplacement dans I'espace (Whishaw et coll.,
1995 ; Whishaw et Jarrard, 1996 ; Whishaw, 1998). Whishaw et ses collaborateurs ont
notamment montré, que des rats avec des lésions de I'hippocampe étaient capables
d’apprendre la localisation d’'une plate-forme invisible dans un protocole de mémoire de
référence, mais uniqguement dans certaines conditions, par exemple lorsque cet
apprentissage est précédé par une série d'essais basés sur un indice visuel indiquant la
position de la plate-forme. Dans ce cas, les rats avec des lésions de I'hippocampe
manifestent une amélioration significative de leurs performances lorsque la plate-forme
n'est plus indicée, de méme qu'ils se montrent capables de rechercher la plate-forme a
I'endroit adéquat lors d'un test de rétention. Whishaw et ses collaborateurs (par ex.
Whishaw et coll., 1995) interprétent ce comportement comme une manifestation de
I'intégration des relations entre la position de la plate-forme et des indices visuels
distaux. Néanmoins, la capacité résiduelle de ces rats porteurs d'une lésion
hippocampique peut aussi découler d'un recrutement de structures extra-
hippocampiques, de méme qu'elle pourrait refléter I'utilisation d’'une stratégie basée
sur la prise en compte de vues locales. En effet, Mac Donald et collaborateurs
indiquent que méme si les rats porteurs d’'une Iésion hippocampique peuvent, dans
certaines conditions, apprendre la localisation d'une plate-forme invisible, leur
comportement est quantitativement et qualitativement différent de celui des rats
témoins (MacDonald et coll., 2004). Par exemple, au cours d'un probe trial, méme si
les rats porteurs d’une lésion de I'hippocampe peuvent manifester une préférence pour
le quadrant qui contenait précédemment la plate-forme, leur précision, mesurée par le
nombre de fois qu’ils traversent I'endroit exact ou se trouvait la plate-forme, est
déficiente (MacDonald et coll., 2000).

Aujourd’hui, la grande majorité des travaux évaluant le r6le de I'hippocampe dans la
mémoire spatiale s'accorde a lui attribuer un réle crucial dans l'intégration et le
stockage des informations allocentriques relatives aux relations spatiales entre les
éléments caractéristiques d'un lieu. Néanmoins, son rble dans d‘autres aspects de la
mémoire spatiale, notamment dans la prise en compte de certaines informations de
type égocentriques, qui pourrait participer a la construction d'une représentation
spatiale de la configuration des reperes spatiaux de I'environnement, reste encore a

déterminer.
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Alors que le réle de I'hippocampe dans la mémoire spatiale est maintenant largement
démontré, il serait réducteur de lui attribuer un réle limité au seul traitement des
informations spatiales. En effet, I'hippocampe joue un r6le important dans la plupart
des phénoménes mnésiques, la mémoire spatiale n’en serait donc qu’un aspect
spécifique. L'hippocampe est ainsi impliqué dans la mémoire de travail (Olton, 1979)
et, chez 'Homme, il I'est dans la mémoire déclarative — notamment épisodique — ou
relationnelle, cette derniére pouvant se définir comme une mémoire basée sur
I'apprentissage de relations entre plusieurs items et événements séparés (Eichenbaum,
1992).

B. L’encodage, la consolidation et le rappel des informations spatiales

Comme nous l'avons vu, la mémoire spatiale est un type de mémoire qui permet de
stocker des informations spatiales propres a un environnement afin de produire une
modification durable du comportement, a savoir connaitre la localisation d’'un but dans
un contexte spatial. Il est maintenant largement accepté que I'établissement d'une
mémoire spatiale, de méme que celui de tout autre type de mémoire susceptible de
durer dans le temps, nécessite I'intervention successive de trois processus mnésiques :
les informations spatiales sont d’abord encodées (processus d’encodage) avant d'étre
consolidées (processus de consolidation) en vue d’étre stockées de maniére durable
dans une mémoire a long terme, d'ou elles pourront étre récupérées (processus de
rappel) a tout moment, si la situation I'exige. Encodage et consolidation forment les
deux étapes-clés de ce qu'on nomme l'acquisition. La phase de consolidation des
informations a été mise en évidence a partir de nombreuses données expérimentales
démontrant que les informations acquises étaient maintenues, un certain temps aprées
leur acquisition, sous une forme labile, c'est-a-dire qu’elles étaient susceptibles d'étre
modifiées par différents types de traitements (Iésion, traitement pharmacologique,
inhibition de la synthése de protéines, électrochocs) ou d'interférence, dans une
certaine fenétre temporelle, aprés l'acquisition des informations (McGaugh, 1966 ;
Ambrogi Lorenzini et coll., 1999). Les premiers travaux ayant démontré avec beaucoup
d'élégance des phénomeénes d'interférence en phase labile de la consolidation ont porté
sur I'Homme et remontent a 1900 (Miller et Pilzecker, 1900). Chez le Rat,

I'administration de chocs électroconvulsifs apres I'apprentissage d’une tache perturbe la
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rétention mesurée a un délai de 24 heures, par exemple, mais seulement si les chocs
ont été administrés dans une certaine période apres l'acquisition des informations.
L'administration des mémes chocs au-dela de cette fenétre temporelle n‘aura pas
d’effet sur la rétention (Duncan, 1949). La consolidation permet donc le passage d'une
mémoire a court terme, susceptible d'étre modifiée car encore fragile, a une mémoire
a long terme, plus stable, moins sensibles aux interférences, au temps, voir aux effets
de certaines lésions (McGaugh, 2000). Méme si, aujourd’hui, cette théorie de la
consolidation des informations mnésiques est nuancée, notamment par la mise en
évidence du fait qu’une information stockée a long terme peut repasser par une phase
labile, et donc fragile, lorsqu'elle vient d'étre rappelée (théorie de la reconsolidation,
voir Nader et coll., 2000 ; Dudai, 2006 pour revues), il ne fait aucun doute que la
mémorisation a long terme des informations est un processus progressif qui s'inscrit

dans le temps.

La prise en compte de la dimension temporelle des processus mnésiques a été
déterminante dans I'étude des corrélats neurobiologiques de la mémoire spatiale. En
effet, alors qu'un déficit de performances de mémoire spatiale est constaté suite a une
lésion de I'hippocampe ou de la fimbria-fornix (par exemple Morris et coll., 1982,
Nillson et coll., 1987), ce déficit ne nous apprend rien quant a la nature du
dysfonctionnement des mécanismes mnésiques qui en sont responsables: il peut s'agir
d’'un dysfonctionnement qui affecte spécifiguement I'encodage, ou encore d'une
altération qui invalide les processus sous-jacents a la consolidation, voire d'une
incapacité a activer les mécanismes permettant le rappel des informations mnésiques.
Sur ce point, la psychopharmacologie a été d'une grande utilité pour analyser
I'implication d’une structure dans tel ou tel processus mnésique. En effet, la possibilité
d'instiller localement, au sein d'une structure cérébrale donnée, un composé
pharmacologique qui en module I'activité, par exemple en réduisant transitoirement
I'excitabilité des neurones, permet d'évaluer la contribution de la dite structure aux
différentes étapes du processus qui sous-tend I'apprentissage ou le rappel. L'instillation
d’'un composé capable d'inactiver une structure avant l'acquisition interférera avec
I'encodage et la consolidation, et aura une incidence ultérieure sur les performances de
rappel des informations. Par contre, I'administration d'un composé aprés une séance
d'acquisition n'aura pas d'impact sur l'encodage et n'interferera donc qu'avec la

consolidation des informations. Enfin, on peut également tester I'effet d'une instillation
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intra-cérébrale d'un composé pharmacologique sur la rétention en I'administrant juste
avant un test de rappel d'informations acquises précédemment (Izquierdo et McGaugh,
2000 ; Martin et Clark, 2007). Un exemple de protocole de psychopharmacologie utilisé
dans la mise en évidence des processus mnésiques susceptibles d’étre affectés par un

composé pharmacologique est représenté sur la figure 6..

Cette approche psychopharmacologique a ainsi permis de mettre en évidence une
implication différentielle de plusieurs structures cérébrales dans ces trois processus
mnésiques, a savoir I'encodage, la consolidation et le rappel des informations. Une telle
approche a également permis de comprendre un certain nombre de mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans ces processus (Izquierdo et McGaugh, 2000).
Par exemple, en inhibant I'activité de certaines enzymes a des temps variables apres
I'acquisition, on a pu montrer que différentes cascades moléculaires étaient nécessaires
a une consolidation normale des informations, et ce au sein d'une certaine fenétre
temporelle. Ainsi, on distingue au moins deux phases dans la consolidation des
informations mnésiques : une premiere phase (1-3h), peu sensible aux inhibiteurs de
la synthése protéique, qui met notamment en jeu la protéine kinase G (PKG), la
protéine kinase C (PKC) et la protéine kinase calcium-calmoduline dépendante II
(CaMKII). La deuxieme phase, elle, nécessite une synthese de protéines puisqu'elle
peut étre sélectivement perturbée par I'administration d'inhibiteurs de la synthese
protéique, comme I'anysomycine (Davis et Squire, 1984). Cette phase repose, entre
autres, sur la mise en jeu de la protéine kinase A dépendante de I’AMP cyclique (PKA-
AMPc dépendante) et sur I'entrée en action de facteurs de transcription comme CREB
(cyclic AMP-response element binding protein) (Davis et Squire, 1984 ; Bernarbeu et
coll.,, 1996 ; Izquierdo et Médina, 1997 ; Izquierdo et McGaugh, 2000 ; McGaugh,
2000 ; Abel et Lattal, 2001 ; Lynch, 2003 ; Bekinschtein et coll., 2007).

On peut noter au passage, que ces deux phases peuvent étre mises en paralléle avec
les deux phases de l'installation d'une potentialisation a long terme (LTP), un
mécanisme de plasticité synaptique découvert dans I'hippocampe du lapin par Bliss et
Lomo et publié en 1973. Cette LTP pourrait étre I'un des mécanismes fondamentaux
sous-tendant les modifications durables du fonctionnement synaptique induites par les
processus d’apprentissage et de mémorisation. La LTP consiste en une augmentation

durable de I'excitabilité synaptique, par exemple au niveau des dendrites des cellules
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Figure 6. Etude psychopharmacologique des processus mnésiques d'encodage, de
consolidation et de rappel : exemple du test de la piscine de Morris

Une administration intra-cérébrale pré-acquisition d'un composé va pourvoir agir sur I'encodage de
nouvelles informations, sur le rappel d’informations acquises aux essais précédents et sur la
consolidation des nouvelles informations encodées. Le composé est administré quelques minutes
avant de placer I'animal dans la piscine afin qu'il ait atteint ces cibles pharmacologiques. A la fin de
I'essai, I'animal est retiré de la piscine et remis dans sa cage. A la fin de l'acquisition, il sera testé
dans un test de rétention (probe trial) sans administration préalable de composé.

Une administration post-acquisition d'un composé ne va pourvoir agir que sur la consolidation des
nouvelles informations encodées.

Une administration pré-rappel d'un composé ne va pourvoir agir que sur le rappel d’informations
acquises précédemment sans aucune intervention pharmacologique.
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pyramidales aprés I'application de stimulations tétaniques bréves au niveau de
certaines afférences hippocampiques (Bliss et Gardner-Medwin, 1973 ; Bliss et
Collingridge, 1993). La LTP Ss'installe en deux phases qui mettent en jeu des
mécanismes moléculaires différents : une premiére phase (early-LTP) qui ne dépend
pas de la synthése de protéine (1-3h), suivie d'une seconde phase qui peut s'étendre
sur plusieurs heures, et méme plusieurs semaines, et nécessite de maniere
incontournable une synthése de protéines (Lynch, 2003 ; Morris et coll., 2003). De
plus, la formation et le maintien de la LTP dépendent de I'entrée en jeu de cascades
moléculaires successives, dont la chronologie est similaire a celles impliquées dans les
processus d'apprentissage et de mémoire. L'induction de la LTP entraine une activation
des récepteurs NMDA. Cette activation provoque une entrée massive de Ca** dans la
cellule qui permettra d'activer des enzymes Ca®*-dépendantes. L’activation de ces
enzymes est indispensable a l'augmentation a long terme de l'efficacité synaptique
(Fink et Meyer, 2002). Ainsi, 'activation de la CaMKII aprés autophosphorylation sur le
résidu Thr286 est a l'origine de mécanismes moléculaires et cellulaires indispensables a
la potentialisation de la réponse synaptique comme, par exemple, la phosphorylation
de la sous-unité GIuR1 des récepteurs glutamatergiques AMPA (Barria et coll., 1997) et
le recrutement de récepteurs AMPA au niveau de la synapse (Shi et coll., 2001).
L'augmentation intra-cellulaire de calcium peut également activer d’autres enzymes
comme la PKA-cAMP dépendante qui est nécessaire a la stabilité a long terme de
I'efficacité synaptique (Elgersma et Silva, 1999). De maniere intéressante, certaines
voies de signalisation mobilisées dans la LTP ont également été impliqués dans les

processus d’apprentissage et de mémoire (par exemple, Izquierdo et Medina, 1997).

Au-dela des mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu dans la consolidation
des informations mnésiques au sein d'un réseau neuronal appelée consolidation
synaptique, se produit également une réorganisation de différentes structures
cérébrales appelée consolidation systémique. La consolidation systémique implique le
recrutement progressif de différentes structures cérébrales dans le stockage des
informations mnésiques. Cette théorie découle notamment des données indiquant que
I'nippocampe aurait un role transitoire dans le stockage des informations mnésiques et
que ces dernieres seraient progressivement prises en charge par un réseau distribué
dans différentes régions néocorticales (Bontempi et coll.,, 1999 ; Frankland et

Bontempi, 2005; Maviel et coll., 2004). Ce point de vue est tres discuté actuellement et
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on lui oppose une autre position théorique, celle des traces multiples (Moscovitch et
coll., 2005 et 2006 ; Rosenbaum et coll., 2001). Alors que la théorie de la consolidation
systémique postule que I'hippocampe ne serait lié qu’au rappel de souvenirs récents
(les souvenirs anciens seraient stockés au niveau corticale), la théorie des traces
multiples Iui accorde un rdle important dans le rappel de souvenirs récents ou anciens
de type épisodique. En effet, des lésions de la formation hippocampique chez 'Homme
peuvent induire une amnésie rétrograde qui peut étre trés sévere et s'étendre sur une
longue période de la vie (plusieurs années voire toute une vie) (Warrington et
McCarthy, 1988). Cette amnésie rétrograde concerne les souvenirs autobiographiques
et plus particulierement la remémoration détaillée de I'expérience (vividly recalled
events) accompagnant le souvenir. En revanche, les souvenirs de type sémantique
(connaissance générale sur le monde et sur nous-méme) sont préservés de I'amnésie
rétrograde (voir Moscovitch et coll., 2005 pour revue), car leur stockage dépend de
structures corticales. Selon la théorie des traces multiples, I'hippocampe encode
rapidement les informations qu'il va lier aux neurones corticaux afin d‘aboutir a une
représentation de la trace mnésique. De plus, chaque fois qu’elle est rappelée, la trace
mnésique est a nouveau encodée ce qui aboutit a la formation de multiples traces
distribuées dans un ensemble de neurones hippocampo-corticaux. La remémoration de
souvenirs épisodiques détaillés quils soient récents ou anciens nécessitera
I'intervention de I'hippocampe. Toutefois, d'autres informations seront progressivement
transformées avec le temps et deviendront des connaissances a dimension sémantique
c'est-a-dire des connaissances génériques et globales sur le monde. Une fois
transformées, ce type d'informations ne dépendra plus de I'hippocampe mais sera

traité au niveau du néocortex (Frankland et Bontempi, 2005).
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3. Systémes de neurotransmission et mémoire spatiale

Comme nous l'avons vu, la mémoire spatiale est sous-tendue par différents réseaux de
structures, comprenant, entre autres, les aires corticales et I'hippocampe, au sein
desquelles I'activité des neurones glutamatergiques et GABAergiques joue un role non
négligeable, voire crucial. Les systémes de neurotransmission ascendants, notamment
cholinergique et sérotoninergique, innervent largement ces structures et en modulent
I'activité. Le terme de neuromodulation implique donc que d'un point de vue
fonctionnel ces systémes neurochimiques sont capables d’augmenter, de diminuer, de
prolonger ou de réduire I'efficacité avec laquelle se fera l'entrée en jeu des systemes
impliqués dans le traitement a long terme d'informations appelées a étre mémorisées
(McGaugh et Cahill, 1997).

A. Systeme cholinergique septo-hippocampique et mémoire spatiale

Le systeme cholinergique a fait I'objet d'une attention particuliere au cours des 30
derniéres années, notamment en raison de la mise en évidence d'une corrélation
positive entre la sévérité des troubles mnésiques observés dans la maladie d’Alzheimer
et I'ampleur de sa dégradation aux niveaux basalo-cortical et septo-hippocampique
(Bowen et coll., 1976 ; Davies et Maloney, 1976 ; Perry et coll., 1977). Cette
observation a conduit a une multitude d'études visant a valider I'hypothése
cholinergique des dysfonctionnements mnésiques (Bartus et coll., 1982).

Différentes études ont montré qu’une Iésion du septum médian, qui est la source de la
majorité de l'innervation cholinergique de I'hippocampe, ou de la fimbria-fornix, ou
cheminent la majorité des axones des neurones cholinergiques septo-hippocampiques,
altére les performances de mémoire de référence et/ou de travail dans le test de la
piscine de Morris, ainsi que dans bon nombre d'autres taches de mémoire spatiale
(Hepler et coll., 1985 ; Nilsson et coll. 1987 ; Kelsey et Landry, 1988 ; Hagan et coll.,
1988 ; Kelsey et Vargas, 1993 ; Cassel et coll., 1997 ; Marrighetto et Rawlins, 1998).
Néanmoins, ces lésions sont treés peu sélectives sur le plan neurochimique, puisqu'elles

affectent le systéme cholinergique septo-hippocampique, certes, mais également le
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systeme GABAergique septo-hippocampique, de méme que les fibres en passage
(sérotoninergiques, noradrénergiques, dopaminergiques). Si elles induisent un déficit
mnésique marqué, elles ne permettent pas pour autant d'attribuer I'origine du déficit a
la perturbation de tel ou tel systeme de neurotransmission, et certainement pas a celle

du seul systeme cholinergique septo-hippocampique.

Le développement d’'une immunotoxine sélective, la 192 IgG-saporine, qui lése de
maniere sélective les neurones cholinergiques du cerveau anterieur de la base a joué
un role déterminant dans la caractérisation de l'implication du systéme cholinergique
septo-hippocampique dans la mémoire spatiale, et plus généralement dans la mémoire
dite declarative-like chez le Rat (Wiley et coll., 1991 ; 1995). La 192 IgG-saporine est
constituée d'un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur p75 a basse affinité du
facteur de croissance des nerfs (Nerve Growth Factor, ou NGF en abrégé) et d'une
protéine inactivant les ribosomes, la saporine, extraite de la plante Saponaria
officinalis. Les récepteurs p75 a basse affinité du NGF (récepteur p75"™%) étant
exprimés de maniére spécifique par les neurones cholinergiques septo-hippocampiques
et basalo-corticaux (Woolf et coll., 1989), mais aussi par d'autres cellules qui se
trouvent en dehors de cette région cérébrale!, cette immunotoxine permet de les
détruire de maniere sélective. Lorsque la 192 IgG-saporine est fixée au récepteur
p7
transporté de fagon rétrograde vers le corps cellulaire des neurones cholinergiques. La

5NTR | c’est le complexe immunotoxine-récepteur qui est internalisé par endocytose et

saporine est alors séparée de |'anticorps, le pont di-sulfure qui les unissait étant rompu
dans le cytoplasme, et la saporine inactive les ribosomes. Cette inactivation provoque
I'arrét de la synthese protéique et, a terme, la mort cellulaire selon deux processus qui
semblent intervenir de concert: I'apoptose et la nécrose (Seeger et coll., 1997 ; Kolasa
et Harrel, 2000 ; Bagga et coll. 2003). La perte de fonction du neurone n’est pas
immédiate apres l'inhibition de la syntheése protéique : des signes de dégénérescence
apparaissent a partir de deux jours, pour une Iésion atteignant son maximum huit a dix

jours apres l'injection intracérébroventriculaire (i.c.v.) ou intraparenchymateuse de 192

! Des études immunohistochimiques ont révélé la présence du récepteur p75"™ dans I'hypothalamus, le globus pallidus,
le pallidum ventral, le noyau réticulé thalamique, les noyaux sérotoninergiques du raphé, les noyaux
suprachiasmatiques, quelques parties de I'éminence médiane, I'area postrema, les noyaux cérébelleux (notamment les
cellules de Purkinje), les cellules épendymaires bordant les ventricules, le noyau mésencéphalique du nerf cranien
trigémal, les plexus choroides, les ganglions cervicaux supérieurs et les ganglions sensoriels de la racine dorsale (Koh et
coll., 1989 ; Pioro et Cuello, 1990a et b)
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IgG-saporine (Book et coll., 1995). Le mode d’action de la 192 IgG-saporine est
schématisé sur la figure 7..
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Figure 7. Représentation schématique du mode d‘action de la 192 IgG-saporine.

64



Chapitre 2 : Le septum médian : réle dans la mémoire spatiale

Lorsque la 192 IgG-saporine est injectée dans le septum médian et le bras vertical de
la bande diagonal de Broca elle induit, de facon dose-dépendante, une diminution du
nombre de fibres AChE-positives dans I'hippocampe, de méme que dans certaines
régions corticales (cortex entorhinal, rétrosplénial, cingulaire, somatosensoriel médian
et occipital). A partir d'une certaine dose, il y a une disparition de I'ensemble des fibres
cholinergiques. On constate également une réduction de la concentration tissulaire
hippocampique d’acétylcholine, de l'activité de la ChAT et du nombre de neurones
ChAT-positifs dans ces noyaux (voir aussi Birthelmer et coll., 2003), ou dans leur cible
en ce qui concerne les deux premiers marqueurs (Heckers et coll., 1994 ; Shen et coll.,
1996 ; Lehmann et coll., 2002b ; 2003).

Les études évaluant les effets d’'une lésion sélective des neurones cholinergiques du
septum médian et du bras vertical de la bande diagonale de Broca avec la 192 IgG-
saporine révélent qu’une telle Iésion n'induit pas (Torres et coll., 1994 ; Baxter et
Gallagher, 1996 ; Dornan et coll., 1997) ou peu (Berger-Sweeney et coll. 1994, Perry
et coll., 2000 ; Pang et coll.,, 2001 ; Lehmann et coll., 2002a) de déficits mnésiques
dans le test de la piscine de Morris. Dans le protocole qui évalue la mémoire de
référence, une lésion cholinergique sélective induit un léger déficit d‘acquisition en
début d'apprentissage, mais les rats lésés acquierent ultérieurement un niveau de
performances équivalent a celui des rats témoins, et leurs performances apparaissent

normales lors d'un test de rétention (par exemple, Lehmann et coll., 2002a).

En revanche, alors que la mémoire spatiale de référence semble peu affectée par une
lésion sélective des neurones cholinergiques du septum médian, la mémoire spatiale de
travail y est plus sensible. En effet, ce type de lésion affecte les performances de
mémoire de travail dans le labyrinthe radial (Walsh et coll., 1996 ; Shen et coll., 1996 ;
Janis et coll., 1998 ; Lehmann et coll., 2003) et dans le test de la piscine de Morris,
dans un protocole d'évaluation du fonctionnement de cette mémoire a court terme
(Cassel et coll., 2002). Néanmoins, il convient de souligner que d’autres études ne font
état d'aucun déficit de mémoire de travail au test du labyrinthe radial (McMahan et
coll., 1997 ; Chappel et coll., 1998) ou a celui de la piscine de Morris (Lehmann et coll.,
2002a).
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Une lésion cholinergique sélective du septum médian entraine en revanche des déficits
dans une tiche de non appariement différé dans le labyrinthe radial® (defayed non
matched to sample) (Walsh et coll., 1996 ; Baxter et coll., 1995 ; Shen et coll., 1996).
Dans cette tache, les rats porteurs d’'une Iésion sélective des neurones cholinergiques
du septum médian et du bras vertical de la bande diagonale de Broca présentent des
déficits dépendants du délai : ils font plus d’erreurs rétroactives et proactives que les
rats controles, mais comme ces derniers, le nombre d’erreurs augmente avec le délai
séparant la phase "essai" de la phase "test" (15 mn, 1, 4 ou 8h) (Walsh et coll., 1996).
L'augmentation du nombre d’erreurs rétroactives pourrait refléter un déficit d’encodage
des informations lors de la phase "essai" et/ou un déficit de maintien des informations
durant le délai. L'augmentation du nombre d’erreurs proactives traduirait une difficulté
a utiliser ou a maintenir en mémoire des informations nécessaires (les branches déja
visitées lors de la phase test) a la réussite de cette tache. Le délai étant généralement
considéré comme intimement lié au maintien de l'information en mémoire de travail
(Goldman-Rakic, 1990 ; 1995), il serait tentant d‘attribuer un réle important du
systeme cholinergique septo-hippocampique dans ce type de mémoire, en en tout cas
dans le maintien a court terme d'informations mnésiques. Ainsi, Cassel et
collaborateurs (2002) observent un déficit de performance dans une tache de mémoire
a court terme dans le test de la piscine de Morris basé sur un protocole comportant 2
essais par jour séparés de 10 secondes (la position de la plate-forme change chaque
jour). Néanmoins, dans d’autres études, les performances des animaux dans une tache
de non appariement différé dans le labyrinthe radial ne sont pas affectés par une lésion
cholinergique sélective du septum médian quel que soit le délai existant entre la phase
"essai" et la phase "test" (Chappell et coll., 1998 ; Pang et coll., 1999). De plus,
d’autres études font état d'un déficit indépendant du délai dans une tache de non
appariement différé dans le labyrinthe radial (Shen et coll., 1996) ou dans le test de la

piscine de Morris (Baxter et coll., 1995) suite a une destruction sélective des neurones

% Dans cette tache, qui évalue la mémoire spatiale de travail, quatre branches sont appéatées, les quatre
autres sont bloquées, et la configuration des branches appatées change d’un essai a l'autre. Une fois les
quatre renforcements consommés (phase essai), le rat est remis dans sa cage pour une durée variable,
puis il est replacé dans le labyrinthe dont les huit branches sont accessibles, mais seulement les quatre
branches non préalablement appatées le sont désormais (phase test). Apres le délai, une visite dans une
branche qui était renforcée pendant la phase essai est considérée comme une erreur rétroactive, alors
gu’une visite dans une branche déja visitée apres le délai est considérée comme une erreur proactive. Ces
deux types d'erreurs correspondent a deux aspects de la mémoire de travail (Stackman et Walsh, 1995).
Les erreurs rétroactives sont influencées par le délai (maintien de I'information pour une durée donnée)
alors que les erreurs proactives refletent une mesure ‘on-/in€ de la mémoire de travail.
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cholinergiques du septum médian. Ces auteurs ont d‘ailleurs suggéré que ce déficit
indépendant du délai traduirait des perturbations non mnésiques, probablement
attentionnelles. Néanmoins, une analyse détaillée de ces études s'impose afin de
nuancer cette interprétation. Dans I'étude de Shen et collaborateurs, les rats témoins
présentent une augmentation dépendante du délai (0, 1, 2 minutes) du nombre
d’erreurs (pas de distinction entre les erreurs rétroactives et proactives) au cours de la
phase "test". En revanche, les rats porteurs d’'une lésion cholinergique du septum
médian font globalement plus d'erreurs que les rats témoins et leur déficit est
équivalent pour des délais de 1 et 2 minutes. Les délais étant trés courts dans cette
étude comparée a celle de Walsh et collaborateurs (1996) (15 mn, 1, 4 ou 8h), il est
possible qu’un déficit délai-dépendant ne soit détectable chez des animaux porteurs
d’'une lésion cholinergique septo-hippocampique qu’avec des délais plus longs. Dans
I'étude de Baxter et collaborateurs (1995), des rats sont testés dans un protocole de
mémoire de travail du test de la piscine de Morris avec un délai variable (30s, 20, 5 ou
20 min, 3h) entre le premier et le deuxieme essai. Dans cette tache, les rats porteurs
d’'une lésion cholinergique sélective du septum médian sont significativement
déficitaires : ils parcourent des distances plus longues pour rejoindre la plate-forme au
deuxieme essai comparativement aux rats témoins, leurs performances n‘étant pas
affectées au premier essai (suggérant que le déficit n‘est pas liée a une perturbation
des fonctions motivationnelles, sensorimotrices ou attentionnelles). De plus, leur déficit
est équivalent quel que soit le délai, mais il est difficile d’interpréter ce résultat dans la
mesure ou les rats témoins ne présentent pas de dégradation des performances en
fonction de la longueur du délai. De ce fait, comme pour I'étude de Shen et
collaborateurs (1996), il se peut qu’un déficit dépendant du délai pourrait étre détecté
dans cette tache, chez les animaux |ésés, mais également chez les témoins, en

augmentant davantage le délai entre les 2 essais.

Récemment, une étude a évalué directement les effets d’'une lésion cholinergique du
septum médian sur les fonctions attentionnelles a I'aide d'une tache attentionnelle
visuo-spatiale soutenue (le test du temps de réaction sérielle a cing choix ou five
choice serial reaction time task) (Lehmann et coll., 2003). Dans cette tache, une lésion
cholinergique du septum médian n‘affecte que peu les performances des animaux,
contrairement a une lésion cholinergique du noyau basal magnocellulaire qui induit un

déficit attentionnel sévere, ce qui indiquerait que les fonctions attentionnelles
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impliqueraient peu le systétme cholinergique septo-hippocampique (mais fortement le
systeme cholinergique basalo-cortical). En revanche, dans cette méme étude, une
lésion cholinergique du septum médian affecte les performances de mémoire de travail
des rats dans le labyrinthe radial, alors qu’une lésion cholinergique du noyau basal

magnocellulaire n'a pas d'effet sur ces dernieres (Lehmann et coll., 2003).

La variabilité des résultats obtenus dans le cadre de I'évaluation du role du systeme
cholinergique septo-hippocampique dans la mémoire spatiale pourrait provenir de
considérations méthodologiques (protocole, délai post-lésionnel, dose de 192 IgG-
saporine...). Ainsi, méme si 'ampleur des déplétions cholinergiques dans I'hippocampe
est relativement similaire d’'une étude a l'autre, certaines structures cérébrales, comme
le cortex cingulaire, susceptibles d'étre touchées par la déplétion cholinergique
pourraient contribuer aux déficits mnésiques, voire compenser la perte de l'innervation
cholinergique de I'hippocampe en assurant un maintien des capacités de mémoire de
travail. En effet, Dougherty et collaborateurs (1998) observent qu'une Iésion
cholinergique sélective du systéeme septo-hippocampique (en instillant la 192 IgG-
saporine directement dans I'hippocampe) induit un déficit indépendant du délai (délai :
1, 4 et 8h) dans une tache de non-appariement différé dans le labyrinthe radial, alors
qu’une lésion cholinergique sélective du systeme septo-cingulaire entraine un déficit

qui dépend du délai.

Une étude récente suggere que le test de la piscine de Morris et celui du labyrinthe
radial ne permettent pas de détecter les déficits cognitifs consécutifs a une Iésion
cholinergique du systéme septo-hippocampique, notamment parce que l'animal peut
utiliser des stratégies non spatiales pour résoudre la tache (Van der Stay et coll.,
2006). Ces auteurs ont testé des rats avec une lésion cholinergique du septum médian
et du bras vertical de la bande diagonal de Broca réalisée avec la 192 IgG-saporine
dans une tache spatiale complexe : le test du Cone-field , dans lequel le rat doit
apprendre a retrouver les quatre cones contenant une récompense alimentaire parmi
16 cones distribués dans une enceinte dodécagonale. Dans la mesure ou la
configuration spatiale des quatre cones renforcés ne varie pas au cours du test, ce test
évalue la mémoire spatiale de référence reflétée par le nombre de visites des cones
jamais renforcés et la mémoire spatiale de travail mesurée par le nombre de visites des

cbnes habituellement renforcés, mais déja visités au cours d’'un essai. Dans cette
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tache, les rats Iésés améliorent leurs performances au cours du test, mais ils font
significativement plus d’erreurs de mémoire de travail et de mémoire de référence que
les rats non lésés. Cette tache differe du test de la piscine de Morris dans la mesure ou
le rat doit utiliser les repéres distaux afin d’acquérir une configuration géométrique
d'un ensemble de lieux alors que dans le test de la piscine de Morris, le rat ne doit
localiser qu’un seul lieu (la position de la plate-forme). Ce test différe également du
labyrinthe radial dans la mesure ou les cones sont réparties dans une enceinte ouverte,
tandis que dans le labyrinthe radial, la configuration des branches apporte une
information directionnelle supplémentaire dans la localisation des renforcements
alimentaires qui n‘est pas présente dans le test du Cone-field. De ce fait, cette étude
met en évidence un r6le du systeme septo-hippocampique cholinergique dans la
mémoire spatiale de référence et de travail et met en lumiére I'importance d'utiliser

une tache complexe afin de détecter les déficits consécutifs a une Iésion cholinergique.

Néanmoins, il apparait que dans les taches ‘traditionnelles’ d’évaluation de la mémoire
spatiale comme le test de la piscine de Morris ou le labyrinthe radial, une lésion
sélective des neurones cholinergiques induit des déficits beaucoup moins marqués
qu’une lésion non sélective du septum médian. De ce fait, les déficits consécutifs a une
lésion non sélective du septum médian pourraient provenir de la perte d'autres
populations neuronales du septum médian, comme les neurones GABAergiques ou
glutamatergiques. Néanmoins, une injection d'acide kainique dans le septum médian,
qui induit une perte des neurones GABAergiques tout en préservant une grande partie
des neurones cholinergiques septo-hippocampiques, n‘a pas de conséquences
délétéres sur les performances de mémoire de référence évaluées dans le test de la
piscine de Morris, ni sur les performances de mémoire de travail évaluées dans le
labyrinthe radial (Pang et coll., 2001). En revanche, une telle lésion aggrave les effets
induits par une injection de 192 IgG-saporine. Cette double lésion mimerait alors
certaines des caractéristiques d'une Iésion non sélective du septum médian, connue
pour avoir de sérieuses conséquences sur les fonctions mnésiques. Néanmoins, des
déficits de performance consécutifs a une lésion au kainate des neurones
GABAergiques du septum médian dans des taches de mémoire spatiale ont été
détectés (Cahill et Baxter, 2001 ; Dwyer et coll., 2007). Dwyer et collaborateurs ont

utilisé le labyrinthe radial avec un protocole consistant a apprendre a chaque nouvelle
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session de cinq essais la localisation de l'unique branche appatée. Cette localisation
change d’une session a l'autre de sorte que la tache reste sensible aux interférences
proactives, c'est-a-dire a linfluence des informations liées a la localisation de la
récompense aux essais précédents sur le maintien en mémoire de travail de la nouvelle
localisation de la récompense. Dans cette tache, une lésion cholinergique du septum
médian avec la 192 IgG-saporine n‘induit aucun déficit, alors qu’une lésion au kainate
des neurones GABAergiques induit un déficit sévere de performances au sein d'une
session mais également d'une session a l'autre. Ces résultats montrent que les
neurones GABAergiques contribuent a la réduction des interférences proactives dans
une tache de mémoire spatiale. Une autre étude a mis en évidence un role des
neurones GABAergiques dans la sélection de la stratégie allocentrique ou égocentrique
dans un labyrinthe en T (Cahill et Baxter, 2001). Dans cette tache de discrimination
spatiale, il s'agit pour I'animal de repérer la branche (droite ou gauche) qui est toujours
appatée. On observe au cours de |apprentissage un transfert progressif d'une
stratégie allocentrique (utilisation des repéres distaux pour repérer la branche appatée)
vers une stratégie égocentrique (utilisation des informations relatives au corps de
I'animal, a savoir tourner a droite ou a gauche pour repérer la branche appatée). Afin
de détecter la stratégie utilisée par I'animal, il suffit de tourner le labyrinthe de 180°
dans la piece expérimentale et d’observer la branche choisie par le rat. Un animal qui
utilise une stratégie égocentrique tournera dans le méme sens que précédemment
pour choisir la branche alors qu’un animal qui utilise une stratégie allocentrique
tournera dans la direction opposée et atteindra ainsi la cible. Dans cette tache, une
lésion cholinergique du septum médian facilite I'apprentissage et on observe, comme
chez les rats témoins, un transfert progressif d'une stratégie allocentrique vers une
stratégie égocentrique. En revanche, des rats avec une lésion du septum médian a
I'acide iboténique, qui détruit les neurones GABAergiques en préservant une partie
significative des neurones cholinergiques, perturbe l'acquisition (les rats commettent
plus d'erreurs de choix des branches), de méme qu'elle perturbe le choix d'une

stratégie : on n‘observe aucune préférence pour l'une ou l'autre stratégie.
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B. Systeme sérotoninergique et mémoire spatiale

De maniére générale, une déplétion sérotoninergique centrale induite par la para-
chlorophenylalanine (pCPA), qui inhibe la synthése de sérotonine pendant plusieurs
jours a quelques semaines, ou la 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT), qui détruit de
maniére sélective et durable les neurones sérotoninergiques, n‘induit pas de déficit de
mémoire spatiale évaluée au test de la piscine de Morris (Nilsson et coll., 1988 ;
Murtha et Pappas, 1994 ; Harder et coll., 1996) ni a celui du labyrinthe radial (Murtha
et Pappas, 1994 ; Lehmann et coll., 2000, 2002a et b).

En revanche, plusieurs études psychopharmacologiques, ont apporté des arguments en
faveur d'une implication de plusieurs types ou sous-types de récepteurs
sérotoninergiques dans les fonctions mnésiques : parmi ceux-ci, les récepteurs 5-HTia,
5-HTys, 5-HT5 et 5-HT,4 (pour revue voir Buhot, 1997 ; Meneses, 1999 ; Buhot et coll.,
2000 ; Meneses et Perez-Garcia, 2007) et, comme le montrent des études plus
récentes, les récepteurs 5-HTg (Mitchell et Neumaier, 2005) et 5-HT; (Hedlund et
Sutcliffe, 2004 ; Meneses, 2004).

Nous nous contenterons ici d'apporter des précisions sur l'implication des récepteurs 5-
HT;a (voir Meneses et Perez-Garcia, 2007 pour revue) puisque notre travail de these
leur est largement consacré. Les résultats des travaux cités sont synthétisés dans le

tableau 4..

Différentes études ont montré qu’une administration systémique d'un agoniste des
récepteurs 5-HT;,, comme la buspirone ou la 8-OH-DPAT, effectuée avant I'acquisition
dans un protocole évaluant la mémoire de référence dans la piscine de Morris,
perturbe les performances d‘apprentissage et de rétention dans ce test (Carli et
Samanin, 1992 ; McNaughton et Morris, 1992 ; Riekkinen et coll., 1995 ; Kant et coll.,
1996 ; Littgen et coll., 2005a). La 8-OH-DPAT injectée par voie systémique avant
I'apprentissage perturbe également les performances de rats dans un test de
discrimination spatiale dans la piscine de Morris (Carli et coll., 1995a), et dans un test
de mémoire de travail dans le labyrinthe radial (Winter et Petti, 1987 ; Warburton et
coll. 1997).
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Tableau 4. Synthése des principales études évaluant les effets d’agonistes et d’antagonistes des

récepteurs
5-HT;, sur les performances de mémoire chez les rongeurs
Test Protocole Composeés Moment Résultats Auteurs
utilisé de
I'injection
Injection systémique
Piscine de Discrimination 8-OH-DPAT Pré acq Déficit dose-dépendant Carli et
Morris spatiale 0,03 - 0,3 mg/kg, sc + déficit similaire avec 5,7- | Samanin,
DHT de la fimbria-fornix 1992
WAY-100635 Pré acq Pas d'effet Carli et coll.,
0,3 — 1 mg/kg, sc + bloque le déficit induit 1997
par la scopolamine (en IH)
Discrimination 8-OH-DPAT Pré acq Pas d'effet Carli et coll.,
visuelle 0,1 mg/kg, sc 1995
Mémoire de Buspirone Pré acq Déficit dose-dépendant NcNaughton
référence 0,1 — 10 mg/kg, ip et Morris,
1992
8-OH-DPAT Pré acq Déficit dose-dépendant Riekkinen et
0,03 - 0,3 mg/kg, ip N vitesse coll., 1995
Post acq, Oh | Pas d'effet
WAY 100635 Pré acq Pas d'effet (sauf léger Dringenberg
0,1-0,5 mg/kg, ip déficit de rétention a 0,5) et coll.,,
+ bloque le déficit induit 1999
par la scopolamine
$15535 Pré acq Antagonise le déficit induit | Millan et
0,16-2,5 mg/kg, sc par la scopolamine coll., 2004
8-OH-DPAT Pré acq Déficit dose-dép Luttgen et
0,03 - 0,1 mg/kg, ip +N thigmotaxie et vitesse | coll., 2005
antagonisés par le WAY-
100635 et le NAD-299
NAD-299 Pré acq Pas d'effet
0,05 - 1,5 mg/kg, ip + blogue le déficit induit
par la scopolamine
WAY 100635 Pré acq Pas d'effet
0,3-1 mg/kg, ip
Mémoire de 8-OH-DPAT Pré acq Déficit dose-dépendant Kant et coll.,
référence 0,25 - 1 mg/kg, ip A vitesse 1996
modifié
(Labyrinthe
dans la piscine)
Test 8-OH-DPAT Pré acq Déficit a 0,3 Riekkinen et
d’orientation 0,03 - 0,3 mg/kg, ip coll., 1995
guidée 8-OH-DPAT Pré acq Déficit Liittgen et
0,2 mg/kg, ip A thigmotaxie et vitesse coll., 2005
antagonisés par le WAY-
100635 et le NAD-299
Labyrinthe Mémoire de 8-OH-DPAT Pré test Déficit dose-dép Winter et
radial travail 0,03 - 0,1 mg/kg, ip Petti, 1987
DNMTS 8-OH-DPAT Pré test Déficit délai-indép Warburton
0,05-0,1 mg/kg, ip | (phase essai) et coll.,
1997
Evitement Rétention a 24h | 8-OH-DPAT Pré acq Déficit de rétention a 24h Misane et
passif 0,03 - 0,3 mg/kg, sc + antagonisé par le WAY- Ogren, 2003
100635
Post acqg Oh Pas d'effet
WAY-100635 Pré acq Pas d'effet

0,03 — 1 mg/kg, sc

La 8-OH-DPAT et la buspirone sont des agonistes des récepteurs 5-HT;a. Le WAY-100635, le NAD-299, le NAN-190 et la
spiroxatrine sont des antagonistes des récepteurs 5-HTia. La scopolamine est un antagoniste des récepteurs
cholinergiques muscariniques. Le S15535 est un antagoniste des récepteurs 5-HT;a post-synaptiques et un agoniste des

autorécepteurs 5-HTa. La 5,7-DHT est une toxine qui lése de maniére sélective les neurones sérotoninergiques.

Abréviations : acq (acquisition) ; IH (intra-hippocampique) ; sc (sous cutanée) ; ip (intra-péritonéale) ; DNMTS (delayed
non matched to sample, tache de non appariement différé); 1 (augmentation), reconn (reconnaissance).
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Tableau 4. (suite) Synthése des principales études évaluant les effets d'agonistes et d’antagonistes des
récepteurs 5-HT 4 sur les performances de mémoire chez les rongeurs
Test Protocole Composé Moment Résultats Auteurs
utilisé de
I'injection
Injection systémique
Evitement Rétention a 24h | NAN-190 Post acq Amélioration dose- Schneider et
passif 0,5 -1 mg/kg, ip dépendante coll., 2003
Rétention a 24h | 8-OH-DPAT Pré acq Amélioration aux faibles Madjid et
0,01 — 1 mg/kg, sc doses (0,01 et 0,03) coll., 2006
Non antagonisé par le NAN-
Souris 299
Déficit aux faibles doses
Antagonisé par le NAD-299
Post acq Pas d'effet
0Oh
WAY-100635 Pré acq Amélioration dose-
0,03 - 3 mg/kg, sc dépendante
1 mg/kg, sc Post acq
Oh Pas d'effet
Reconn WAY-100635 Pré acq Amélioration dose- Pitsikas et
d’objet 0,1-0,3 mg/kg, ip dépendante coll., 2003
+ antagonise le déficit
induit par la scopolamine
Infusion intra cérébrale
Hippocampe
Test de la Discrimination 8-OH-DPAT Pré acq Déficit dose dépendante Carli et coll.,
piscine de spatiale 04-5pg/0,5pl Antagonisé par spiroxatrine | 1992
Morris enIH
Protocole de 8-OH-DPAT Pré acq Déficit Egashira et
mémoire de 4ug/0,5npl Antagonisé par NAN-190 coll., 2006
référence en ip
Evitement Rétention 8-OH-DPAT Post acq Déficit a 3h et 6h Bevilaqua et
passif a24h 2,4ug/0,5ul 0-1,5-3-6- coll., 1997
9h
Septum médian
Test de la Protocole de 8-OH-DPAT Pré acq Déficit dose dépendant Bertrand et
piscine de mémoire de 0,5et4ug/0,5ul coll., 2000
Morris référence
Protocole de 8-OH-DPAT Pré test Déficit Jeltsch et
mémoire de 4ug/0,5ul coll., 2004
travail
Test 8-OH-DPAT Pré acq Déficit
d’orientation 4pg/0,5ul
guidée
Noyau raphé dorsal
Test de la Discrimination 8-OH-DPAT Pré acq Antagonise le déficit induit | Carli et coll.,
piscine de spatiale 0,2-1pg/05pl pas une infusion IH de 1998
Morris scopolamine
Antagonisé par le WAY-
100635 dans le raphé
dorsal
Noyau raphé médian
Labyrinthe DNMTS 8-OH-DPAT Pré test Amélioration délai- Warburton
radial 0,2-1ug/0,5ul (phase indépendant et coll.,,
essai) 1997

La 8-OH-DPAT et la buspirone sont des agonistes des récepteurs 5-HTa. Le WAY-100635, le NAD-299, le NAN-190 et la
spiroxatrine sont des antagonistes des récepteurs 5-HTi.. La scopolamine est un antagoniste des récepteurs
cholinergiques muscariniques. Le S15535 est un antagoniste des récepteurs 5-HT;, post-synaptiques et un agoniste des
autorécepteurs 5-HTa. La 5,7-DHT est une toxine qui lése de maniére sélective les neurones sérotoninergiques.
Abréviations : acq (acquisition) ; IH (intra-hippocampique) ; sc (sous cutanée) ; ip (intra-péritonéale) ; DNMTS (delayed
non match to sample, tache de non appariement différé); A (augmentation), reconn (reconnaissance).
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Ce déficit est attribué a une activation des récepteurs 5-HTis, et non a celle des
récepteurs 5-HT,, qui présentent également une certaine affinité pour cet agoniste,
puisque ce déficit est contrebalancé par I'administration conjointe d'un antagoniste
sélectif des récepteurs 5-HTi,, le WAY-100635 (Littgen et coll., 2005a). Plus
particulierement, le déficit de mémoire spatiale est consécutif a une activation des
récepteurs 5-HT;s post-synaptiques dans la mesure ou une lésion sérotoninergique
induite par la 5,7-DHT n‘a pas d'effet sur le déficit de mémoire spatiale induit par la 8-
OH-DPAT (Carli et Samanin, 1992). De plus, I'administration intra-hippocampique (Carli
et coll., 1992 ; Egashira, 2006) ou intra-septale (Bertrand et coll., 2000 ; Jeltsch et
coll., 2004) de 8-OH-DPAT perturbe les performances de mémoire spatiale de rats
dans le test de la piscine de Morris, ce qui suggere que les récepteurs post-synaptiques
5-HT:a de I'hippocampe et du septum médian pourraient jouer un role dans les

processus mnésiques mis en jeu dans la mémoire spatiale.

Alors que l'activation des récepteurs 5-HT;s post-synaptiques induit un déficit de
performances de mémoire spatiale, une activation des récepteurs 5-HT;x» somato-
dendritiques du noyau raphé médian (souvent appelés autorécepteurs 5-HT;,), par une
instillation de 8-OH-DPAT directement dans cette structure, entraine une amélioration
significative des performances dans le labyrinthe radial (Warburton et coll., 1997). De
plus, une instillation de 8-OH-DPAT dans le noyau dorsal du raphé bloque le déficit de
mémoire spatiale induit par une administration intra-hippocampique de scopolamine,
un antagoniste des récepteurs muscariniques de l'acétylcholine, révélant ainsi une
interaction fonctionnellement significative entre systemes cholinergiques et
sérotoninergiques dans la modulation des processus mnésiques (Carli et coll., 1998).
Cette interaction sera discutée plus largement dans le prochain paragraphe.
L'activation des autorécepteurs du raphé entraine une inhibition des décharges des
neurones du raphé (Sprouse et Aghajanian, 1988) et une diminution de la libération de
sérotonine dans I'hippocampe et le cortex (Sharp et Hjorth, 1990), ce qui a pour
conséquence d‘atténuer l'action de la sérotonine sur tous les récepteurs
sérotoninergiques post-synaptiques, quel qu’en soit le type ou le sous-type. On
pourrait ainsi postuler que si une activation des récepteurs post-synaptiques 5-HTia
induit un déficit de performances d‘apprentissage et de mémoire spatiale, une
diminution de cette activation, par exemple par I'administration d’'un antagoniste de

ces récepteurs, pourraient contribuer a une amélioration des performances mnésiques.
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Ainsi, dans le test de la piscine de Morris, I'administration en pré-acquisition d‘un
antagoniste des récepteurs 5-HT;» comme le WAY-100635 ou le NAD-299 bloque les
déficits induits par une administration systémique (Dringenberg et Zalan, 1999 ;
Littgen et coll., 2005a) ou intra-hippocampique (Carli et coll., 1995b, 1997 ; Egashira,
2006) de scopolamine. De plus, dans d’autres tests comme le test de I'évitement passif
ou le test de reconnaissance, une amélioration des performances de rétention a été
observée suite a l'administration systémique d'un antagoniste des récepteurs 5-HTia
(Pitsikas et coll., 2003 ; Madjid et coll., 2006 ; mais voir Misane et Ogren, 2003). Enfin,
le S15535, un antagoniste des récepteurs 5-HT;a post-synaptiques et un agoniste des
autorécepteurs 5-HT;,, améliore les performances dans un test de reconnaissance
sociale et bloque les déficits de mémoire spatiale induits par la scopolamine (Millan et
coll., 2004). Ce type de composés pourrait donc s'avérer intéressant dans le traitement
des déficits mnésiques qui accompagnent certaines pathologies comme la maladie
d’Alzheimer. De plus, différentes données révelent un role des récepteurs 5-HT;a dans
les fonctions cognitives, notamment la mémoire, chez I'Homme. Ainsi, Yasuno et
collaborateurs (2003) ont montré une corrélation négative entre les performances de
mémoire explicite et la densité des récepteurs 5-HT;, dans I'hippocampe (voir Figure
8.). Enfin, des sujets traités avec de la tandospirone, un agoniste des récepteurs 5-
HT,a, présentent un déficit dose-dépendant de mémoire explicite verbale (Yasuno et
coll., 2003).
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Figure 8. Chez I'Homme : corrélation négative entre les performances de mémoire explicite

et la densité des récepteurs 5-HT;4 dans I'hippocampe.
(D"apreés Yasuno et coll. 2003)
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Toutes ces études ont porté sur I'évaluation des effets d’'une administration pré
acquisition d’'un agoniste ou d'un antagoniste des récepteurs 5-HT;a. Cependant, une
partie des résultats obtenus pourrait s'expliquer par une perturbation de processus non
cognitifs. Ainsi, Littgen et collaborateurs (2005a) observent qu’une dose de 8-OH-
DPAT qui interfere avec les performances de mémoire de référence des rats dans le
test de la piscine de Morris perturbe également les performances dans une tache
d’orientation guidée. Dans cette tache, les rats doivent apprendre a rejoindre une
plate-forme visible. De plus, les rats injectés avec la 8-OH-DPAT présentent, dans le
protocole de mémoire de référence et dans le test d'orientation guidée, une
thigmotaxie (tendance a nager dans la périphérie de la piscine) significativement
augmentée, ce qui pourrait traduire un effet anxiogéne de la 8-OH-DPAT ou une
difficulté a mettre en place une stratégie de recherche (Devan et coll., 1999). Par
ailleurs, Warburton et collaborateurs (1997) montrent que I'administration systémique
de 8-OH-DPAT ne perturbe pas les capacités de mémoire de travail dans le labyrinthe
radial, mais altére les performances non cognitives inhérentes a la tache. En revanche,
Carli et collaborateurs (1995a) indiquent qu’une administration systémique de 8-OH-
DPAT n‘altére pas les performances des rats dans une tache de discrimination visuelle
consistant a repérer parmi deux stimuli visuels, celui qui est associé a une plate-forme
refuge. De ce fait, les perturbations non cognitives que pourraient entrainer |'activation
des récepteurs 5-HT;, apparaissent encore importantes a caractériser, dans la mesure
ou elles pourraient étre a l'origine des, ou au moins participer aux, déficits de

performances observés dans des taches de mémoire spatiale.

Il existe trés peu de données explicitant le rOle des récepteurs 5-HT;s dans les
processus d'encodage, de consolidation et de rappel des informations mnésiques dans
des taches spatiales. A notre connaissance, la seule étude qui ait comparé les effets
d’'une activation des récepteurs 5-HT;, avant ou apres l'apprentissage est celle de
Riekkinen et collaborateurs (1995). Ces auteurs ont montré qu’une injection
systémique de 8-OH-DPAT perturbait I'apprentissage et la rétention dans le test de la
piscine de Morris lorsqu’elle était effectuée avant I'apprentissage, mais non lorsqu'elle
était effectué immédiatement aprés, suggérant un role des récepteurs 5-HT;s dans

I'encodage, mais pas dans la consolidation des informations spatiales.
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En revanche, une telle approche visant a caractériser l'implication des récepteurs
5-HTia dans les processus mnésiques a été entreprise en utilisant des tests de
mémoire non spatiale comme le test d'évitement passif ou des taches de
conditionnement (peur conditionnée, réponse d’approche a un stimulus conditionné
(autoshaping) (voir Meneses et Perez-Garcia, 2007 pour revue). Le test d'évitement
passif est un apprentissage en un seul essai dans lequel le rat doit apprendre a inhiber
une réponse comportementale (par exemple entrer dans un compartiment sombre et
rassurant pour I'animal) afin d'échapper a un stimulus désagréable (un choc électrique
léger). Dans cette tache, comme dans les taches de mémoire spatiale, une
administration d'un agoniste des récepteurs 5-HT;x avant I'essai d’acquisition entraine
un déficit de rétention a 24 heures; cet effet provient de l'activation des récepteurs
5-HTa post-synaptiques (Misane et Ogren, 2003 ; Madjid et coll., 2006). Lorsqu’un
agoniste des récepteurs 5-HTisn est injecté par voie systémique apres l'essai
d’acquisition (en post-acquisition), il n‘altére pas les performances de rétention (Misane
et Ogren, 2003 ; Madjid et coll., 2006). En revanche, une étude a montré que
I'administration systémique d'un antagoniste de récepteurs 5-HT;x améliorait la
rétention dans le test d'évitement passif lorsqu’il était administré aprés I'essai
d’acquisition. Cette étude indique donc que les récepteurs 5-HT;a post-synaptiques
seraient soumis a un contrdle de type tonique a partir des neurones sérotoninergiques
(Schneider et coll., 2003). Néanmoins, ces études évaluant les effets d'injection
systémique de composés agissant sur les récepteurs 5-HT;a sur la consolidation des
informations mnésiques ne nous apprennent rien quant a la localisation cérébrale des
récepteurs impliqués. De facon intéressante, Bevilaqua et collaborateurs (1997) ont
mis en évidence un déficit de rétention a 24h lorsque la 8-OH-DPAT était instillée dans
I'nippocampe 3 h et 6 h aprés I'essai d'acquisition, mais non lorsque cette instillation
avait lieu immédiatement, 90 min ou 9 h apres I'acquisition, ce qui met en évidence un
role des récepteurs 5-HTia de I'hippocampe dans la consolidation des informations

spatiales dans une certaine fenétre temporelle (Bevilaqua et coll., 1997).

Plusieurs études ont contribué a la découverte des mécanismes moléculaires sous-
tendant le déficit de rétention dans le test d’évitement passif observé a la suite de
I'administration pré-acquisition de 8-OH-DPAT (Cammarota et coll., 1998 ; Moyano et
coll., 2004 ; Schiapparelli et coll., 2005). Une heure aprés l'essai d'acquisition, on

observe au niveau de I'hippocampe une augmentation de l'expression de la forme
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active (autophosphorylée) de la CaMKII et de I'activité de la PKA-AMPc-dépendante qui
est bloquée par I'administration pré-acquisition d'une dose amnésiante de 8-OH-DPAT.
L'effet de la 8-OH-DPAT sur les modifications de I'activité de la CaMKII et de la PKA-
AMPc-dépendante implique les récepteurs 5-HT;a puisque cet effet est contrecarré par
un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HTia, le WAY-100635. De plus, Schiapparelli et
collaborateurs (2005) indiquent que le WAY-100635 a des effets inverses a ceux de la
8-OH-DPAT : il induit une augmentation de l'activité de la CaMKII et de la PKA, et
celle-ci s'accompagne d'une augmentation de la phosphorylation des récepteurs AMPA
au niveau hippocampique. De plus, ces effets sont suivis aprés quelques heures par

une augmentation du nombre de récepteurs AMPA au niveau membranaire.

Il semblerait que I'activation des récepteurs 5-HT;, inhibe I'activité de la CaMKII de
maniére indirecte via l'inhibition de la PKA-AMPc-dépendante. En effet, les récepteurs
5-HT;a sont couplés a une protéine G; qui inhibe la production d’AMPc, empéchant ainsi
I'activation de la PKA-AMPc dépendante (Barnes et Sharp, 1999). Cette enzyme régule
I'activité de la CaMKII via une action sur la protéine phosphatase 1 (PP1), une enzyme
qui peut déphosphoryler (et donc inactiver) la CaMKII (Genoux et coll., 2002). La PKA
active en effet, par phosphorylation, des inhibiteurs endogenes de la PP1 (Inhibitor-1
ou DARP32) qui vont empécher la PP1 de désactiver la CaMKII (Fink et Meyer, 2002).
Ce mécanisme d'inhibition indirecte de la CaMKII par |'activation des récepteurs 5-HT;a
est représentée sur la figure 9.. Conformément a cette hypothése, Moyano et
collaborateurs (2004) observent que I'administration pré-acquisition d'une dose
amnésiante de 8-OH-DPAT entraine également une augmentation de l'activité de la

protéine phosphate 1 (PP1).
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Activation des récepteurs 5-HTia

s

Inhibition de la production
d’AMP cyclique

l

Inhibition de l'activité de la PKA

l

Inactivation des inhibiteurs endogénes
de PP1 (Inhibitor-1, DARP32)

i

Désinhibition de PP1

lPPl

Inactivation de CaMKII

Figure 9. Mécanismes moléculaires mis en jeu dans l'inactivation de la CAMKII induite par
I'activation des récepteurs 5-HT4 hippocampiques.
Ce mécanisme pourrait étre a l'origine des déficits mnésiques induits par
I'activation des récepteurs 5-HTa.

Abréviations : G;: protéine G; PKA: protéine kinase A; PP1: protéine
phosphatase 1 : DARP32 : dopamine and cyclic adenosine 35*-monophosphate-
regulated phosphoprotein, 32 kDa; CaMKII : protéine calmoduline calcium-
dépendante II.
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C. Interactions entre les systémes sérotoninergiques et cholinergiques

septo-hippocampiques

Les études évaluant les effets d'une lésion sélective des neurones cholinergiques
septo-hippocampiques et/ou basalo-corticaux ont abouti a des résultats décevants,
incompatibles avec wune attribution a la seule perte cholinergique des
dysfonctionnements mnésiques observés dans la maladie d’Alzheimer (Wrenn et Wiley,
1998). Progressivement, il est apparu important d‘envisager la modulation
neurochimique des processus mnésiques en terme d'interactions entre plusieurs
systemes de neurotransmission (Cassel et coll., 1995, 1997). Cette proposition est
d’autant plus pertinente que la maladie d’Alzheimer est accompagnée de perturbations
de plusieurs systéemes de neurotransmission, en plus de la dégénérescence du systeme

cholinergique (Francis et coll., 1999).

Dans cette perspective, de nombreuses données Iésionnelles et pharmacologiques ont
mis en évidence un rdle de linteraction entre les systemes cholinergiques et
sérotoninergiques centraux dans les processus |I'apprentissage et de mémoire spatiale

(pour revue, voir Cassel et coll., 1995 ; Steckler et Sahgal, 1995).

En ce qui concerne le systeme septo-hippocampique, différentes données ont montré
qu’une diminution du tonus sérotoninergique hippocampique peut contrebalancer les
effets déléteres sur la mémoire spatiale d'une baisse du tonus cholinergique
hippocampique. En effet, une injection de 5,7-DHT dans la fimbria-fornix, intervention
chirurgicale qui permet de détruire une bonne partie de l'innervation sérotoninergique
de I'hippocampe, atténue les déficits induits par une destruction sélective et massive
des neurones cholinergiques septo-hippocampiques. Ces déficits sont atténués aussi
bien dans le labyrinthe radial que dans le test de la piscine de Morris (Lehmann et coll.,
2002a). De maniere similaire, une diminution du tonus sérotoninergique
hippocampique induite, soit par un blocage pharmacologique de I'activité des neurones
du noyau du raphé (Carli et coll. 1998 ; 2000), soit par I'administration systémique
(Carli et coll., 1995b) ou par instillation intra-hippocampique (Carli et coll., 1997) d'un
antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT1A, a savoir le WAY 100635, est capable
d’antagoniser les déficits de mémoire spatiale induits par une instillation intra-

hippocampique de scopolamine. Par ailleurs, 'administration de composés qui ont des
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propriétés antagonistes au niveau des récepteurs 5-HT;a post-synaptiques et des
propriétés agonistes au niveau des autorécepteurs 5-HT;, du raphé, comme le MDL
73005 (Bertrand et coll., 2001) ou le S15535 (Carli et coll., 1999b ; Millan et coll.,
2004), contrebalance les effets délétéres induits par une administration systémique ou

intra-hippocampique de scopolamine dans le test de la piscine de Morris.

Par ailleurs, un blocage des récepteurs 5-HT;n post synaptiques par linjection
systémique de WAY-100635 empéche les déficits induits par un blocage des récepteurs
glutamatergiques de I'hippocampe (Carli et coll., 1997 ; 1999a), suggérant que les
cellules pyramidales sont un substrat prépondérant de l'interaction entre les afférences

cholinergiques et sérotoninergiques au niveau de I'hippocampe.

Le role des interactions acétylcholine-sérotonine dans les processus mnésiques a été
essentiellement étudié au niveau de I'hippocampe. De telles interactions pourraient
moduler ces processus au sein d’autres structures, plus particulierement dans le
septum médian, étant donné que cette derniere structure fait I'objet d'une importante
innervation sérotoninergique a partir du noyau médian du raphé, qu'elle exprime des
récepteurs sérotoninergiques, notamment des récepteurs du sous-type 5-HTis, et
qu'elle fournit a I'nippocampe I'essentiel de son innervation cholinergique (voir le
Chapitre 1).
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4. Caractérisation du réle du septum médian dans la mémoire spatiale

Nous avons déja abordé certains aspects relatifs a I'implication du septum médian dans
la mémoire spatiale, notamment via ses projections cholinergiques vers I'hippocampe.
Il s'agit maintenant de caractériser son role dans les différents processus mnésiques
d’encodage, de consolidation et de rappel, de méme que dans la mémoire de travail,
notamment grace aux études psychopharmacologiques qui ont évalué les effets d'une
infusion intra-septale de différents composés pharmacologiques, soit avant ou apres
I'apprentissage, soit avant le rappel d'informations apprises. Préalablement a la revue
de ces données, nous préciserons le réle du rythme théta dans la mémoire dans la

mesure ou le septum médian est un acteur majeur de sa geneése.

A. Rythme théta et mémoire spatiale

Comme nous l'avons vu, le septum médian joue un role fondamental dans la genese
du rythme théta hippocampique via I'activité rythmique des neurones pacemaker. De
nombreuses données sont compatibles avec l'idée d'un role du rythme théta dans la
mémoire (voir Vertes, 2005 pour revue). Ainsi, dés 1978, Winson observe que des
lésions du septum médian, qui abolissent I'activité théta dans I'hippocampe, induisent
de sévéres déficits de mémoire spatiale. Cette observation sera ensuite corroborée par
d’autres études montrant que la perte du rythme théta hippocampique consécutive a
des lésions réversibles ou irréversibles du septum médian s'accompagne de déficits de
performances dans des taches de mémoire spatiale (Mizumori et coll., 1990 ; M'Harzi
et Jarrard, 1992 ; Leutgeb et Mizumori, 1999) et non spatiale (Mizumori et coll., 1990 ;
Asaka et coll., 2002) chez le rat et le lapin.

Le rythme théta joue également un role important dans la LTP qui, comme nous
I'avons vu, est un modeéle potentiel des modifications synaptiques nécessaires a la
formation d‘associations entre populations de neurones, ces modifications étant
susceptibles de sous-tendre un apprentissage selon des données récentes (Whitlock et
coll., 2006). Plusieurs études ont montré que l'induction d’'une LTP dans I'hippocampe
était facilitée par I'application de trains de stimuli délivrés a une fréquence équivalente
a celle du rythme théta (Staubli et Lynch, 1987 ; Vertes et Kocsis, 1997). De plus, au
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niveau de I'hippocampe (/n vitro et in vivo), une stimulation peut générer une LTP
uniqguement lorsqu'elle est délivrée pendant une activité de type théta, et plus
particulierement lors de la phase positive de ce rythme (Huerta et Lisman, 1995 ;
Hyman et coll.,, 2003). Ce résultat suggére que laccés et le traitement des
informations au niveau de I'hippocampe (donc en vue d’une mémorisation) est favorisé
lorsque les informations arrivent de maniére simultanée avec le rythme théta (Vertes,
2005). Ainsi, Seager et collaborateurs (2002) observent chez le lapin que
I'apprentissage d‘un conditionnement simple (eye blink conditionning : il s'agit
d’associer un son a un souffle d’air sur I'ceil qui provoque de maniére inconditionnelle
sa fermeture) est deux fois plus rapide lorsque les stimuli conditionnels (son) et
inconditionnels (souffle d‘air) sont présentés pendant une phase d'activité théta
hippocampique qu'en dehors. De fagon similaire, chez le rat testé dans un protocole de
mémoire de référence du test de la piscine de Morris, le déficit d'apprentissage
consécutif a une inactivation réversible du septum médian est restauré grace a
I'induction artificielle d’'un rythme théta au niveau hippocampique (McNaughton et coll.,
1999).

B. Inactivation réversible du septum médian et mémoire spatiale

Différentes études ont contribué a la compréhension du role du septum médian dans
les processus mnésiques d’encodage, de consolidation et de rappel, de méme que dans
la mémoire de travail, en évaluant les effets d’'une inactivation réversible de cette
structure a différents moments au cours d'une tache d'apprentissage. Les composés
qui peuvent induire une inactivation d'une structure cérébrale sont la tétrodotoxine
(TTX) qui est un composé qui bloque les canaux sodiques voltage-dépendants ce qui
empéche la génération et la conduction de potentiels d’action, et les anesthésiques
locaux comme la lidocaine ou la tétracaine qui empéche la génération et la conduction
des potentiels d'action en changeant la perméabilité membranaire des ions sodium. Les
études évaluant les effets d’'une inactivation réversible du septum médian sur les
performances de mémoire spatiale de rats sont synthétisées dans le tableau 5.. Elles
montrent que le septum médian participe a I'encodage et au rappel des informations
spatiales dans des taches de mémoire de référence. Son rble dans la consolidation

reste en revanche controversé. De plus, dans des taches évaluant la mémoire de
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travail, un réle du septum médian a également été mis en évidence a différents

moments de I'exécution d'une tdche mnésique.

Tableau 5. Synthése des études concernant les effets d’'une inactivation du septum médian sur les
performances de mémoire de référence et de mémoire de travail.
Test Protocole Composé Moment de Résultats Auteurs
utilisé I'infusion
Evitement | Mémoire de TTX Post acquisition Déficit de rétention Rashidy-Pour
passif référence 10 ng/1 wl a 5 mn, 1h30, 6h (5 et 1h30) et coll., 1996b
Pré rappel Déficit de rétention
TTX Pré acquisition Déficit de rétention Lorenzini et
10 ng/0,5 pl coll., 1996
Post acquisition Pas de déficit de
a0mn rétention
Pré rappel Déficit de rétention
Piscine de | Mémoire TTX Pré acquisition Déficit (acquisition et Rashidy-Pour
Morris spatiale de 10 ng/1 ul rétention) et coll., 1996a
référence
Post acquisition Déficit (acquisition et
a0mn rétention)
Pré rappel Déficit (rétention)
Mémoire Lidocaine Pré essai Déficit Rashidy-Pour
spatiale de 40 pg/1pl et coll., 1996a
travail Post essai Pas de déficit
(délai de 75 mn) a0dmn
Hole board | Mémoire Lidocaine Pré acquisition Pas de déficit Poucet et coll.,
spatiale de ? pg/1pl d‘acquisition 1991
référence Déficit de rétention
(animaux
entrainés)
Mémoire Lidocaine Pré acquisition Déficit Poucet et coll.,
spatiale de ? pg/1pl 1991
travail
Labyrinthe | Mémoires Lidocaine Pré acquisition A erreurs proactives et Poucet et
radial spatiales de ? ug/0,5 pl rétroactives Buhot, 1994
travail et de
référence
(4 méme
branches toujours
renforcées)
DNMTS Tétracaine Pré essai A erreurs proactives, Mizumori et
(délai 30 mn) 10 pg/0,5 pl phase essai + A erreurs | coll., 1990
rétroactives, phase test
Post essai a 0 min | Pas de déficit
Abréviatigns : DNMTS (delayed non matching to sé’rﬁél&eéttéche de non gppariement différé, N augmentgtion significative
Le point d'interrogation indique que la dose instillé na pas été précisée par Rsefiiglis.proactives et

rétroactives, phase test

DNMTS
(délai 1h et 4h)

Lidocaine
40 pg/0,5 ul

Post essai a 0 min

Pré test

/N erreurs proactives,
phase essai

N erreurs proactives et
rétroactives, phase test

Walsh et coll.
1998

Abréviations : DNMTS (delayed non matching to sample = tache de non appariement différé, N augmentation significative
Le point d'interrogation indique que la dose instillé n'a pas été précisée par les auteurs.
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Dans le protocole de mémoire de référence du test de la piscine de Morris, une
inactivation du septum médian avec la TTX perturbe les performances d‘acquisition et
de rétention des rats lorsqu’elle est effectuée avant les essais d’acquisition, mais non
lorsqu’elle est effectuée immédiatement aprés. De plus, une telle inactivation du
septum médian perturbe également le rappel dans le test de rétention effectué sans
inactivation préalable (Rashidy Pour et coll., 1996a). Ces résultats suggérent donc un
role du septum médian dans I'encodage et le rappel des informations spatiales, mais
non dans leur consolidation. Néanmoins, un role du septum médian dans la
consolidation d'informations mnésiques a été démontré dans une tache de mémoire de
référence non spatiale : le test d'évitement passif. Dans cette tache, une inactivation
du septum médian effectué 5 mn ou 1h30 aprés l'essai d'acquisition perturbe la
rétention a 48 h. Par contre, une inactivation effectuée 6 h apres I'acquisition n‘a pas
d'effet sur la rétention, suggérant que le septum médian joue un rble dans la
consolidation des informations dans une fenétre temporelle apres |'apprentissage
(Rashidy-Pour et coll., 1996b). En revanche, dans une autre étude, une inactivation du
septum médian effectuée immédiatement aprés I'essai d'acquisition n‘a pas d’effet sur
la rétention a 48 heures (Lorenzini et coll., 1996). Dans les deux études, la dose de
TTX était similaire, mais une différence au niveau des protocoles de test pourrait
expliquer les résultats contradictoires : dans la premiére étude, les rats sont soumis a
un choc unique et court (1 mA, 1,5 s), alors que dans la seconde, ils subissent 2 chocs,
de surcroit plus longs et un peu plus intenses (1,2 mA, 3 s). Il est donc possible que la
trace mnésique ait été plus forte dans la deuxieme étude et donc plus difficile a
perturber. Néanmoins, avec la TTX, il est délicat de déterminer avec précision le
moment de la phase de consolidation auquel le septum médian pourrait participer. En
effet, la TTX atteint son effet maximal 30 a 40 minutes apres l'injection et cet effet
persiste jusqu’a 2 heures, et selon certains auteurs méme plus de 10 heures, aprés son
administration (Malpeli et Schiller, 1979 ; Sandkuhler et coll., 1987). De ce fait, la TTX,
dans ces études, pourrait agir vraisemblablement sur la consolidation des informations
mnésiques au moins 30 minutes aprées l'acquisition, ce qui ne nous apprend rien quant
a l'implication du septum médian dans la consolidation a court terme (immédiatement
apres l'acquisition). L'utilisation de la lidocaine, dont les effets se manifestent dans les
quelques minutes suivant l'injection et ne durent qu’une vingtaine de minutes, serait
plus appropriée pour caractériser le role du septum médian dans la consolidation des

informations spatiales (voir Pereira de Vasconcelos et al., 2006).
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Une inactivation du septum médian perturbe les performances de rats dans des taches
de mémoire spatiale de travail (Mizumori et coll., 1990 ; Poucet et coll., 1991 ; Poucet
et Buhot, 1994 ; Rashidy-Pour et coll., 1996a ; Walsh et coll., 1998). Par exemple,
Poucet et collaborateurs ont montré qu’une instillation pré-test de lidocaine perturbe
les performances de mémoire de travail dans le labyrinthe radial ou le test dit "de la
planche a trous" (Ahole board ), dans lequel le rat doit apprendre a localiser, parmi une
configuration de trous identiques sur une planche de bois, celui qui est relié a une cage
sombre, lui servant de refuge (Poucet et coll., 1991 ; Poucet et Buhot, 1994).

D’autres études ont permis de préciser ces résultats en évaluant les effets d’'une
inactivation réversible du septum médian sur lI'encodage, le maintien en mémoire
durant le délai, et la restitution d’informations spatiales dans une tache de non
appariement différé (delayed non matching to sample) dans le labyrinthe radial
(Mizumori et coll., 1990 ; Walsh et coll., 1998). Le protocole comporte un délai de 30
minutes entre les phases d'acquisition et de test. Pendant ce délai, une instillation de
tétracaine permet d'inactiver le septum médian. Une telle instillation perturbe les
performances des rats lorsqu’elle est administrée avant la phase d'essai : les rats font
plus d’erreurs proactives (Mizumori et coll., 1990). En revanche, la méme instillation de
tétracaine immédiatement apres la phase d'essai, n‘affecte pas le choix des branches
dans la phase test, suggérant qu’une inactivation du septum médian n’a pas d'effet sur
le maintien a court terme des informations spatiales. Enfin, une inactivation du septum
médian effectuée avant la phase de test induit une augmentation des erreurs
rétroactives, suggérant un déficit de rappel, et également une augmentation des
erreurs proactives qui pourrait étre expliquée par un déficit d’utilisation et/ou de
maintien des informations nécessaires a la résolution de la tache en cours. Ces
résultats indiquent que linactivation du septum médian perturbe I'encodage et/ou
I'utilisation d'informations spatiales, de méme que le rappel des informations spatiales,
mais n'a pas d'effet sur leur maintien a court terme. Dans un protocole strictement
similaire, Walsh et collaborateurs (1998) montrent en revanche qu’une instillation intra-
septale de lidocaine perturbe les performances des rats a condition qu'elle soit réalisée
immédiatement apres la phase préliminaire d’essai. Dans ce cas, au cours de la phase
de test effectuée 1h ou 4 h apreés la phase d'essai, les rats font plus d'erreurs
rétroactives. De ce fait, les résultats de Walsh et collaborateurs plaident en faveur d’un
role du septum médian dans le maintien a court terme d’informations spatiales, en tout

cas lorsque la tache évalue la mémoire spatiale de travail. Une des différences entre
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I'étude de Mizumori et collaborateurs et celle de Walsh et collaborateurs réside dans la
longueur du délai entre les phases d'essai et de test : alors qu'elle est de 30 minutes
dans la premiére, elle atteint 1h et 4h dans la seconde. Il se peut qu'un délai de 30
minutes ne soit pas suffisant pour détecter les déficits consécutifs a une inactivation du
septum médian, notamment si linactivation du septum médian perturbe des
mécanismes liés a la consolidation des informations mnésiques (qui pourrait avoir lieu
en cas de délais longs).

Les effets d'une inactivation du septum médian ont également été évalués dans un
protocole de mémoire de travail dans la piscine de Morris avec un délai de 75 minutes
entre 2 essais. Dans cette tache, une instillation intra-septale de lidocaine perturbe les
performances uniquement lorsqu’elle est réalisée avant le premier essai . Dans ce cas,
les rats ne présentent pas de diminution de la latence pour atteindre la plate-forme
entre le premier et le deuxiéme essai. En revanche, linstillation intra-septale de
lidocaine immédiatement aprés le premier essai n‘affecte aucunement les
performances des rats dans cette tache. Il est difficile d'interpréter ces résultats dans
la mesure ou le déficit de performance consécutifs a I'administration pré-acquisition de
lidocaine pourrait provenir d'un déficit de mémoire de travail (perturbation de
I'utilisation et/ou du maintien d‘informations a court terme en vue de leur utilisation)
ou d’un déficit de mémoire de référence. En effet, utilisant une tache similaire, Jeltsch
et collaborateurs (2004) ont montré que des rats normaux présentaient au premier
essai une tendance a chercher la plate-forme a I'emplacement ou elle se trouvait la
veille, suggérant que ces rats ont donc consolidé des informations spatiales au sujet de

la localisation de la position de la plate-forme de la veille.

De ce fait, au vu de I'ensemble de ces données, il apparait que le septum médian joue
un role dans les processus d'encodage et de rappel d'informations spatiales, mais que
son role dans la consolidation de ces informations reste plus limité. Néanmoins, afin de
de préciser le role du septum médian dans les processis de consolidation, il serait
intéressant d’effectuer des inactivations a différents délais apres I'acquisition. De plus,
le septum médian semble également jouer un rble important dans les taches de
mémoire de travail, méme si linterprétation de certains déficits observés reste
ambigué. Des études supplémentaires sont donc indispensables afin de préciser les

mécanismes mnésiques sensibles a une inactivation du septum médian.
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C. Récepteurs 5-HT;, du septum médian et fonctions cognitives

Peu d'études se sont intéressées au role des récepteurs 5-HT;4 du septum médian
dans les fonctions cognitives et comportementales. Les récepteurs 5-HT;a jouant un
role dans l'anxiété (De Vry, 1995 ; Griebel, 1995 ; Ramboz et coll., 1998 ; Zhuang et
coll., 1999), certaines études ont évalué les effets d’une instillation intra-septale de 8-
OH-DPAT dans des tests évaluant I'anxiété de rongeurs. Selon ces études, I'activation
des récepteurs 5-HT;4 du septum médian n‘a pas d'effet sur I'anxiété (Menard et Treit,
1998), ou induit un effet anxiogene (De Almeida et coll., 1998 ; Micheau et Van
Marrewijk, 1999 ; Cheeta et coll., 2000). Une infusion intra-septale de 8-OH-DPAT peut
aussi augmenter les comportements maternels agressifs (De Almeida et Lucion, 1997)
et induire des effets antidépresseurs (Martin et coll., 1990, 1991 ; Schreiber et De Vry,
1993).

Concernant la mémoire spatiale, une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT perturbe
les performances de rats dans un protocole de mémoire de référence et dans un
protocole de mémoire de travail dans le test de la piscine de Morris (Bertrand et coll.,
2000 ; Jeltsch et coll., 2004). Dans le protocole de mémoire de référence une
instillation intra-septale avant l'acquisition de 4 pug de 8-OH-DPAT induit un déficit
d’acquisition, mais aussi de rappel des informations lors d'un test de rétention effectué
quelques secondes aprés la fin du dernier essai d'acquisition. Une dose de 0,5 pg
n‘affecte pas les performances d’acquisition, mais induit un déficit de rétention
(Bertrand et coll., 2000). Dans le protocole de mémoire de travail, les rats instillés
avant l'acquisition avec 4 ug de 8-OH-DPAT présentent un déficit de performances ; ils
parcourent globalement plus de distance que les rats témoins pour trouver la plate-
forme, mais leurs performances s'améliorent significativement entre le premier et le
deuxiéme essai, indiquant qu'ils sont capables d'utiliser et/ou de maintenir en mémoire
pendant quelques secondes les informations relatives a la position de la plate-forme
(Jeltsch et coll.,, 2004). Néanmoins, au premier essai, alors que les rats témoins ont
tendance a chercher 'emplacement de la plate-forme en utilisant le souvenir de son
emplacement de la veille, les rats instillés avec de la 8-OH-DPAT ne présentent pas une
telle préférence. Ce déficit pourrait provenir d'un déficit de consolidation des
informations relatives a I'emplacement de la position de la plate-forme de la veille ou
d’un déficit de rappel de celles-ci.

88



Chapitre 2 : Le septum médian : réle dans la mémoire spatiale

C'est en nous appuyant sur le cadre théorique et sur l'ensemble des résultats
disponibles dans la littérature que nous avons cherché a caractériser les effets d'une
instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur la dynamique des processus mnésiques
dans une tache d'acquisition et de rappel d'un souvenir spatial. Nous avons également
cherché a identifier le type de récepteurs (5-HT14 ou 5-HT;) mis en jeu dans les effets
d'une telle instillation, de méme que nous avons tenté de savoir quelle pouvait étre
leur localisation neuronale au sein du septum médian (sur les neurones cholinergiques
ou d'autres). Pour éviter tout biais d'interprétation de nos résultats, par exemple au
sens ou les performances des rats auraient pu étre influencées par des effets non-
mnésiques de la 8-OH-DPAT, nous avons aussi caractérisé les effets d’une instillation
intra-septale de 8-OH-DPAT sur la motivation, I'anxiété, la coordination sensori-motrice

et le niveau d'activité locomotrice.
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Dans une premiére partie de méthodologie générale, je présenterai I'ensemble des
caractéristiques méthodologiques communes a toutes les expériences de cette thése, a
savoir les sujets de mes expériences, la technique chirurgicale dimplantation d’une
canule-guide permettant l'instillation de composés pharmacologiques dans le septum
médian, les composés pharmacologiques instillés au niveau du septum médian et le
protocole suivi, ainsi que les techniques histologiques permettant de visualiser
I'implantation de la canule-guide et le site d'instillation, et immunocytochimiques, pour
la mise en évidence des neurones cholinergiques et GABAergiques septo-
hippocampiques. Dans un souci de clarté, les tests comportementaux utilisés pour
I'évaluation des effets d'une modulation pharmacologique du septum médian, ainsi que
les méthodes statistiques auxquelles j'ai eu recours pour I'analyse des performances
dans ces tests seront précisés le moment voulu, lorsque j'aborderai une a une les

différentes expériences de cette thése.

Le travail expérimental de cette thése a été divisé en deux grandes parties.

Dans une premiére partie, j'ai cherché a caractériser les effets d'une instillation intra-
septale de 8-OH-DPAT sur les processus d’encodage, de consolidation a court et a plus
long-terme et de rappel d'informations spatiales dans un protocole de mémoire de
référence du test de la piscine de Morris. Au préalable, j'ai vérifié les effets d'une
instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur des fonctions non mnésiques (expérience
1): I'anxiété, I'activité locomotrice et les capacités motivationnelles, sensorimotrices et
attentionnelles requises lors du test de la piscine de Morris. J'ai ensuite validé la
sensibilité du protocole retenu a une action pharmacologique sur le septum médian en
effectuant des inactivations réversibles de cette structure avec la lidocaine. Ensuite,
utilisant le méme protocole de test, j'ai évalué les effets d’une instillation intra-septale
de 8-OH-DPAT a différents moments au cours de I'apprentissage afin de détecter le ou
les processus mnésiques (encodage, consolidation a court et long terme ou rappel)
susceptibles d'étre affectés par une activation des récepteurs 5-HT;4/5-HT, du septum
médian. Enfin, la 8-OH-DPAT présentant une affinité modérée pour les récepteurs 5-
HT;, en plus de sa forte affinité pour les récepteurs 5-HT,, j'ai cherché a caractériser
le type de récepteurs (5-HT;a et/ou 5-HT;) mis en jeu dans les effets observés de la 8-
OH-DPAT. A cette fin, les effets d'un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HTy,, le
WAY-100635, ou d'un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT,, le SB-269970,

(Fletscher et coll.,, 1996 ; Hagan et coll., 2000) ont été évalués. L'ensemble des
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résultats de cette premiére partie de mon travail, synthétisé dans le tableau 6, sera

discuté avant que je n'aborde la seconde partie de ma démarche expérimentale.

Dans celle-ci, je me suis intéressée a l'implication des neurones cholinergiques septo-
hippocampiques dans les effets induits par une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT.
Les récepteurs 5-HT;s sont exprimés par les principales catégories neuronales du
septum médian, a savoir les neurones septo-hippocampiques cholinergiques et
GABAergiques, les neurones glutamatergiques et les interneurones GABAergiques
calbindine-positifs (Kia et coll., 1996a ; Aznar et coll.,, 2003 ; Luttgen et coll. 2005b ;
Madjid et coll., 2006). La disponibilité d’'une immunotoxine, la 192 IgG saporin, qui est
capable de détruire de maniere sélective cette population neuronale, m'a permis
d'évaluer les effets d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT chez des rats porteurs
(ou non) d’une lésion cholinergique sélective du septum médian. Cette approche m'a
semblé d'autant plus pertinente que le systéme cholinergique septo-hippocampique est
connu pour jouer un réle de modulation dans les processus mis en jeu dans la
mémoire spatiale (par exemple, Lehmann et coll., 2002a et b). Les résultats de cette
seconde série d'expériences sont synthétisés dans le tableau 7. IIs feront l'objet d'une

discussion avant la conclusion générale et la présentation de quelques perspectives.
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Méthodologie Générale

1. Sujets d’expérience

A. Souche utilisée

Les expériences présentées dans ce travail ont été menées sur des rats males de la
souche Long-Evans (centre d'élevage R. Janvier). Cette souche, non consanguine,
appartient a l'espéce Rattus Norvegicus. Les rats Long-Evans ont une bonne acuité
visuelle et sont tres utilisés dans le cadre des études sur I'apprentissage et la mémoire,
notamment spatiale. Harker et Whishaw (2002) ont par ailleurs montré que les
capacités d’apprentissage et de mémoire spatiale des rats Long-Evans étaient non

seulement excellentes, mais aussi similaires a celles de la souche sauvage.

B. Sexe

Nous avons utilisé des rats males. Ce choix nous a d’abord paru légitime puisque ce
travail de thése s'inspire directement d’expériences réalisées au sein de notre
laboratoire d'accueil sur des rats males (Bertrand et coll., 2000, Jeltsch et coll., 2004).
Par ailleurs, les rats males présentent des performances d’acquisition et de rétention
des informations spatiales dans le test de la piscine de Morris en général meilleures
que celles des rats femelles (Jonasson, 2005 mais voir aussi Bucci et coll., 1995). Les
performances d‘acquisition et de rétention des rates peuvent également varier en
fonction de leur cycle ovarien et I'utilisation des rats males permet d'éviter la prise en
compte de cette variable (Warren et Juraska, 1997). Enfin, il semblerait que, comme
chez les humains, les rates utiliseraient de maniére préférentielle une stratégie de type
égocentrique dans certaines taches de navigation spatiale plutét quune stratégie de
type allocentrique, que les males ont tendance a privilégier (Sandstrom et coll, 1998 ;
Roof et Stein 1999 ; Saucier et coll., 2002, Kanit et coll., 2000). Ces différents types de
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stratégies ne mettent pas en jeu les mémes structures cérébrales. Les stratégies
égocentriques dépendent majoritairement du striatum, alors que les stratégies
allocentriques mettent en jeu le systeme septo-hippocampique, ce qui plaide en faveur

de l'utilisation de rats males.

C. Age des animaux

Les rats sont 4gés d’environ deux mois et demi a leur arrivée au laboratoire et pésent
entre 250 et 270 grammes. Ils sont testés environ 1 mois aprés leur arrivée, une

semaine aprés l'intervention chirurgicale, soit vers I'age de trois mois.

D. Conditions d’élevage

Des leur arrivée au laboratoire, chaque rat est placé dans une cage individuelle en
plexiglas transparent de 49 x 29 x 15 cm. Il y dispose de nourriture et d'eau ad
libitum. Quelques jours avant l'intervention chirurgicale, tous les rats sont manipulés
quotidiennement pendant 1 a 2 minutes afin de les familiariser avec I'expérimentateur.
La température des salles d'élevage et de test est maintenue a 23°C (x 1°C) et les
animaux sont soumis a un rythme nycthéméral constant, comprenant une période

d'obscurité et de lumiére de 12 h chacune (la phase diurne allant de 7 h a 19 h).

2. Intervention chirurgicale

Tous les rats utilisés dans les différentes expériences de cette thése ont subi une
intervention chirurgicale consistant en Iimplantation, sous anesthésie générale, d’'une
canule-guide au niveau du septum médian (la canule-guide a une longueur de 12 mm
et un diamétre externe de 0.40 mm). Cette canule permettra dy insérer une canule
plus fine permettant l'instillation de différents composés pharmacologiques (la canule

d'instillation a une longueur de 13 mm et un diametre externe de 0,28 mm). Le
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dispositif d'implantation d’'une canule-guide dans le septum médian est illustré sur la
figure 10A..

Mandrin

Canule guide

Ciment dentaire

Peau

Vis de soutien
Os du créane

Cathéter

Canule d’injection

XIX1 mm

Figure 10. Représentations schématiques du dispositif d'instillation intra-septale.

A. Le dispositif expérimental est constitué d’'une canule-guide implantée dans le
septum médian et d'un mandrin glissé dans la canule-guide afin d'éviter son
obstruction

B. Au moment des traitements, le mandrin est retiré et une canule d‘injection
(reliée par un cathéter a une seringue de 10 ul) est insérée dans la canule-
guide. Aprés linstillation, la canule d'injection est retirée et le mandrin
replacé dans la canule-guide.
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Les rats sont d'abord anesthésiés avec un mélange de kétamine et de xylazine
(2,2 ml / kg d’une solution contenant 375mg / 10ml de kétamine et 50mg / 10ml de
xylazine). Cette solution est administrée par voie intra-péritonéale. Aprés rasage du
crane, le rat est placé sur un cadre stéréotaxique. Le scalp est incisé et dégagé
localement pour laisser apparaitre la boite cranienne et les structures osseuses. Quatre
trous sont fraisés dans le crane. Dans trois de ces quatre trous sont insérées des vis de
soutien au montage de la canule. A travers le dernier trou de la boite cranienne, on
implantera la canule-guide aux coordonnées suivantes par rapport au point de
référence Bregma : AP : + 0,8 mm (antéropostérieur), ML : £ 1,1 mm (médiolatéral),
DV : ( 5,5 mm (dorsoventral) selon Paxinos et Watson, 1998. Cette canule-guide est
implantée selon un angle de 10° par rapport au plan sagittal et du coté droit du rat
afin d'éviter tout dommage au sinus veineux. La canule d'injection dépassant d'un
millimetre de I'extrémité de la canule-guide, celle-ci est implantée a un millimétre au
dessus du septum médian. L'ensemble vis + canule-guide est fixé au crane a l'aide de
ciment dentaire. Chaque canule est protégée des chocs par un cylindre en plastique et
munie d’'un mandrin qui prévient son éventuelle obturation. Le rat subit enfin une
injection intramusculaire d’'un antibiotique (Benzylpenicillin 90000 IU/rat) avant d'étre
placé sous une lampe chauffante, et ce jusqu’a son réveil. Dés son réveil, il est replacé
dans sa cage d'élevage.

Les rats implantés bénéficient d'une semaine de récupération durant laquelle ils sont
surveillés quotidiennement. Il s'agit de s'assurer de la bonne santé de I'animal et de la
présence du mandrin. Il faut remplacer immédiatement tout mandrin manquant afin

d’éviter l'obstruction de la canule-guide.
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3. Composés pharmacologiques

Les composés pharmacologiques, instillés au niveau du septum médian au cours des
expériences de cette thése, sont les suivants :

La lidocaine (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) a une concentration de
80 pg/ul. Cest un anesthésique qui bloque les canaux sodiques et compromet
I'activation des neurones.

La 8-OH-DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-propyl-amino)-tétraline ; Sigma Aldrich, Saint-
Quentin-Fallavier, France) a une concentration de 8 pg/ul. C'est un agoniste des
récepteurs 5-HTy, et, dans une moindre mesure, 5-HT;.

La 192 I1gG-saporine (Advanced Targeting Systems, San Diego, USA) a une
concentration de 0,4 ug/ul. C'est une immunotoxine qui détruit de maniere sélective
les neurones cholinergiques septo-hippocampiques.

Le  WAY-100635  (N-[2-[4-(2-Methoxyphényl)-1-piperazinyl]éthyl]-N-2-pyridinyl-
cyclohexanecarboxamide ; Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) a une
concentration de 2 pg/ul. C'est un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HTa.

Le SB-269970 ((R)-3-[2-[2-(4-Méthylpiperidin-1-yl)éthyl]pyrrolidine-1-sulfonyl]phénol
hydrochloride) a une concentration de 2 ug/ul. C'est un antagoniste des récepteurs 5-
HT,. Il nous a été gracieusement fourni par le Professeur Francgois Dauphin (Université
de Caen).

Tous ces composés pharmacologiques sont dissous dans du PBS stérile (phosphate-
buffered saline). Les solutions sont préparées quelques jours avant l'administration et
conservées dans des tubes de type Eppendorf a -30°C. Chaque tube contient la
quantité de solution nécessaire pour un jour d‘injection. Les solutions préparées sont
décongelées a température ambiante et agitées avant leur administration a I'aide d'un
Vortex.

Procédure d’infection intra-septale :

Apres la période de récupération post-chirurgicale, et préalablement aux injections
intra-septales, les rats ont d'abord été habitués a la contention nécessaire aux micro-
injections. En effet, I'animal doit étre maintenu calmement mais fermement pendant

toute la durée de l'instillation et de la diffusion de la substance instillée, soit plusieurs
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minutes. Si I'animal bouge de facon trop importante, il est susceptible de tordre la
canule d'injection. Le premier jour d’habituation, le rat est posé sur une serviette (on
utilisera la méme serviette pour toute la durée de I'habituation et des micro-injections),
I'arriére train du rat étant maintenu dans la paume de la main de I'expérimentateur et
le pouce et I'index de ce dernier étant situés sur ses omoplates. Il faut éviter de trop
serrer I'animal, surtout s'il manifeste des signes de stress (cris, tension des muscles...).
Le rat est maintenu ainsi pendant au moins 30 secondes. Le deuxieéme et le troisieme
jour d’habituation, on procéde de la méme maniére et on retire en plus le mandrin
avant de le remettre en place. Si le rat tente de s'échapper, il faut le serrer un peu plus
fort, et relacher son emprise des qu'il se calme. Il est important d’attendre que le rat
soit calme avant de le remettre dans sa cage.

Une pompe de micro-injection est utilisée pour effectuer les instillations intra-septales
de lidocaine, 8-OH-DPAT, WAY-100635 et SB 269970, a une vitesse de 0,5 pl / minute.
Cette pompe est munie d'une seringue de 10 pl reliée a une canule d’injection par un
cathéter en polyéthylene. L'ensemble seringue-cathéter-canule d'injection est
préalablement rempli d’eau ultra pure et son étanchéité est vérifiée. La substance a
injecter est aspirée a partir de la canule d'injection en prenant soin d'intercaler une
petite bulle d'air (0,2 ul) entre I'eau ultra pure et la solution. L'emplacement de la bulle
d‘air sur le cathéter est marqué afin de vérifier que I'injection se fait correctement (la
bulle doit se déplacer sans se comprimer). Le rat, sorti de sa cage d'élevage, est
maintenu dans la main, comme cela se faisait lors de I'habituation. Le mandrin est
retiré et une canule d'injection est introduite dans la canule-guide. A la fin de
I'injection, la canule d'injection est maintenue en place durant une minute pour assurer
la diffusion de la substance. La canule d'injection est ensuite retirée et remplacée par
le mandrin d’obturation avant de remettre le rat dans sa cage d'élevage. Le dispositif
d'instillation de composés pharmacologiques dans le septum médian est représenté sur
la figure 10.B.

Si toutes les substances ont fait I'objet d'une instillation intra-septale, dans I'une des
expériences, le WAY-100635 a fait I'objet d'une injection intra-péritonéale a la dose de
0,1 mg / kg.
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4. Techniques histologiques et immunocytochimiques

A. Sacrifice et prélevement des cerveaux

A lissue des tests comportementaux, les rats subissent une injection intra-péritonéale
d’'une dose létale de pentobarbital sodique (150 mg/kg). Les rats subissent ensuite une
perfusion intracardiaque de 60 ml de paraformaldéhyde (4%) dissous dans un tampon
phosphate (0,1 M) a 4°C afin de fixer les tissus cérébraux. Les cerveaux sont extraits,
‘post fixés’ pendant 3 h dans le méme fixateur, toujours a 4°C, puis placés dans une
solution de saccharose (20% ou 30% pour limmunohistochimie) tamponnée et
maintenue a 4°C. Ils y séjournent de 36 a 48 h puis sont rapidement congelés dans de
I'isopentane a -35°C avant d'étre conservés a — 80° C. IIs sont ensuite coupés au
moyen d'un microtome a congélation, dans le plan frontal, en sections de 30 ou de 60
um selon le type de traitement histologique auquel elles sont destinées. Les coupes de
30 um sont récoltées sur des lames gélatinées, puis séchées a température ambiante
en vue d'une coloration au violet de Crésyl ou d’'une révélation histochimique de
I'acétylcholinestérase (AChE), I'enzyme de dégradation de I'acétylcholine. Les coupes
de cerveaux de 60 pm sont récoltées dans une solution de cryoprotection afin d'étre
conservées en vue d’'un immuno-marquage ultérieur. Les coupes sont récupérées dans
la région septale et dans I'hippocampe pour la coloration au violet de crésyl et la

révélation de I'AChE, mais uniquement dans la région septale pour I'immunocytochimie.

B. Coloration au violet de Crésyl

La coloration au violet de Crésyl est réalisée dans un bain de colorant qui marque les
composés acides des cellules (particulierement les noyaux) (Sirkin, 1983). Apres
ringage, elles sont placées dans une solution de violet de Crésyl (Sigma) chauffée a
60° C, suivie d’'une différenciation dans un bain d'éthanol (100%) et d'acide acétique,
puis d’'une déshydration par des bains d'alcool de concentration croissante (50°, 70°,
95° et 100°). La solution est composée de violet de Crésyl, d'acétate de sodium et

d’acide acétique. Les coupes sont ensuite placées dans un bain de solvant (LMR) avant
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d’étre montées sous lamelle dans un milieu d'inclusion (Eukitt). Enfin, les lames, une
fois séches, sont observées au microscope optique afin de vérifier et de noter la
localisation exacte de l'implantation de la canule-guide et du site d'injection dans la

région septale.

C. Révélation de I'acétylcholinestérase (AChE)

Cette technique de coloration permet de révéler histochimiquement I'activité de I’AChE.
Mise au point par Koelle (1954), cette méthode est décrite et commentée par Butcher
(1984). Bien que la spécificité cholinergique de I’AChE ait été discutée et qu’elle ne soit
pas avérée dans toutes les régions cérébrales, elle est considérée comme acceptable
dans une structure comme I'hippocampe (voir Traissard et coll., 2007). Pour la
révélation de I'AChE, les coupes sont, dans un premier temps, mises a incuber pendant
17 h a 37°C avec de I'éthopropazine ou de I'iso ompa qui sont tous 2 des inhibiteurs
des cholinestérases non spécifiques et avec de I'acétylthiocholine iodique qui sert de
substrat. Cette solution d’incubation comprend également du sulfate de cuivre (CuSO4,
5H20), de la glycine et de I'acétate de sodium. A l'issue de l'incubation, aprés rincage
des coupes, l'activité de I'enzyme est révélée par un bain de sulfure de sodium (8 mM).
Les coupes sont ensuite déshydratées dans des bains d‘alcool de concentration
croissante avant d'étre placées dans un bain de solvant (LMR). Elles sont enfin

montées sous lamelle dans un milieu d’inclusion (Eukitt).

D. Marquage immunocytochimique de la ChAT et Parv sur coupes flottantes

Un marquage immunocytochimique de la choline acétyltransférase (ChAT) et de la
parvalbumine (Parv) a été effectué sur les coupes provenant des rats de |'expérience 4.
Cette expérience visait a caractériser I'implication des neurones cholinergiques dans les
effets de la 8-OH-DPAT. Comme ces neurones ont été lésés avec de la 192 IgG-
saporine, il nous a fallu vérifier leur disparition, ainsi que la sélectivité des lésions. Le
marquage de la ChAT permet de révéler les neurones cholinergiques septo-

hippocampiques et le marquage de la parvalbumine permet de révéler les neurones
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GABAergiques septo-hippocampiques. Une lésion sélective se traduit par la disparition

des premiers et la conservation des seconds.

Les sections frontales de 60 um sont incubées pendant 1 h dans du sérum d’ane (pour
saturer les sites non-spécifiques ; Dutscher, Brumath, France), dilué a 5 % dans un
tampon phosphate 0,1M additionné de triton X100. Aprés 3 rincages dans du PBS (0,1
M, pH 7,4), les sections sont incubées a température ambiante pendant 18 h en
présence de I'anticorps primaire dirigé contre la ChAT (dilution au 1/500°™, anticorps
polyclonal de chévre, Chemicon International, Temecula, CA) ou la Parv (dilution au
1/1000%™, anticorps monoclonal de souris, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO). Aprés trois
ringages, les sections sont incubées pendant 1 heure en présence de |'anticorps
secondaire biotinylé anti-chévre (dilué au 1/500°™, Chemicon International, Temecula,
CA) pour le marquage de la ChAT ou anti-souris (dilué au 1/500 ™, Vector
laboratories, Burlingame, CA). Les coupes sont ensuite rincées puis incubées pendant
45 minutes avec le complexe avidine-biotine-peroxidase (dilué au 1/500 ®™; Vectastain
Elite ABC, Vector Labs, Burlingame, CA). Elles sont ensuite rincées avec du PBS puis
dans un tampon tris (TBS, pH 7,6), exposées pendant environ 15 minutes a une
solution de 3,3'diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO),
rincées une nouvelle fois et étalées sur des lames gélatinées avant d'étre séchées et
déshydratées, puis montées sous lamelle avec de I'Eukitt. L'omission de I'anticorps
primaire sert de contr6le négatif et résulte en I'absence de marquage sur toutes les

préparations que nous avons testées.
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1°"® partie expérimentale : résultats

Expérience 1
Effets de la 8-OH-DPAT sur I'anxiété, I'activité

locomotrice et les capacités sensorimotrices

L'objectif de notre travail de thése étant de caractériser I'implication des récepteurs 5-
HT;a du septum médian dans la mémoire spatiale en évaluant les effets d'une
instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur les performances de mémoire spatiale dans
le test de la piscine de Morris, il nous a paru essentiel de tester, dans un premier
temps, les effets potentiels d’'une telle instillation sur des processus non mnésiques :
les effets éventuels sur I'anxiété ont été testés dans un labyrinthe en croix surélevé
(expérience 1a), ceux sur l'activité locomotrice en cage d’élevage (expérience 1b), et,
enfin, une éventuelle interférence du traitement pharmacologique avec les capacités
motivationnelles, sensorimotrices et attentionnelles a fait I'objet d’une évaluation a

partir d'un test d'orientation guidée dans la piscine de Morris (expérience 1c).
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Expérience 1a
Effets de la 8-OH-DPAT sur I'anxiété

Le but de cette expérience est d'évaluer les effets d’une instillation intra-septale de 8-
OH-DPAT sur l'anxiété.

Parmi les différents tests comportementaux permettant d’évaluer I'anxiété chez le Rat
(pour revue, voir Menard et Treit 1999), nous avons choisi d’utiliser le test du
labyrinthe en croix surélevé (pour revue, voir Hogg, 1996 ; Wall et Messier, 2001). Ce
test est basé sur l'aversion naturelle que présentent les rongeurs pour les espaces
ouverts (Treit et coll.,, 1993). Le labyrinthe est constitué de quatre branches
perpendiculaires entre elles : deux branches opposées sont cernées par de parois
(branches ‘fermées’), les deux autres branches en sont dépourvues et dites ‘ouvertes'.
Lorsqu'il est placé dans ce dispositif, le rat est confronté a deux motivations opposées :
I'une le pousse a explorer la nouveauté, l'autre le retient dans les branches fermées en
raison de la peur suscitée par les branches ouvertes. Dans ce test, un effet
anxiolytique d'un composé pharmacologique ou d’une lésion est caractérisé par une
augmentation significative du pourcentage de temps passé et du nombre d’entrées
dans les branches ouvertes. A contrario, une diminution de ces deux pourcentages
traduira un effet anxiogéne d'un composé pharmacologique ou d'une Iésion (par
exemple Pellow et File, 1986).

Parmi les différentes composantes de ce test, c'est le caractére ‘ouvert’ des branches
qui représente la composante anxiogéne du test, la nouveauté de la situation et la
hauteur des branches n’ayant qu’une influence mineure sur le comportement des
rongeurs (Griebel et coll., 1993 ; Treit et coll., 1993). La luminosité, selon les études,
apparait également jouer un role dans l'anxiété : une luminosité importante ayant
tendance a augmenter le caractere anxiogene des branches ouvertes (Griebel et coll.,
1993 ; mais voir aussi Becker et Grecksch, 1996). D’autres variables peuvent
également altérer la réponse comportementale des rats dans ce test, notamment la
souche utilisée et le niveau d’habituation avant la réalisation du test a proprement
parler. Ainsi, les rats pigmentés sont naturellement plus anxieux dans ce test que les
rats albinos, et des rats habitués a étre manipulés sont moins anxieux dans ce test que

des rats non habitués a la manipulation (Hogg, 1996).
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De nombreuses études évaluant les effets d’agonistes des récepteurs 5-HT;4 comme la
8-OH-DPAT ou la buspirone, et plus récemment les études évaluant le comportement
de souris KO pour les récepteurs 5-HT;,, ont mis en évidence une implication de ces
récepteurs dans la modulation de I'anxiété (De Vry, 1995 ; Griebel, 1995 ; Ramboz et
coll., 1998 ; Zhuang et coll., 1999). Ces données expérimentales attribuent un effet
anxiolytique a l'activation des récepteurs 5-HT;n somatodendritiques des noyaux
sérotoninergiques du raphé (Jolas et coll., 1995), alors qu’un effet anxiogéne serait lié
a lactivation des récepteurs 5-HT;n post-synaptiques, notamment ceux de
I'hippocampe (Andrews et coll.,, 1994 ; Clement et Chapouthier, 1998 ; File et coll.,
2000). Plusieurs études ont déja évalué les effets d’une instillation intra-septale de 8-
OH-DPAT dans le labyrinthe en croix surélevé, ainsi que dans d‘autres tests d’anxiété.
Menard et Treit (1998) ont montré qu’une telle instillation reste sans effet dans le
labyrinthe en croix surélevé, mais induit un effet anxiolytique dans un test
d’enfouissement d'une sonde électrifié. Chez la Souris, une instillation intra-septale de
8-OH-DPAT entraine une diminution du pourcentage d’entrées dans les branches
ouvertes, mais cette diminution n’est pas significative (Micheau et Van Marrewiik,
1999). Une telle tendance anxiogeéne est également observée chez le Rat par Cheeta et
collaborateurs (2000). Enfin, De Almeida et collaborateurs (1998), ont mis en évidence
un effet anxiogéne d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT dans le labyrinthe en
croix surélevé chez des rats femelles. Ces résultats contradictoires nous ont incité a
tester les effets d'une instillation de 8-OH-DPAT dans le septum médian dans un
protocole expérimental permettant de détecter des effets anxiolytiques ou anxiogenes
que ce composé pourrait susciter. Nous avons donc d’abord procédé a une validation
de notre protocole en testant des rats a différents niveaux d'intensité lumineuse, ceci
afin de déterminer l'intensité avec laquelle I'anxiété basale des animaux n’est ni trop
élevée (afin d'éviter un effet plafond qui ne permettrait pas de détecter un effet
anxiogene) ni trop basse (afin d'éviter un effet plancher qui ne permettrait pas de
détecter un effet anxiolytique). L'habituation étant un facteur influengant le niveau de
base de la réponse d‘anxiété dans le labyrinthe en croix surélevé, la validation du
protocole a été effectuée chez des rats ayant été soumis a des manipulations
d’habituation similaires a celles effectuées avant de commencer le test de la piscine de

Morris.
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1. Validation du protocole dans le labyrinthe en croix surélevé

A. Animaux

30 rats males de la souche Long-Evans sont utilisés pour cette validation. Les rats
n‘ont subi aucune intervention chirurgicale préalablement a la réalisation du test.
B. Test du labyrinthe en croix surélevé

Description du dispositif :
Le labyrinthe en croix surélevé est représenté sur la figure 11..

S

L \\

Figure 11. Photo du labyrinthe en croix surélevé
Le dispositif est constitué de quatre branches reliées a une plate-forme centrale.

Deux branches opposées sont ouvertes, les deux autres sont fermées. Le
labyrinthe est placé en hauteur, a 73 cm du sol.
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Le labyrinthe en croix surélevé, en plexiglas noir, est constitué de quatre branches
perpendiculaires (50 cm de long x 10 cm de large) fixées a une plate-forme centrale
(10 x 10 cm) : deux branches opposées sont bordés de parois de 40 cm de haut
(branches fermées), les deux autres étant cernées de bordures de 1,5 cm de haut
(branches ouvertes). Le labyrinthe, surélevé a 73 cm du sol, est placé dans une moitié
de piéce de 2 x 3 m. L'autre moitié de la piéce, séparée du labyrinthe par une paroi en
contre-plaqué, est équipée d'un écran connecté a un systéeme informatique
d’enregistrement des données, tous deux reliés a une caméra positionnée
verticalement au dessus du labyrinthe. L'intensité lumineuse, enregistrée par un
luxmétre a I'extrémité des deux branches ouvertes, peut étre modulée au moyen de 4
lampes halogenes placées autour du labyrinthe de telle sorte qu’elles forment un angle
de 45° avec les branches et qu’elles soient localisées a la méme distance de la plate-
forme centrale. L'intensité lumineuse est ajustée de telle facon qu’elle soit identique au
bout des deux branches ouvertes et égale a 2,5 (n = 10 rats), 10 (n = 10 rats) ou 30

lux (n = 10 rats).

Protocole expérimental

Quelques jours avant le test dans le labyrinthe en croix surélevé, les rats sont soumis a
3 jours d’habituation a la contention nécessaire aux micro-injections. Une heure avant
le test, le rat est placé dans une cage similaire a sa cage d’élevage, mais entierement
vide (sans sciure, ni nourriture, ni eau). Puis il est transporté dans la salle
d’expérimentation. Dix minutes avant le test, I'animal est retiré de sa cage et maintenu
dans la main de I'expérimentateur pendant 3 minutes, puis il est remis dans sa cage.
L'essai débute lorsque le rat est placé sur la plate-forme centrale, la téte dirigé vers
une branche fermée, la méme pour tous les rats. L'essai dure 5 minutes. Le labyrinthe
est nettoyé avec une solution a 2% de vinaigre de cidre apres le passage de chaque
animal. Un expérimentateur, placé devant I'écran de contrOle, enregistre chaque
passage de l'animal dans les quatre branches et dans la plate-forme centrale (une
entrée est comptabilisée lorsque le rat a les quatre pattes dans la section
correspondante). Un logiciel informatique permet de transformer ces informations en
temps passés et nombres d'entrées dans chacune des parties du dispositif. Les
variables dépendantes recueillies sont le nombre d’entrées dans les branches fermées
(Ef), dans les branches ouvertes (Eo), le nhombre de passages sur la plate-forme

centrale (Ec), ainsi que le temps passé dans les branches fermées (Tf), dans les
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branches ouvertes (To), ou au centre (Tc). Ces variables permettent le calcul du
pourcentage d’entrées dans les branches ouvertes (% entrées = Eo x 100 / (Eo + Ef))
et du pourcentage de temps passé dans les branches ouvertes (% temps = To x 100 /
(To + Tf)). Ces pourcentages permettent d’obtenir un indice d'anxiété de I'animal. Le
nombre d’entrées dans, et le temps passé sur la plate-forme centrale est également
considéré comme un reflet de certaines caractéristiques de I'anxiété du Rat. Le nombre
total d’entrées dans toutes les branches et le nombre d'entrées dans les branches
fermées sont considérés comme des indice de l'activité locomotrice. On peut par
ailleurs noter que des études basées sur des analyses factorielles indiquent que le
nombre d'entrées dans les branches fermées est un indice plus pertinent de I'activité
locomotrice que le nombre total d’entrées dans toutes les branches (Pellow et coll.,
1985 ; Pellow et File, 1986 ; Hogg, 1996 ; Wall et Messier, 2001).

C. Analyses statistiques

Les variables considérées (pourcentage d’entrées et de temps passé dans les branches
ouvertes, nombre total d’entrées dans toutes les branches, nombre d’entrées dans les
branches fermées, nombre d’entrées et temps passé dans le centre) font l'objet d'une
analyse de variance (ANOVA) visant a déterminer Iimpact du facteur Luminosité (3
modalités, 2,5 lux, 10 lux et 30 lux). Les différences entre les groupes sont testées a
I'aide de comparaisons post-hoc a partir du test de comparaisons multiples de
Newman-Keuls (Winer, 1971). Les performances d'un rat du groupe 10 lux ont été
écartées des analyses statistiques, car ce rat est tombé du labyrinthe au cours du test.
Les analyses statistiques ont donc été effectuées sur les performances de 10 rats dans

le groupe 2,5 lux, 9 rats dans le groupe 10 lux et 10 rats dans le groupe 30 lux.

D. Résultats

Les résultats de la validation sont illustrés sur la figure 12..
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Labyrinthe en croix suréleveé : validation
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Figure 12. Performances dans le labyrinthe en croix surélevé lors de la validation du
protocole.
Les graphiques représentent les moyennes (x erreurs types) de différentes
variables dépendantes recueillies dans le labyrinthe en croix surélevé pour les
trois groupes testés a différents niveaux d‘intensité lumineuse (2,5 ou 10 ou 30
lux).

A. Pourcentage d’entrées dans les branches ouvertes

p < 0,05 (par rapport au groupe 10 lux)

Pourcentage de temps passé dans les branches ouvertes
Nombre d’entrées dans les branches fermées

Nombre total d’entrées dans les toutes les branches

Nombre d’entrées dans le centre

mmo oW

Pourcentage de temps passé dans les branches ouvertes
* p < 0,05 (par rapport aux groupes 10 lux et 2,5 lux)
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L'analyse des résultats révele que la luminosité a une influence sur l'anxiété basale des
rats dans le labyrinthe en croix surélevé. En effet, 'ANOVA effectuée sur les
pourcentages d’entrées dans les branches ouvertes révele un effet significatif du
facteur Luminosité (F, .6 = 4,318, p < 0,05). Une analyse post hoc indique que les rats
du groupe 30 lux ont des pourcentages d'entrées dans les branches ouvertes
significativement inférieurs a ceux des rats du groupe 10 lux (p < 0,05), ce qui indique
que les rats sont plus anxieux a 30 lux qu’a 10 lux. L'analyse du deuxiéme indice
d’anxiété dans ce test, a savoir le pourcentage de temps passé dans les branches
ouvertes, ne révéle pas d'effet significatif du facteur Luminosité (F, = 2,588, p >
0,09). Cette différence n'étant pas trés éloignée du seuil de significativité, une analyse
post hoc a été effectuée. Celle-ci montre que les rats testés a 30 lux tendent a moins
explorer les branches ouvertes que les rats testés a 2.5 Lux (p = 0,077). Le nombre
d’entrées dans la plate-forme centrale (centre) du labyrinthe, et le temps passé sur
cette plate-forme ont également été analysés. L'ANOVA sur le nombre d’entrée dans la
plate-forme centrale montre un effet a la limite de la significativité du facteur
Luminosité (F,, s = 3,109, p = 0,062). L'analyse post hoc indique que les rats du
groupe 30 lux ont tendance a moins entrer dans la plate-forme centrale que les rats du
groupe 10 lux (p = 0,073). L'’ANOVA sur le temps passé dans la plate-forme centrale
révele un effet significatif du facteur Luminosité (F,, 26 = 4,293, p < 0,05). Ainsi, les
rats du groupe 30 lux passent significativement moins de temps dans la plate-forme

centrale que les rats des groupes 2,5 et 10 lux (p < 0,05 pour les deux comparaisons).

La luminosité n'a en revanche pas d'effet sur les indices de locomotion dans le
labyrinthe en croix surélevé : le nombre d’entrées dans les branches fermées et le
nombre total d’entrées dans toutes les branches. En effet, les ANOVAs effectuées sur
ces deux variables ne montrent pas d'effet significatif du facteur Luminosité
(F226 = 1,003, p > 0,3 pour le nombre d’entrées dans les branches fermées et F, » =
2,066, p > 0,08 pour le nombre total d’entrées dans toutes les branches). Enfin, une
analyse post-hoc effectuée sur I’ANOVA considérant les nombres totaux d’entrées ne

révele pas de différence significative.
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Résumeé des résultats :

Nos résultats montrent que l'anxiété des rats, mesurée dans le labyrinthe en croix
surélevé, est sensible a lintensité lumineuse. Les rats testés a 30 lux ont des
pourcentages d’entrées dans les branches ouvertes significativement inférieurs a ceux
des rats testés a 10 lux. De plus, les rats testés a 30 lux passent significativement
moins de temps sur la plate-forme centrale que les rats testés a 2,5 lux ou a 10 lux. En
ce qui concerne le pourcentage de temps passé dans les branches ouvertes, en
revanche, la luminosité n‘affecte pas cette variable de facon significative. Nos résultats
montrent également que la luminosité n‘a pas d'effets sur les variables reflétant
I'activité locomotrice dans le labyrinthe en croix surélevé soient le nombre total

d’entrées dans toutes les branches et le nombre d’entrées dans les branches fermées.
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2. Effets de la 8-OH-DPAT sur I'anxiété mesurée dans le labyrinthe en

croix surélevé

Cette expérience a pour objectif d'évaluer les effets d’une instillation intra-septale de 8-
OH-DPAT sur l'anxiété mesurée dans le test du labyrinthe en croix surélevé. Les
résultats de I'expérience précédente nous ont permis de déterminer la luminosité (10
lux) permettant d’obtenir le pourcentage le plus élevé d'entrées et de temps passé
dans les branches ouvertes du labyrinthe en croix surélevé. Cette ligne de base
permettra d’optimiser les chances de détecter un effet anxiolytique ou anxiogéne d’'une
instillation intra-septale de 8-OH-DPAT. En effet, selon les études, une telle instillation
reste sans effet (Menard et Treit, 1998) ou tend a étre anxiogéne (Almeida et coll.,
1998 ; Micheau et Van Marrewijk, 1999 ; Cheeta et coll., 2000).

A. Animaux

16 rats males de la souche Long-Evans, implantés avec une canule-guide au niveau du

septum médian, sont utilisés.

B. Test du labyrinthe en croix surélevé

Le dispositif du labyrinthe en croix surélevé et le protocole expérimental sont similaires
a ceux utilisés dans I'expérience précédente de validation (voir le paragraphe B. test
du labyrinthe en croix surélevé de I'expérience 1a).

Aux vues des résultats de la validation, l'intensité lumineuse mesurée aux extrémités
des deux branches ouvertes est maintenue a 10 lux. Dix minutes avant le test, I'animal
est retiré de sa cage et soumis a une instillation intra-septale de PBS ou de 8-OH-DPAT

(groupe PBS, n = 8 rats et groupe DPAT, n = 8 rats).
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C. Analyses statistiques

Les variables analysées sont similaires a celles de I'expérience précédente de validation
du protocole. Un test t de Student sera utilisé afin de comparer les performances des
rats PBS et DPAT.

D. Résultats

A l'issue des vérifications histologiques, les performances d'un rat du groupe DPAT ont
été écartées des résultats (implantation inadéquate). Il reste donc 8 rats dans le

groupe PBS et 7 rats dans le groupe DPAT.

Les résultats de cette expérience sont illustrés sur la figure 13..

Les analyses statistiques des scores des rats dans le labyrinthe en croix surélevé
indiquent qu’une dose de 0.5 pg de 8-OH-DPAT, lorsqu’elle est instillée dans le septum
médian, na pas d’effet sur I'anxiété. En effet, les pourcentages d’entrées ou de temps
passé dans les branches ouvertes ne différent pas significativement entre les groupes
PBS et DPAT (t;13 = 1,403, p > 0,1 et t;,13 = 0,541, p > 0,5, respectivement). De
méme, l'analyse des temps passés ou des nombres d'entrées dans le centre du
labyrinthe ne révele aucune différence significative entre les groupes PBS et DPAT (t;,13
= 1,249, p > 0,2 et t;;3 = 0,621, p > 0,5, respectivement). De plus, lactivité
locomotrice dans ce test, estimée a partir du nombre total d’entrées dans toutes les
branches et le nombre total d'entrées dans les branches fermées n’est pas
significativement affectée (t;;3 = 0,865, p > 04 et t;;3 = 0,228, p > 0,8,

respectivement).
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Labyrinthe en croix surélevé : effets de la 8-OH-DPAT
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Effets d'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur les performances dans le
labyrinthe en croix surélevé.

Les

graphiques représentent les moyennes (x erreurs types) de différentes

variables dépendantes mesurées dans le labyrinthe en croix surélevé. Sur chaque
graphique est représenté les résultats des rats aprés une instillation intra-septale
de PBS (0,5ul, groupe PBS) ou de 8-OH-DPAT (4ug dans 0,5 ul, groupe DPAT).

A
B
C.
D
E
F

Pourcentage d’entrées dans les branches ouvertes
Pourcentage de temps passé dans les branches ouvertes
Nombre d’entrées dans les branches fermées

Nombre total d'entrées dans les toutes les branches
Nombre d’entrées dans le centre

Pourcentage de temps passé dans les branches ouvertes
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Résumé des résultats :

Nos résultats montrent qu’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT n'a aucun effet
dans le labyrinthe en croix surélevé. Elle n'affecte ni les variables reflétant I'anxiété de
I'animal dans ce test (pourcentages d’entrées et de temps passé dans les branches
ouvertes et temps passé et nombre d’entrée dans la plate-forme centrale), ni les
variables reflétant son activité locomotrice (nombre total d’entrées dans toutes les

branches et nombre d’entrées dans les branches fermées).
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Expérience 1b
Effets de la 8-OH-DPAT sur I'activité locomotrice

Cette expérience a pour objectif d’évaluer les effets d'une instillation intra-septale de 8-
OH-DPAT sur l'activité locomotrice spontanée des rats en cage d'élevage.

De nombreuses données plaident en faveur d'un rble des récepteurs 5-HT;s dans
I'activité locomotrice chez le rat. Ainsi, une injection systémique de 8-OH-DPAT induit,
de maniére dose-dépendante, un syndrome sérotoninergique caractérisé par différents
comportements comme une rétraction de la lévre inférieure, une abduction et une
rigidité des membres inférieurs, un tremblement de repos, une salivation intense, une
dorsiflexion de la queue (straub tai), et une hyperactivité (voir Lucki, 1992 pour
revue). Néanmoins, les études évaluant les effets d’une injection systémique de 8-OH-
DPAT sur l'activité locomotrice aboutissent a des résultats contradictoires, puisque ce
composé pharmacologique peut, selon les études, induire une augmentation de
I'activité locomotrice (Tricklebank, 1984 ; Jackson et coll., 1998 ; Carey et coll., 2004)
ou une diminution de celle-ci (Carli et coll., 1989 ; Evenden et coll., 1990 ; Ahlenius et
coll., 1991). Au vu de ces données, il nous a paru important de caractériser les effets
d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur l'activité locomotrice. Nous avons
choisi de tester ces effets chez des rats habitués a la salle et au dispositif de test de
I'activité locomotrice dans le but de nous rapprocher des conditions de manipulation
des rats pour le test de la piscine de Morris (habituation a la salle et au dispositif de
test).

A. Animaux

20 rats males de la souche Long-Evans ayant subi I'implantation d'une canule-guide au

niveau du septum médian sont utilisés.
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B. Test d’activité en cage familiere

Il s'agit d’'un test permettant d’enregistrer I'activité locomotrice spontanée de I'animal

dans sa cage d'élevage.

Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est représenté sur la figure 14. .

Cage
Deux cellules d'élevage
photoélectriques 4/\
par cage }\\\\\\\\ A\

‘\\‘"umu!unmmm*\/
P ! //

Ordinateur —
—1
N\
Figure 14. Représentation schématique du test d'actographie

Quarante cages identiques aux cages d’élevage sont placées sur des étageres. Chaque
cage est traversée par deux faisceaux infrarouges ciblés sur deux réflecteurs qui les
renvoient au capteur des cellules photo-électriques. Ces faisceaux sont situés a 4,5 cm
du sol et a 4 cm de chaque extrémité de la cage (elles sont donc séparées de 28 cm).
Ces cellules sont reliées a un ordinateur qui enregistre le nombre de passages d'un
bout a l'autre de la cage, un passage correspondant a l'interruption successive de deux

faisceaux infrarouges.
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Protocole expérimental

Les rats sont transférés dans la salle d’expérience et placés individuellement dans une
nouvelle cage (avec de l'eau et de la nourriture) qui sera déposée sur une des
étageres. Ils disposeront ensuite de 24 heures afin de s'acclimater a ces nouvelles
conditions. Le lendemain, les rats regoivent une injection intra-septale de PBS ou de
DPAT et sont placés immédiatement aprés sur les étageres, I'enregistrement de leur

activité locomotrice commengant sans délai et durant trois heures.

C. Analyses statistiques

Le nombre moyen de passages par heure est analysé a I'aide d'une ANOVA a mesures
répétées (facteur Heure a 3 modalités : 1, 2, 3) qui sont croisées avec le facteur
Traitement (a 2 modalités : PBS et DPAT).

Une analyse plus fine de I'activité locomotrice est réalisée sur la premiere heure. Dans
ce cas, le nombre moyen de passages est analysé par périodes de 5 minutes selon une
ANOVA a deux facteurs: un facteur a mesures répétés (facteur Minute a 12
modalités : les 12 blocs de 5 minutes) et un facteur Traitement. Les analyses post hoc

sont effectuées a I'aide du test de comparaisons multiples de Newman-Keuls.

D. Résultats

A lissue de l'observation des coupes histologiques, 2 rats du groupe DPAT ont été
retirées des analyses statistiques car leur canule-guide n'était pas implantée au niveau
du septum médian. Il restait donc 10 rats dans le groupe PBS et 8 rats dans le groupe

DPAT.

Les résultats du test d’activité locomotrice spontanée en cage d'élevage sont illustrés

sur la figure 15.
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: résultats

w

nombre de passages

Activité locomotrice en cage d’élevage :
effets de la 8-OH-DPAT

A

60
o —O— PBS
> 90 4 —@— DPAT
wn
& 40 -
Q.
8 30
o
S5 201
5
c 10 T

0 . .

1 2 3
heure

25

20 1

15 1

0 10 20 30 40 50
temps en minutes

Figure 15. Effets d'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur l'activité locomotrice
spontanée mesurée dans le test d’activité en cage familiere.

A.

Nombres moyens de passages (+ erreurs types) en une heure au cours
d’'une période de 3 heures débutant immédiatement aprés une instillation
intra-septale de PBS (0,5ul, groupe PBS) ou de 8-OH-DPAT (4ug dans 0,5 pl,
groupe DPAT).

Nombres moyens de passages (% erreurs types) en cing minutes au cours de
la premiére heure suivant l'injection de PBS ou de 8-OH-DPAT.
* p < 0,05 (par rapport au groupe PBS)
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L'analyse du nombre moyen de passages sur les trois premieres heures suivant
I'injection intra-septale de PBS ou de 8-OH-DPAT ne montre pas d'effet du facteur
Traitement (F116 = 1,53, p > 0,2). Il y a un effet significatif du facteur Heure (F3; =
52,69, p < 0,0001) qui refléte une diminution significative des nombres de passages
entre la premiére et la deuxieme heure (p < 0,0001). L'interaction Traitement x Heure
n'est pas significative (F, 3, = 0,22, p > 0,8). Afin d'affiner I'analyse des effets de la 8-
OH-DPAT sur l'activité locomotrice en cage d’élevage, le nombre de passages a été
analysé par tranches de 5 minutes au cours de la premiére heure suivant l'injection.
Cette analyse ne révele aucun effet du facteur Traitement (F;:6 = 0,57, p > 0,4).
L'effet du facteur Minute est en revanche significatif (Fi1,176 = 349,7, p < 0,0001) et
I'analyse post hoc montre que le nombre moyen de passages au cours des 5 premieres
minutes est significativement différent de toutes les autres périodes de 5 minutes (p <
0,001). Il n'y a pas d'interaction entre les facteurs Traitement et Minute (Fy1,176 = 1,41,
p > 0,1). De maniére intéressante, I'analyse post hoc effectuée sur l'interaction montre
que la 8-OH-DPAT induit une augmentation significative de I'activité locomotrice des
rats, mais uniqguement au cours des 5 premiéres minutes qui suivent l'instillation
(p < 0,05).

Résumé des résultats
Une instillation de 8-OH-DPAT dans le septum médian n‘a qu’un effet transitoire et bref
sur l'activité locomotrice des rats. Elle induit une augmentation significative de cette

activité uniqguement au cours des cing premieres minutes suivant l'instillation.
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Expérience 1c
Effets de la 8-OH-DPAT
sur les capacités motivationnelles, attentionnelles et

sensorimotrices dans le test de la piscine de Morris

Cette expérience vise a évaluer les effets d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT
sur les capacités motivationnelles, sensorimotrices et attentionnelles nécessaires a une
bonne acquisition dans le test de la piscine de Morris. Nous avons choisi le test
d’orientation guidée pour évaluer ces capacités. Ce test consiste a apprendre a
rejoindre une plate-forme visible. C'est un apprentissage de type stimulus-réponse
dans lequel il s'agit d’associer une réponse locomotrice d’approche a un stimulus visuel
(la plate-forme). Cet apprentissage met en jeu des structures non hippocampiques,
plus particulierement le striatum. Dans la piscine de Morris, le test d'orientation guidée
est classiquement utilisé pour évaluer les effets d'un composé pharmacologique sur les

capacités non cognitives des animaux (Hodges, 1996 ; D'Hooge et De Deyn, 2001).

A. Animaux

20 rats males de la souche Long-Evans ayant subi I'implantation d'une canule-guide au

niveau du septum médian sont utilisés.

B. Test d’orientation guidée dans le test de la piscine de Morris

Description du dispositif :

Le dispositif de la piscine de Morris est représentée sur la figure 16..
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Plate-forme

O
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30

Plate-forme

Figure 16. Organisation de la piscine de Morris.

Les dimensions sont données en centimetres. La plate-forme
visible dépasse de 1 centimétre de la surface de l'eau.

Le dispositif utilisé pour ce test est une piscine circulaire en plastique blanc de 160 cm
de diamétre et de 60 cm de hauteur, remplie a mi-hauteur d’'un eau a 22°C, opacifiée
par un ajout de lait en poudre. Cette piscine est virtuellement divisée en quatre

quadrants égaux définis par les quatre points cardinaux (Nord, Ouest, Sud, Est). La
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piscine est placée dans une salle de test contenant divers repéres visuels distaux fixes
(canalisations peintes en rouge, cages, ordinateur, bureau, lumiéres). Une plate-forme
cylindrigue en bois, de 11 cm de diametre, est placée dans la piscine. Cette plate-
forme est visible pour le rat : elle est cernée de noir et émerge d'un centimétre et demi
au dessus de la surface de I'eau. Le sommet de cette plate-forme visible est recouvert
de moquette permettant a I'animal de s'y agripper pour faciliter sa montée. La tache
consiste pour l'animal a rejoindre la plate-forme le plus directement possible afin
d’échapper a la contrainte de la nage forcée. Ce test évalue la capacité de I'animal a
apprendre a approcher la plate-forme visible et a monter dessus. Lorsque celle-ci est
normale, on peut considérer que sa motivation, ses aptitudes motrices et la
mobilisation de ses ressources attentionnelles sont inaltérées par un traitement

pharmacologique ou une Iésion.

Protocole expérimental du test d’orientation guidée :

Le protocole expérimental du test d’orientation guidée est représenté sur la figure 17.
Ce test se déroule sur deux jours consécutifs, a raison de quatre essais successifs par
jour. Le début de l'essai correspond au lacher du rat, qui est placé dans le bassin téte
contre la paroi. L'essai se termine lorsque I'animal a atteint la plate-forme sur laquelle il
est laissé pendant 10 secondes avant d'étre récupéré pour l'essai suivant. Si I'animal
na pas trouvé la plate-forme au bout de 60 secondes, l'essai est terminé et
I'expérimentateur I'y dépose pour 10 secondes. Les points de lacher different d'un essai
a l'autre et la combinaison des points de lachers varie d’un jour a l'autre. A noter que
la position de la plate-forme visible differe, elle aussi, d’un jour a l'autre. Le premier
jour de test, les rats ne subissent aucune instillation intra-septale. En revanche, le
deuxieme jour, les rats subissent, 10 minutes avant le premier essai, une instillation
intra-septale de PBS (comme nous l'avons fait systématiquement dans toutes les
expériences; voir ci-dessous) ou de 8-OH-DPAT (groupe PBS, n = 10 rats et groupe
DPAT, n = 10 rats). Ce test d'orientation guidée permet tout d'abord de s'assurer que
tous les rats sont capables de naviguer jusqu’a la plate-forme en dépit du dispositif
d'injection implanté sur leur crane. Il permet aussi de tester les effets d'une instillation
intra-septale de 8-OH-DPAT sur les capacités sensorimotrices, motivationnelles et

attentionnelles.

121



1°"® partie expérimentale : résultats

Test d’orientation guidée

PBS ou 8-OH-DPAT
10 minutes avant le 1°*" essai

Jour 1 Jour 2

Figure 17.  Protocole expérimental dans le test d’'orientation guidée.

Les rats recoivent une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou de 8-
OH-DPAT a 8 pg / ul, 10 minutes avant le premier essai du deuxieme jour.
Les positions de la plate-forme visible (@ ) et les points de lachers ( » )
des rats sont également représentés.

Lors de chaque essai, le comportement du rat est filmé a l'aide d'une camera vidéo.
Les images, visualisées en temps réel sur un moniteur, sont ensuite digitalisées par un
ordinateur. Un logiciel informatique (Ethovision, Noldus) les analyse pour déterminer
plusieurs variables pertinentes dont le temps mis par le rat pour trouver la plate-forme,
la distance parcourue au cours d’'un essai et la vitesse de nage. Le temps passé et la
distance parcourue dans une zone définie par un anneau de 10 cm de large a partir de
la paroi du bassin sont également enregistrés. Cette mesure permet d'évaluer la
thigmotaxie, qui n'est autre que la tendance que présente le rat a nager en périphérie
du bassin. La thigmotaxie est considérée par certains auteurs comme un indice
d’anxiété ou comme une indication de l'incapacité du rat a mettre en place une

stratégie de recherche de la plate-forme (Devan et coll., 1999).

C. Analyses statistiques

Les performances des rats dans le test d'orientation guidée sont analysées a l'aide
d’une ANOVA pour mesures répétées (facteur Jour, 2 modalités : jour 1 et 2). L'autre
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facteur est le Traitement (2 modalités : PBS et 8-OH-DPAT). Les variables choisies
pour caractériser les performances des rats dans ce test sont : la distance parcourue et
la latence pour rejoindre la plate-forme visible, de méme que la vitesse de nage.

En outre, les performances enregistrées au cours du second jour, jour de l'injection
intra-septale de PBS ou de 8-OH-DPAT, sont également analysées a l'aide d'une
ANOVA pour mesures répétées (facteur Essai, 4 modalités : essai 1 a 4). Sont
analysés: la distance parcourue et la latence pour trouver la plate-forme, la vitesse de
nage et, enfin, le pourcentage de distance parcourue et de temps passé dans la zone

de thigmotaxie.

D. Résultats

Histologie
A l'issue de l'observation des coupes histologiques, aucun des rats n'a été écarté des
analyses statistiques, car chez tous, la canule-guide était bien implanté au niveau du

septum médian.

Test d’orientation guidée

Les performances des rats dans le test d'orientation guidée sont représentées sur la
figure 18.

L’ANOVA des distances parcourues pour rejoindre la plate-forme visible montre un effet
significatif du facteur Jour (Fi,13 = 28,890, p < 0,0001): tous les rats améliorent
significativement leurs performances entre le premier et le deuxieme jour de test.
L'effet du facteur Traitement n’est pas significatif (Fi,;s = 1,365, p > 0,2), ce qui
indique qu'il n'y a pas de différence entre les deux groupes quant aux distances
moyennes parcourues pour rejoindre la plate-forme. De plus, l'interaction entre les

deux facteurs n’est pas significative (Fy,15 = 1,221, p > 0,2).
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Test d’orientation guidée : effets de la 8-OH-DPAT
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Figure 18. Effets d’'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur les performances dans le

test d'orientation guidée.

A. Distances moyennes (+ erreurs types) sur les quatre essais quotidiens au

cours des deux jours du test d'orientation guidée. Le premier jour, les rats
ne sont pas instillés, et le deuxieme jour, ils recoivent 10 minutes avant le
premier essai une instillation intra-septale de PBS (0,5 ul, groupe PBS) ou de
8-OH-DPAT (4 ng dans 0,5 pl, groupe DPAT).

Vitesses moyennes (+ erreurs types) sur les quatre essais quotidiens au
cours des deux jours du test d’orientation guidée pour les groupes PBS et
DPAT.

Distances moyennes (% erreurs types) des rats des groupes PBS et DPAT au
cours des 4 essais du deuxieme jour.

Moyennes (£ erreurs types) des pourcentages de distance parcourue dans la
zone de thigmotaxie des rats des groupes PBS et DPAT au cours des 4 essais
du deuxiéme jour.
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De méme, I'ANOVA des latences d'acces a la plate-forme ne révéle aucune différence
significative : seul I'effet du facteur Jour est significatif (F; 15 = 44,18, p < 0.001). Il n'y
a pas d'effet du facteur Traitement (Fy13 = 0.33, p > 0.5), ni d'interaction entre les
deux facteurs (Fy 13 = 1,14, p > 0,3). L'ANOVA sur les vitesses de nage ne révéele qu'un
effet significatif du facteur jour (Fy 13 = 47,97, p < 0,0001). Celui-ci est d(i a une
augmentation significative de la vitesse de nage entre le premier et le deuxiéme jour. Il
n'y a pas d'effet du Traitement (F;15 = 0,00, p > 0,9), ni d'interaction significative
entre les facteurs Jour et Traitement (F; 15 = 1,75, p > 0,2).

En raison de la différence, observée sur le graphique A de la figure 18, entre les
distances moyennes parcourues au deuxiéme jour dans les groupes PBS et DPAT, une
analyse des performances du second jour a également été effectuée (Howell, 1992).
L’ANOVA a mesures répétées (facteur Essai) sur le deuxieme jour ne révele pas d'effet
significatif du facteur Traitement sur les distances (F;15 = 3,110, p > 0,09). L'effet du
facteur Essai est significatif (F3s4 = 6,942, p < 0,0001) suggérant une diminution
significative des distances parcourues pour rejoindre la plate-forme entre le premier et
le dernier essai (p < 0,01). L'interaction entre les facteurs Traitement et Essai n'est pas
significative (Fss4 = 0,478, p > 0,6). L'ANOVA sur les latences pour trouver la plate-
forme débouche sur un tableau strictement similaire : seul I'effet du facteur Essai est
significatif (Fss4 = 6,812, p < 0,0001). Il n'y a pas d'effet du facteur Traitement (Fy 15 =
2,080, p > 0,1) ni d'interaction entre les deux facteurs (F3s4 = 0,327, p > 0,8).
L'analyse des vitesses de nage montre seulement un effet du facteur Essai (F5s4 =
3,422 , p < 0,05) caractérisé par une diminution significative des vitesses de nage des
rats entre le deuxieme et le quatrieme essai (p < 0,05). Il n'y a pas d'effet du facteur
Traitement (Fss4 = 0,079, p > 0,7) ni d'interaction significative entre les facteurs
Traitement et Essai (Fs54 = 0,889, p > 0,4).

Thigmotaxie

L'analyse de la distance parcourue et du temps passé dans la zone dite de thigmotaxie
révéle un effet significatif du facteur Traitement (F;:s = 4,886, p < 0,05 et Fy 15 =
6,487, p < 0,05, respectivement) : les rats DPAT passent un temps significativement
plus long dans cette zone que les rats PBS (p < 0,05). Il n'y a pas d'effet du facteur
Essai (F354 = 0,924 , p > 0,4 et F554 = 0,648 , p > 0,5) ni d'interaction significative
entre les deux facteurs (F3s4 = 1,297, p > 0,2 et F354 = 1,324, p > 0,2).
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Résumé des résultats :

L'activation des récepteurs 5-HT;a et/ou 5-HT; du septum médian par une instillation
intra-septale de 8-OH-DPAT n‘affecte pas la capacité des rats a rejoindre une plate-
forme visible dans le test d’'orientation guidée. Une telle activation n‘affecte donc pas
les capacités motivationnelles, sensorimotrices et attentionnelles nécessaires a la

réussite de la tache.
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Expérience 2

Validation du protocole de mémoire de référence

Cette deuxieme expérience a été effectuée afin de valider notre protocole dans de test
de la piscine de Morris. Ce protocole sera retenu pour l'ensemble des démarches

expérimentales sur lesquelles reposent les résultats présentés dans cette these.

Pour cette validation, nous avons évalué les effets d'une inactivation réversible du
septum médian avec de la lidocaine en nous intéressant a l'encodage, a la
consolidation a court terme et au rappel d'informations spatiales dans un protocole de
mémoire de référence. La lidocaine induit une inactivation fonctionnelle d'une structure
cérébrale en empéchant la génération et la conduction des potentiels d'actions via un
blocage des canaux sodiques voltage-dépendants (Hille, 1966). Elle produit une
inactivation de courte durée caractérisée par un effet qui débute presque
immédiatement suivant linjection et qui dure de 10 a 20 minutes. L'effet de la
lidocaine est complétement estompé au bout de 30 a 120 minutes (Malpeli et Schiller,
1979 ; Sandkuhler et coll., 1987).

Dans une premiére expérience, nous avons évalué les effets d’'une instillation intra-
septale de lidocaine effectué dix minutes avant ou immédiatement apres les 4 essais
d’acquisition dans le protocole de mémoire de référence. L'instillation de lidocaine
avant les essais d’acquisition peut influer sur I'encodage, la consolidation ou le rappel
d’'informations spatiales acquises la veille. En revanche, une instillation de lidocaine
effectuée immédiatement aprés le dernier essai d’acquisition n'influera que sur les
processus de consolidation a court-terme des informations spatiales. Dans une
deuxieme expérience, nous avons testé les effets d’une inactivation réversible du
septum médian sur le rappel d’informations spatiales. Pour cela, la lidocaine a été
administrée dans le septum médian dix minutes avant le rappel d'informations spatiales
apprises précédemment (Iacquisition est effectuée sans aucune administration de

composé pharmacologique).
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1. Effets de la lidocaine avant ou immédiatement aprés I'acquisition

A. Animaux

42 rats males de la souche Long-Evans, implantés avec une canule-guide au niveau du

septum médian, sont utilisés.

B. Test de la piscine de Morris

Le dispositif est similaire a celui utilisé lors du test d'orientation guidée dans la piscine
de Morris. Le protocole utilisé se déroule en 2 phases de 2 et 4 jours successifs. Les
deux premiers jours correspondent a une phase dite de pré-entrainement. Elle est
strictement similaire au test d’orientation guidée, a une exception prés: au second jour,
tous les rats subissent une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS 10 minutes avant
le premier essai. Ce pré-entrainement permet a l'animal d’acquérir les régles et
procédures générales nécessaires a la réussite du test de la piscine de Morris : savoir
qu’il y a une plate-forme dans la piscine et chercher sa localisation. Le lendemain du
pré-entrainement, les rats sont testés selon un protocole qui évalue leur mémoire de
référence. La plate-forme est invisible : elle est en plastique transparent et immergée a
un centimetre sous la surface de I'eau. Elle reste au méme endroit au cours des trois
jours d'acquisition du protocole de mémoire de référence. Chaque jour, les rats
effectuent quatre essais successifs. Le début de I'essai correspond au lacher du Rat,
placé dans le bassin téte contre la paroi. L'essai se termine lorsque I'animal a atteint la
plate-forme sur laquelle il est laissé 10 secondes avant d’étre récupéré pour l'essai
suivant. Si I'animal n‘a pas trouvé la plate-forme au bout de 60 secondes, I'essai est
terminé et I'expérimentateur le dépose sur la plate-forme pour 10 secondes. Les points
de lacher different d’'un essai a l'autre et la combinaison des points de lachers varie
d’un jour a l'autre. La localisation de la plate-forme lors de cette acquisition différe de
celles utilisées lors du pré-entrainement. La position de la plate-forme invisible et les
points de lacher du rat au cours du protocole de mémoire de référence sont illustrés

sur la figure 19..
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Pré-entrainement

PBS 10 minutes
avant le 1°" essai

Jour 1 Jour 2

Protocole de mémoire de référence

PBS ou LIDO PBS ou LIDO PBS ou LIDO
PRE 10 minutes 10 minutes 10 minutes
avant le 1°*' essai avant le 1°* essai avant le 1°*' essai

g g L

1 LJ L]

PBS ou LIDO PBS ou LIDO PBS ou LIDO
POST immédiatement immédiatement immédiatement
apres le dernier essai  apreés le dernier essai apres le dernier essai

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4

Acquisition Rappel

Figure 19. Protocole expérimental utilisé afin d'évaluer les effets de la lidocaine avant et
apreés l'acquisition.

Lors du pré-entrainement, tous les rats regoivent une instillation intra-septale de
0,5 pl de PBS 10 minutes avant le premier essai. Lors du protocole de mémoire
de référence, les rats regoivent une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou
de 8-OH-DPAT a 8 ng / pl, 10 minutes avant le premier essai d’acquisition (PRE)
OU immédiatement aprés le dernier essai d’acquisition (POST). Les positions de
plate-forme et les points de lachers des rats lors du pré-entrainement et du
protocole de mémoire de référence dans le test de la piscine de Morris sont
également représentés.
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A chaque essai d'acquisition, la distance et la latence pour trouver la plate-forme
invisible, de méme que la vitesse de nage sont enregistrées. L'apprentissage de cette
tache est caractérisé par une diminution significative des distances parcourues et des
latences pour trouver la plate-forme entre le premier et le troisieme jour
d’apprentissage. Le temps passé et la distance parcourue dans la zone de thigmotaxie

sont également enregistrés.

Le quatriéme jour, la plate-forme est retirée de la piscine et le rat est soumis a un test
de rétention de I'apprentissage. Ce test dure 60 secondes (probe trial). On enregistre
le temps passé et la distance parcourue par le Rat dans les quatre quadrants de la
piscine, ainsi que dans une zone couvrant la surface de la plate-forme élargie de 10 cm
a l'endroit précis ou celle-ci se trouvait lors de I'acquisition (annulus cible). Le temps
passé et la distance parcourue dans cet annulus cib/e sont comparés au temps et a la
distance parcourue dans un annulus de surface identique placé au hasard dans la

piscine (annulus hasard).

C. Traitement pharmacologique

Une premiére moitié des rats recoivent une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS
ou de lidocaine a 80 pg/ul (LIDO), 10 minutes avant chaque séance quotidienne de 4
essais (groupe PRE-PBS, n = 11 rats, et groupe PRE-LIDO, n= 10 rats,
respectivement). Une deuxiéme moitié des rats recoivent une instillation intra-septale
de PBS ou de lidocaine immédiatement apres le dernier essai de chaque séance
quotidienne de 4 essais au cours de l'acquisition (groupe POST-PBS, n = 11 rats, et
groupe POST-LIDO, n= 10 rats, respectivement). Le quatri€me jour, tous les rats sont
testés en vue d'évaluer leur capacité a se souvenir de 'emplacement de la plate-forme
invisible au cours d'un test de rétention de 60 secondes. Aucune instillation n’est

effectuée préalablement a ce test de rétention.
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D. Analyses statistiques

Au cours du pré-entrainement, les moyennes des distances parcourues, des latences
pour trouver la plate-forme et des vitesses de nage aux quatre essais, sont retenues
pour une analyse de variance (ANOVA) portant sur deux facteurs: le Jour, a 2
modalités (jour 1 et 2), et le groupe, a 4 modalités (PRE-PBS, PRE-LIDO, POST-PBS
et POST-LIDO). Les différences significatives entre les groupes sont recherchées a

I'aide du test de comparaisons multiples de Newman-Keuls (Winer, 1971).

Les performances des rats PRE (recevant linstillation 10 minutes avant les 4 essais
d’acquisition) et des rats POST (recevant l'instillation immédiatement aprés les 4 essais
d’acquisition) au cours de l'acquisition (plate-forme invisible) sont analysées
séparément pour ne pas intégrer l'effet éventuel de la contention nécessaire aux
micro-injections, celle-ci n'étant pas effectuée au méme moment chez les rats PRE et
POST. Au cours de l'acquisition, les moyennes des distances parcourues, des latences
pour trouver la plate-forme et des vitesses de nage sont retenues pour une analyse de
variance (ANOVA) a mesures répétées (facteur Jour a 3 modalités : jour 1, 2 et 3). Le
second facteur est le Traitement (2 modalités : PBS ou LIDO). Les pourcentages (%)
de distance parcourue et de temps passé dans la zone de thigmotaxie sont également
analysés a l'aide d'une ANOVA. Les différences significatives entre les groupes sont
ensuite recherchées a laide du test de comparaisons multiples de Newman-Keuls
(Winer, 1971).

Afin d'analyser les performances des rats dans le test de rétention, nous avons calculé,
a partir des temps passés ou des distances parcourues dans les quatre quadrants, un
indice de rétention (IR). Le calcul de cet indice a partir des temps passés dans les
quatre quadrants (IRT) est effectué en multipliant 3 fois le temps passé dans le
quadrant qui contenait précédemment la plate-forme pour le diviser par la somme des

temps passés dans les trois autres quadrants.

3 x temps passé dans le quadrant qui
contenait précédemment la plate-forme

IRT = ,
Somme des temps passés

dans les trois autres quadrants
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L'indice de rétention basé sur les distances parcourues dans les quatre quadrants (IRD)

est calculé de la méme facon :

3 x distance parcourue dans le quadrant qui
contenait précédemment la plate-forme

IRD =
Somme des distances parcourues
dans les trois autres quadrants

Un indice égal a 1 correspond a une recherche au hasard, sans préférence pour un
quadrant particulier. Lorsque que le rapport est égal a 2, le temps passé dans le
quadrant ou se trouvait la plate-forme au cours des essais d'acquisition est de 24
secondes. Pour un rapport égal a 3, le temps passé dans le quadrant cib/e s'éléve a 30
secondes.

Un test t de Student permettra de comparer les moyennes des indices de rétention
entre les rats PBS et LIDO. Un test de t de Student sera également utilisé afin de
comparer les moyennes des IRD et des IRT de chaque groupe a 1, valeur
correspondant a une recherche au hasard dans la piscine.

De plus, les temps passés et les distances parcourues dans les annuli cible et hasard
sont également analysés a I'aide d'une ANOVA a deux facteurs : un facteur Annulus a
mesures répétées (2 modalités, annulus cible ou hasard) et un facteur Traitement (PBS
ou LIDO).

Enfin, un test t de Student est utilisé pour comparer les vitesses de nage de méme que
les pourcentages (%) de temps passé et de distances parcourues dans la zone de

thigmotaxie pour les rats PBS et LIDO lors de ce test de rétention.

E. Résultats
Histologie

Les localisations des instillations intra-septales de tous les rats sont représentées sur la

figure 20..
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+ 0.48 mm

o PRE-PBS, n = 10 rats ® PRE-LIDO, n = 7 rats

+ 0.48 mm

O POST-PBS, n = 10 ® POST-LIDO, n = 8

Figure 20. Représentation schématique des localisations des instillations intra-septales chez
les rats PBS et LIDO.

Les points d'instillations sont représentées sur des schémas de coupes frontales
de cerveau de rat au niveau du septum médian (le niveau d‘antéro-postériorité
par rapport a Bregma est donné en millimetres).

Les rats ont regus une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou de lidocaine
(LIDO) a 80 pg / ul, 10 minutes avant le premier essai d’acquisition (en haut,
rats PRE-PBS et PRE-LIDO) ou immédiatement aprés le dernier essai
d‘acquisition (en bas, rats POST-PBS et POST-LIDO).
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Les sites d'instillation septale sont localisés dans le septum médian dans une région
s'étendant de 0,2 mm a 1 mm en avant du point de référence Bregma (Paxinos et
Watson, 1998). On ne détecte aucune variabilité quant aux sites d'instillation, quel que
soit le moment de l'injection (PRE/POST) ou le composé instillé (PBS ou 8-OH-DPAT).
De plus, aucune désorganisation histologique importante du septum médian (non
illustré) n'est a noter, et ce, quel que soit le moment de l'injection ou le composé
instillé. Le marquage histochimique de I’AChE au niveau de I'hippocampe (non illustré)
n‘est pas non plus affecté, quel que soit le groupe, ce qui suggere que la canule-guide
et/ou les infusions répétées n‘ont pas endommagé les neurones cholinergiques septo-
hippocampiques (voir I'annexe 1, pour une illustration de ces données).

A lissue de l'analyse des coupes histologiques, les performances de 4 rats ont été
écartées de I'analyse statistique des résultats en raison d’'une mauvaise implantation de
leur canule-guide. Il reste 10 rats dans le groupe PRE-PBS, 7 rats dans le groupe PRE-
LIDO, 10 rats dans le groupe POST-PBS et 8 rats dans le groupe POST-LIDO.

Pré-entrainement

Les rats sont d'abord testés dans un test d’orientation guidée avec une plate-forme
visible (4 essais par jour sur 2 jours consécutifs). Le deuxieéme jour, les rats subissent
une injection de PBS, 10 minutes avant les 4 essais d’acquisition. L'analyse des
performances des rats au cours du pré-entrainement ne révele aucune différence
significative entre les groupes. Sur les distances parcourues pour rejoindre la plate-
forme, '’ANOVA révéle uniquement un effet significatif du facteur Jour (F;3, = 218,9, p
< 0,0001) qui est di a une diminution significative des distances pour rejoindre la
plate-forme visible entre le premier et le deuxieme jour de test (p < 0,001). Il n'y a
pas d'effet du facteur Groupe (Fs;3, = 1,1, p > 0,3) ni d'interaction entre les deux
facteurs (F33, = 0,0, p > 0,9). L'analyse des latences pour trouver la plate-forme
aboutit a des conclusions similaires. Concernant les vitesses de nage, il n'y a pas
d’effet du facteur Groupe (Fs3; = 0,6, p > 0,6). En revanche, l'effet du facteur Jour est
significatif de méme que l'interaction Groupe x Jour (Fs3; = 15,7, p < 0,05). L'analyse
post hoc ne révele cependant aucune différence significative susceptible d'expliquer
cette interaction significative. Les rats des quatre groupes PRE-PBS, PRE-LIDO, POST-
PBS et POST-LIDO nagent significativement plus vite le deuxieme jour par rapport au

premier (p < 0,001).
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Protocole de mémoire de référence: Ilidocaine administrée avant
l'acquisition

L'analyse des performances des rats dans le protocole de mémoire de référence
montre que la lidocaine, instillée 10 minutes avant les 4 essais d’acquisition dans le

septum médian, altére I'acquisition et la rétention.

Acquisition

Les performances d'acquisition des rats sont illustrées sur la figure 21. (PRE).
L'’ANOVA effectuée sur les distances d'accés a plate-forme (figure 21.A, PRE) ne
montre pas d'effet significatif du facteur Traitement (F;16 = 3,37, p = 0,08). L'effet du
facteur Jour est significatif (F, 3, = 10,10, p < 0,001) : il y a une diminution significative
des distances parcourues entre le premier et le troisieme et dernier jour d’acquisition
(p < 0,001). L'interaction entre les facteurs Traitement et Jour est significative (F,3, =
3,63, p < 0,05). Une analyse post hoc effectuée sur cette interaction indique que les
rats PRE-PBS améliorent leurs performances au cours des trois jours d’acquisition (p <
0,01), contrairement aux rats PRE-LIDO qui ne manifestent pas d’amélioration de leurs
performances entre le premier et le troisieme jour de test. L'analyse des latences
d'acces a la plate-forme confirme le déficit d’acquisition des rats PRE-LIDO. L'effet du
facteur Traitement est proche de la significativité (F;i6 = 3,93, p = 0,065). Comme
pour les distances, on constate une diminution significative des latences au cours des
trois jours d'acquisition (F,3 = 16,42, p < 0,0001). Toutefois, l'interaction entre les
facteurs Traitement et Jour n'est pas significative (F, 3 = 2,77, p > 0,07). Le seuil de
significativité étant presque atteint dans linteraction, une analyse post-hoc a été
effectuée. Elle montre que les rats PRE-PBS améliorent leurs performances de fagon
significative entre le premier et le dernier jour d'acquisition (p < 0,001), ce qui n‘est
pas le cas des rats PRE-LIDO. L'analyse des vitesse de nage (figure 21.B, PRE) ne
montre pas d'effet significatif du facteur Traitement (Fy,16 = 1,25, p > 0,2). L'effet du
facteur Jour est significatif (F,3, = 15,52, p < 0,001), révélant une augmentation
significative des vitesses de nage entre le premier et le dernier jour (p < 0,01).

L'interaction Traitement x Jour n’est pas significative (F,3, = 0,23, p > 0,8).
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Protocole de mémoire de référence :
effets de la lidocaine avant ou apres I'acquisition
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Figure 21. Effets d'une instillation intra-septale de lidocaine avant ou aprés I'acquisition
dans un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Chaqgue graphique correspond aux performances moyennes des rats sur les 4
essais quotidiens au cours des 3 jours d’acquisition pour des rats instillés avec du
PBS (0,5 ul, groupe PBS) ou de la lidocaine (40 pg dans 0,5 ul, groupe LIDO) 10
minutes avant l'acquisition ("PRE") ou immédiatement aprés le dernier essai
d’acquisition ("POST").

A. Distances moyennes (* erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours
des 3 jours d’acquisition.

B. Moyennes (% erreurs types) des pourcentages de distance parcourue dans la
zone de thigmotaxie au cours des 3 jours d'acquisition.

C. Vitesses moyennes (£ erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours des
3 jours d’acquisition.
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Thigmotaxie

L'analyse des % de distance parcourue dans la zone de thigmotaxie (figure 21.C,
PRE) ne montre ni effet du facteur Traitement (F;36 = 1,165, p > 0,2) ni effet du
facteur Jour (F,3, = 0,872, p > 0,4). L'interaction entre ces deux facteurs n'est pas non
plus significative (F,3, = 2,227, p > 0,1). En revanche, I'analyse des % de temps passé
dans la zone de thigmotaxie révele un effet significatif du facteur Jour (F, 3, = 5,973, p
< 0,01), qui est d(i a une augmentation significative du % de temps passé dans la
zone de thigmotaxie entre le premier et le dernier jour d’acquisition (p < 0,01). L'effet
du facteur Traitement n’est pas significatif (F;16 = 1,441, p > 0,2), mais l'interaction
Traitement x Jour savere significative (F,3, = 5,244, p < 0,01). Une analyse post hoc
indique que le % de temps passé dans la zone de thigmotaxie ne varie pas d’'un jour a
I'autre chez les rats PRE-LIDO, alors qu'il augmente de maniére significative entre le

premier et le dernier jour d’acquisition chez les rats PRE-PBS (p < 0,01).

Rétention

Les performances de rétention des rats sont illustrées sur la figure 22.. Aucune
instillation n'est effectuée préalablement au test de rétention.

L'analyse de ces performances révele un déficit de rappel des informations spatiales
chez les rats PRE-LIDO. En effet, ces rats présentent des indices de rétention (calculés
a partir des temps passés dans les différents quadrants, IRT, voir figure 22.A, PRE,
ou des distances parcourues dans les 4 quadrants, IRD) significativement inférieurs a
ceux des rats PRE-PBS (t;,16 = 2,848, p < 0,05 pour les IRT et t;;6= 2,30, p < 0,05
pour les IRD). Les comparaisons des moyennes des IRT et des IRD a 1 montrent que
les rats PRE-PBS ont une préférence significative pour le quadrant cible (t; 10 = 5,117, p
< 0,001 pour les IRT et t;,;0 = 4,223, p < 0,01 pour les IRD). En revanche, les
moyennes des IRT et IRD des rats PRE-LIDO ne sont pas significativement différentes
de 1, ce qui indique que ces rats n‘ont pas de préférence pour le quadrant cible (t;¢ =
1,637, p > 0,1 pour les IRT et t; = 1,802, p > 0,1 for pour les IRD).
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Figure 22.

Protocole de mémoire de référence :
effets de la lidocaine avant ou apres I'acquisition
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Effets d’une instillation intra-septale de lidocaine avant ou aprés I'acquisition lors
d’un test de rétention dans un protocole de mémoire de référence du test de la
piscine de Morris.

Les rats ont regus au cours de l'acquisition, une instillation intra-septale de PBS
(0,5 ul, groupe PBS) ou de la lidocaine (40 ug dans 0,5 pul, groupe LIDO) 10
minutes avant l'acquisition ("PRE") ou immédiatement apres le dernier essai
d’acquisition ("POST"). Les rats ne recoivent aucune instillation préalablement au
test de rétention.

A. Moyennes (£ erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps
(IRT) lors du test de rétention.
* p < 0,05 (par rapport au groupe PRE-PBS)
# p < 0,01 (par rapport a 1)
~ p = 0,056 (par rapport a 1)

B. Moyennes (£ erreurs types) des temps passés dans les annuli cible et
hasard. L'annulus cible correspond a la zone de la piscine qui contenait
précédemment la plate-forme et I'annulus Aasard correspond a une zone de
taille équivalente placé au hasard dans la piscine.

*p < 0,001 (par rapport au groupe PRE-PBS)
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L'analyse des temps passés et des distances parcourues (figure 22.B, PRE) dans les
annuli cible (annulus qui contenait précédemment la plate-forme) et Aasard (annulus
de méme taille placée au hasard dans la piscine) montre un effet significatif du facteur
Annulus et du facteur Traitement, ainsi qu’une interaction significative entre ces deux
facteurs (F;16 = 32,81, p < 0,0001; Fy46= 7,18, p < 0,05; F116 = 9,29, p < 0,01,
respectivement pour les temps, et F; ;6 = 36,11, p < 0,0001 ; F;36 = 5,08, p < 0,05 ;
Fi16 = 9,18, p < 0,01, respectivement pour les distances). L'analyse post hoc sur
I'interaction indique que les rats PBS ont une préférence significative pour l'annulus
cible par rapport a l'annulus Aasard (p < 0,001 pour les temps et les distances). Chez
les rats LIDO, cette préférence est proche de la significativité (p = 0,076 pour les
temps et p = 0,051 pour les distances). Enfin, les rats PBS passent plus de temps, et
parcourent plus de distance dans I'annulus cible par rapport aux rats LIDO (p < 0,001
pour les temps et les distances).

L'analyse des vitesses de nage dans le test de rétention montre qu'il n'y a pas de
différence entre les rats PRE-PBS et les rats PRE-LIDO (t; ¢ = 0,686, p > 0,5).
L'analyse des % de distance parcourue et de temps passé dans la zone de thigmotaxie
ne révele aucune différence entre les rats PRE-PBS et les rats PRE-LIDO (t;16 = 0,947,

p>0,3ett; 6= 0,382, p > 0,7, respectivement).

Protocole de mémoire de référence: [lidocaine administrée apres
l'acquisition.

L'analyse des performances des rats dans le protocole de mémoire de référence
montre que la lidocaine, administrée immédiatement apres les 4 essais d'acquisition,

n'altére ni 'acquisition ni la rétention de la tache.

Acquisition

Les performances d'acquisition sont illustrées sur la figure 21..

L’ANOVA effectuée sur les distances parcourues pour trouver la plate-forme (figure
21.A, POST) montre un effet significatif du facteur Jour (F,3, = 16,93, p < 0,0001),
caractérisé par une diminution significative des distances parcourues entre le premier
et le dernier jour de test (p < 0,001). Il n'y a pas d’effet du facteur Traitement (F;,16 =
0,58, p > 0,4) et l'interaction Traitement x Jour (F,3 = 0,20, p > 0,8) n'est pas

significative. De méme, I'ANOVA effectuée sur les latences met en évidence des effets
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similaires a ceux des distances. Elle montre uniquement un effet significatif du facteur
Jour (F,,3, = 26,74, p < 0,0001); l'effet du facteur Traitement (F, 1, = 0,83, p > 0,4) de
méme que l'interaction Traitement x Jour ne sont pas significatifs (F,3, = 0,13, p >
0,8). L'ANOVA des vitesses de nage (figure 20.B, POST) ne montre pas d'effet
significatif du facteur Traitement (Fi16 = 1,17, p > 0,2). L'effet du facteur Jour est
significatif (F,3, = 29,42, p < 0,001) et I'analyse post hoc indique que les rats nagent
significativement plus vite le dernier jour par rapport au premier jour d’acquisition (p <

0,01). L'interaction Traitement x Jour n’est pas significative (F,3. = 0,26, p > 0,7).

Thigmotaxie

L'analyse des % de distance parcourue dans la zone de thigmotaxie (figure 21.C,
POST) ne montre ni effet du facteur Traitement (Fy,16 = 3,434, p > 0,08), ni effet du
facteur Jour (F,32 = 1,5, p > 0,2), ni interaction entre ces deux facteurs (F,3; = 1,211,
p > 0,3). En revanche, I'analyse des % de temps passé dans la zone de thigmotaxie
révéle un effet presque significatif du facteur Traitement (Fi:6 = 4,440, p = 0,051)
indiquant que rats POST-PBS ont tendance a se trouver plus souvent dans la zone de
thigmotaxie que les rats POST-LIDO. L'effet du facteur Jour n'est pas significatif (F, 3, =
2,547, p > 0,094) et l'interaction Traitement x Jour ne l'est pas non plus (F;3 =
0,825, p > 0,4).

L'observation des graphiques indique que les rats POST-PBS semblent se retrouver
plus souvent dans la zone de thigmotaxie que les rats des trois autres groupes. Afin de
préciser ces différences, nous avons introduit un troisi€me facteur dans les analyses de
variance sur le % de temps passé ou de distance parcourue dans la zone de
thigmotaxie : il s'agit du facteur Injection a 2 modalités, PRE ou POST. Concernant les
% de distance parcourue, 'ANOVA montre que l'effet du facteur Injection est proche
de la significativité (F;3, = 4,02, p = 0,053). L'analyse post hoc révele que les rats
POST sont significativement plus souvent dans la zone de thigmotaxie que les rats PRE
(p < 0,05). De méme l'effet du facteur Traitement est proche de la significativité (F; 3,
= 3,971, p = 0,055) et I'analyse post hoc indique que les rats PBS ont tendance a étre
plus souvent dans la zone de thigmotaxie que les rats LIDO, (p = 0,067). Il n'y a pas
d'effet du facteur Jour (F,e4 = 0,709, p > 0,4) et les interactions Injection x
Traitement, Jour x Injection et Jourx Traitement ne sont pas significatives (Fye4 =
2,641, p > 0,1; Fyea= 2,029, p > 0,1 et Fp64 = 0,209, p > 0,8, respectivement). Enfin,
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I'interaction entre les facteurs Jour, Injection et Traitement n'est pas significative (F,e4
= 2,544, p = 0,086). En raison de la différence observée sur le graphique entre les rats
POST-PBS et les trois autres groupes, une analyse post hoc a été effectué sur cette
triple interaction. Elle révele que le % de distance parcourue augmente de maniére
significative entre le premier et le troisiéme jour, mais uniqguement chez les rats PRE-
PBS (p < 0,05). De plus, lors du premier jour, les rats POST-PBS se retrouvent
significativement plus souvent dans la zone de thigmotaxie que les rats des trois autres
groupes (p < 0,05). L'analyse des % de temps passé dans la zone de thigmotaxie
montre des effets similaires et confirme donc que les rats POST-PBS sont plus

"thigmotaxiques" que les rats des trois autres groupes.

Rétention

Les performances de rétention des rats sont illustrées sur la figure 22. (POST).

Lors du test de rétention, les analyses statistiques montrent que les rats POST-PBS et
POST-LIDO ont des performances comparables : les moyennes des indices de rétention
basés sur le temps (IRT) (figure 22.A, POST) ou la distance (IRD) des deux groupes ne
different pas significativement entre elles (t;,16 = 0,838, p > 0,4 pour les IRT et t; 16 =
0,919, p > 0,3 pour les IRD). De plus, les comparaisons des moyennes des IRT et IRD
a 1 indiquent que les rats des deux groupes présentent une préférence significative
pour le quadrant cible. Les moyennes des IRD des rats POST-PBS et POST-LIDO sont
significativement différentes de 1 (POST-PBS : t; o = 2,417, p < 0,01, et POST-LIDO :
tic = 4,167, p < 0,01). Concernant les moyennes des IRT, celle des rats POST-LIDO
est significativement différente de 1 (t;6 = 3,650, p < 0,01). La moyenne des IRT des
rats POST-PBS est presque significativement différente de 1 (t; o = 2,416, p = 0,056).

L'analyse des temps passés et des distances parcourues (figure 22.B, POST) dans les
annuli cible et hasard montre uniquement un effet significatif du facteur Annulus (Fy 16
= 30,48, p < 0,0001 pour les temps et F; 16 = 35,18, p < 0,0001 pour les distances),
d( a une préférence significative pour I'annulus cible par rapport a I'annulus hasard
chez tous les rats (p < 0,001). Il n'y a pas d'effet significatif du facteur Traitement
(F1,16 = 0,54, p > 0,4 pour les temps et Fi,;6 = 1,20, p > 0,2 pour les distances) ni
d'interaction Annulus x Traitement (F;,16 = 0,06, p > 0,8 pour les temps et F; 16 = 0,89,

p > 0,3 pour les distances).
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L'analyse des vitesses de nage au cours du probe trial montre qu'il n'y a pas de
différence entre les rats POST-PBS et les rats POST-LIDO (t; 16 = 0,368, p > 0,5).
L'analyse des pourcentages de distance parcourue et de temps passé dans la zone de
thigmotaxie ne révéle aucune différence entre les rats POST-PBS et les rats POST-LIDO
(ti,06= 1,254, p > 0,2 et t; ;6= 1,245, p > 0,2).

Résumeé des résultats :

Nos résultats montrent qu’une instillation de lidocaine avant les essais d’acquisition
altére I'acquisition et la rétention de la tache. En revanche, une instillation intra-septale
de lidocaine effectuée immédiatement aprés les 4 essais d'acquisition n‘a aucun effet

sur I'acquisition et la rétention.
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2. Effets de la lidocaine sur le rappel

A. Animaux

20 rats males de la souche Long-Evans, implantés avec une canule-guide au niveau du

septum médian, sont utilisés.

B. Test de la piscine de Morris

Le protocole expérimental est représenté sur la figure 23. Les rats sont testés selon
un protocole similaire a celui de I'expérience précédente (se reporter au paragraphe B.
Test de la piscine de Morris). Ils sont d'abord soumis a deux jours consécutifs de
pré-entrainement et subissent une injection de 0,5 pl de PBS 10 minutes avant le
premier essai du deuxieme jour. Le lendemain, ils sont soumis durant trois jours a un
test d’acquisition (plate-forme immergée). Les rats ne recoivent aucune micro-injection
au cours de cette acquisition. Le lendemain du dernier jour d’acquisition, les rats
recoivent une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS (groupe PBS, n = 10) ou de
lidocaine a 80 pg/ul (groupe LIDO, n = 10), 10 minutes avant de subir un test de

rétention.

C. Analyses statistiques

Au cours du pré-entrainement, les moyennes, sur les quatre essais, des distances
parcourues, des latences pour trouver la plate-forme et des vitesses de nage sont
soumises a une analyse de variance (ANOVA) pour mesures répétées (facteur Jour a 2
modalités : jour 1 et 2). Le second facteur est le facteur Groupe (2 modalités : PBS et
LIDO). Les moyennes, sur les 4 essais, des pourcentages (%) de distance parcourue et
de temps passé dans la zone de thigmotaxie sont également analysées a I'aide d'une
ANOVA pour mesures répétées (facteur Jour). Les différences significatives entre les

groupes seront recherchées a I'aide du test de comparaisons multiples de Newman-
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Keuls (Winer, 1971). Les variables analysées lors du test de rétention sont les indices
de rétention basés sur le temps (IRT) ou la distance (IRD). Les autres données sont

analysées de la méme maniére que précédemment.

Pré-entrainement

PBS 10 minutes
avant le 1°" essai

Jour 1 Jour 2

Protocole de mémoire de référence PBS ou LIDO
10 minutes

avant le test de rétention

SR l

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4

Figure 23.  Protocole expérimental permettant d'évaluer les effets de la lidocaine sur le
rappel d'informations spatiales.

Lors du pré-entrainement, tous les rats regoivent une instillation intra-septale de
0,5 pl de PBS 10 minutes avant le premier essai. Lors du protocole de mémoire
de référence, les rats ne regoivent aucune instillation de lidocaine. IIs regoivent
une instillation intra-septale de 0,5 pl de PBS ou de lidocaine (80 ug / ul) 10
minutes avant le test de rétention. Les positions de la plate-forme et les points
de lachers des rats lors du pré-entrainement et du protocole de mémoire de
référence dans le test de la piscine de Morris sont également représentés.
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D. Résultats

Histologie
A l'issue de I'analyse histologique, 2 rats ont été écartés de I'analyse statistique des
résultats en raison d’une mauvaise implantation de leur canule-guide. Il reste 9 rats

dans le groupe PBS et 9 rats dans le groupe LIDO.

Pré-entrainement

L'analyse des données du pré-entrainement ne montre pas de différence de
performances entre les groupes PBS et LIDO. Concernant les distances, il n'y a pas
d’effet du facteur Groupe (F;16 = 0,20, p > 0,7). L'effet du facteur Jour est significatif
(F1,16 = 110,4, p < 0,0001) et une analyse post hoc montre que les rats améliorent
leurs performances d'un jour a l'autre (p < 0,01). L'interaction Groupe x Jour n‘est pas
significative (Fy16 = 0,6, p > 0,4). L'analyse des latences améne a des conclusions
similaires. L'analyse des vitesses de nage montre un effet significatif du facteur Jour
(F1,16 = 114,6, p < 0,0001) révélant que les rats nagent plus vite lors du second jour
par rapport au premier. Il n'y a pas d‘effet du facteur Groupe (F; 16 = 3,0, p > 0,1), ni

d'interaction Groupe x Jour (Fy16= 1,6, p > 0,2).

Protocole de mémoire de référence : lidocaine avant le rappel

Acquisition

Les performances d’acquisition des rats sont illustrées sur la figure 24.A . Aucune
instillation n’est effectuée au cours de I'acquisition.

L'analyse des performances des rats lors de I'acquisition ne révele pas de différences
entre les groupes PBS et LIDO. Les ANOVAs sur les distances et les latences ne
révélent qu'un effet significatif du facteur Jour (F;3, = 7,99, p < 0.01 et F1 5, = 9,86, p
< 0,001 respectivement) indiquant que les rats améliorent leurs performances de facon
significative entre le premier et le troisieme jour d‘acquisition (p < 0,05 pour les
distances et les latences). Il n'y a pas d'effet du facteur Groupe (Fy,16 = 0,39 et 0,26, p
> 0.5 pour les distances et les latences) ni d'interaction entre les deux facteurs (F, 3, =
0,48 and 0,23, p > 0,6 pour les distances et les latences). Concernant les vitesses de

nage, il n'y a pas d'effet du facteur Groupe (F;15 = 0,023, p > 0,8), ni d'effet du
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facteur Jour (F,32 = 0,37, p > 0,7). L'interaction Groupe x Jour n'est pas significative
(F232 = 1.20, p > 0.3).

Thigmotaxie

L'analyse des % de temps passé et des distance parcourues dans la zone de
thigmotaxie ne montre ni effet du facteur Groupe (Fy,16 = 0,796, p > 0,9 pour les % de
temps et F; 16 = 0,059, p > 0,8 pour les % de distances), ni effet du facteur Jour (F;3
= 0,796, p > 0,4 pour les % de temps et F,3, = 2,303, p > 0,1 pour les % de
distances). Elle ne révele pas non plus d'interaction significative entre ces deux
facteurs (F,,3, = 1,077, p > 0,3 pour les % de temps et F,3, = 1,863, p > 0,1 pour les

% de distances).

Rétention

Les performances de rétention des rats recevant une instillation de PBS ou de lidocaine
10 minutes avant le test de rétention sont illustrées sur la figure 24. (B et C).

Les rats subissent une instillation intra-septale de PBS ou de lidocaine 10 minutes
avant l'essai de rétention. Les comparaisons des moyennes des indices de rétention
basés sur le temps (IRT) ou sur la distance (IRD) ne révelent aucune différence
significative (t116 = 1,239, p > 0,2 pour les IRT et t; 16 = 0,693, p > 0,4 pour les IRD).
Les rats PBS présentent cependant une préférence significative pour le quadrant dans
lequel était localisée la plate-forme, leur IRT et IRD moyen étant significativement
différents de 1 (t;3 = 2,835, p < 0,05 pour les IRT et t; s = 2,481, p < 0,05 pour les
IRD). En revanche, les rats LIDO ne manifestent pas une telle préférence pour ce
quadrant (t; s = 1,429, p > 0,1 pour les IRT t; s = 1,754, p > 0,1 pour les IRD).
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Protocole de mémoire de référence :
effets de la lidocaine avant le rappel
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Figure 24. Effets d’'une instillation intra-septale de lidocaine avant le test de rétention dans
un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Les rats ne sont pas instillés au cours de l'acquisition. Ils recoivent une
instillation intra-septale de PBS (0,5ul, groupe PBS) ou de lidocaine (40ug dans
0,5ul, groupe LIDO) 10 minutes avant le test de rétention.

A. Distances moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours
des trois jours d'acquisition pour les groupes PBS et LIDO.

B. Moyennes ( erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps
(IRT) lors du test de rétention pour les groupes PBS et LIDO.
# p < 0,05 (par rapporta 1)

C. Moyennes (% erreurs types) des temps passés dans les annuli cible et hasard
pour les groupes PBS et LIDO. L'annulus cible correspond a la zone de la
piscine qui contenait précédemment la plate forme et I'annulus Aasard
correspond a une zone de taille équivalente placé au hasard dans la piscine.
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L'analyse des temps passés et des distances parcourues dans les annuli cible et hasard
ne montre qu'un effet du facteur Annulus (Fy,16 = 13,70, p < 0,01 et F; 16 = 12,40, p <
0,01, respectivement) : tous les rats ont une préférence significative pour I'annulus
correspondant a la localisation de la plate-forme par rapport a un annulus de méme
dimension placé au hasard dans la piscine (p < 0,01 pour les temps passé et les
distance parcourues). Il n'y a pas d'effet du Traitement (Fy,16 = 0,55, p > 0,4 pour le
temps passés et F; 16 = 0,11, p > 0,7 pour les distance parcourues) ni d‘interaction
significative entre les facteurs Annulus et Traitement (Fi16 = 1,73, p > 0,2 pour le
temps passés et F; ;6= 1,10, p > 0,3 pour les distance parcourues).

Enfin, la comparaison des vitesses moyennes de nage des deux groupes ne révele pas
d’effet du Traitement (t; o = 0,265, p > 0.7).

L'analyse du pourcentage de temps passé et de la distance parcourue dans la zone de
thigmotaxie ne montre aucun effet du facteur Traitement (t;s = 0,068, p > 0,7 pour

les % de temps t; 3 = 0,069, p > 0,7 pour les % de distances).

Résumé des résultats :

L'instillation intra-septale de lidocaine altére les performances dans un test de rétention
effectué 24 heures aprés la fin de I'acquisition. Les rats instillés avec de la lidocaine ne
manifestent pas de préférence pour le quadrant cib/e. Néanmoins, ce rats visitent plus
souvent l'annulus de la plate-forme par rapport a un annulus de méme taille placé au
hasard dans la piscine, ce qui suggere que, malgré l'instillation de lidocaine, ils ont

acces a quelques informations spatiales concernant la localisation de la plate-forme.
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Expérience 3
Effets de la 8-OH-DPAT sur I’encodage,

la consolidation et le rappel d’informations spatiales.

Cette expérience a pour objectif d'évaluer les effets d’une instillation intra-septale de 8-
OH-DPAT sur I'encodage, la consolidation a court-terme et long-terme et le rappel

d’informations spatiales.

Dans une premiere expérience, les effets d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT
effectuée 10 minutes avant ou immédiatement aprés les 4 essais d'acquisition ont été
évalués en utilisant le méme protocole que celui utilisé avec la lidocaine. Dans une
deuxieme expérience, les rats sont soumis a 3 jours d‘acquisition sans traitement
préalable, puis ils sont soumis a une instillation de 8-OH-DPAT dans le septum médian
10 minutes avant un test de rétention, ce dernier étant effectué 24 heures apres le
dernier jour d’acquisition. Dans une troisieme expérience, nous mesurons les effets
d'une instillation de 8-OH-DPAT effectuée a différents moments apres le dernier essai
d’acquisition (1h, 2h, 4h et 6h) afin d'évaluer I'implication des récepteurs 5-HT;4/5-HT;
du septum médian dans les processus de consolidation a long-terme des informations

spatiales.

1. Effets de Ila 8-OH-DPAT avant ou immédiatement apres

I’acquisition

A. Animaux

84 rats males de la souche Long-Evans ayant préalablement subi I'implantation d'une

canule-guide au niveau du septum médian sont utilisés.

149



1°"® partie expérimentale : résultats

B. Test de la piscine de Morris

Tout comme dans I'expérience précédente, les rats sont d'abord soumis a deux jours
de pré-entrainement avec une plate-forme visible. Ils subissent une injection de 0,5 pl
de PBS 10 minutes avant le premier essai du deuxiéme jour. Le lendemain de la fin du
pré-entrainement, les rats sont soumis au protocole de mémoire de référence. Une
premiére moitié des rats subit l'instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou de 8-OH-
DPAT (DPAT) a 8 pg / ul, 10 minutes avant chaque séance quotidienne de 4 essais
(groupe PRE-PBS, n = 20 rats, et groupe PRE-DPAT, n = 20 rats, respectivement). Une
deuxieme moitié des rats subit une instillation intra-septale de PBS ou de 8-OH-DPAT
(DPAT) immédiatement apres le dernier essai de chaque séance quotidienne de 4
essais (groupe POST-PBS, n = 20 rats, et groupe POST-DPAT, n = 20 rats,
respectivement). Le quatrieme jour, tous les rats sont testés dans un test de rétention
de 60 secondes (probe trial). Aucune injection n'est effectuée au cours de ce test de

rétention.

C. Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont strictement similaires a celles effectuées dans le cadre de
I'expérience précédente (se reporter au paragraphe 1.C. Analyses statistiques de

I'expérience 2)

D. Résultats

Histologie

Une illustration photographique d’'une implantation de canule-guide dans le septum
médian est présentée sur la figure 25.. On observe que l'implantation de la canule-
guide induit une perte de tissu au niveau du septum dorso-latéral et au niveau du
cortex surplombant le septum. On note une légére gliose dans le septum médian, a
I'endroit correspondant a I'extrémité de la canule d‘injection. Aucune désorganisation
histologique importante du septum médian n'est a noter, et ce, quel que soit le
moment de I'injection (PRE/POST) ou le composé instillé (PBS ou 8-OH-DPAT).
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Figure 25. Illustration photographique d'une implantation d'une canule-guide dans le
septum médian.

A. Photographies de coupes frontales d'un cerveau de rat qui a regu des
instillations de PBS au cours de l'acquisition (de haut en bas : coloration
histologique au violet de Crésyl au niveau du SM, révélation histochimique de
I'AChE au niveau du SM et de I'hippocampe).

B. Photographies de coupes frontales d'un cerveau de rat qui a recu des
instillations de 8-OH-DPAT au cours de l'acquisition (de haut en bas :
coloration histologique au violet de Crésyl au niveau du SM, révélation
histochimique de I’AChE au niveau du SM et de I'hippocampe).
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© POST-PBS,n =20 @ POST-DPAT, n = 19

Figure 26.

Représentation schématique des localisations des instillations intra-septales chez
les rats PBS et DPAT.

Les rats ont regus une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou de 8-OH-
DPAT a 8 ug / pl, 10 minutes avant le premier essai d’acquisition (en haut, rats
PRE-PBS et PRE-DPAT) ou immédiatement aprés le dernier essai d'acquisition
(en bas, rats POST-PBS et POST-DPAT)

152



1°"® partie expérimentale : résultats

Les localisations de l'instillation intra-septale de tous les rats sont représentées sur la
figure 26. Les sites d'instillation intra-septale sont localisés dans le septum médian,
dans une région s'étendant entre 0,2 mm et 1 mm en avant de Bregma (Paxinos et
Watson, 1998). On ne détecte aucune variabilité dans les sites d'injection selon le
moment de l'injection ou le composé instillé. De plus, comme le montre la figure 25.,
on n‘observe aucune modification du marquage histochimique de I’AChE au niveau de
I'nippocampe, quel que soit le groupe, ce qui suggere que la canule-guide et/ou les
infusions répétées n‘ont pas endommagé les neurones cholinergiques septo-
hippocampiques d'une facon significative.

A lissue de l'analyse des coupes histologiques, les performances de 6 rats ont été
écartées de I'analyse statistique des résultats en raison d’'une mauvaise implantation de
leur canule-guide. Il reste 20 rats dans le groupe PRE-PBS, 19 rats dans le groupe
PRE-DPAT, 20 rats dans le groupe POST-PBS et 19 rats dans le groupe POST-DPAT.

Pré-entrainement

L'analyse des performances au cours du pré-entrainement ne montre aucune
différence entre les quatre groupes expérimentaux (PRE-PBS, PRE-DPAT, POST-PBS et
POST-DPAT). L'ANOVA sur les distances ne révele qu'un effet significatif du facteur
Jour (Fy,73 = 385,4, p < 0,0001). Une analyse post hoc sur l'interaction montre que les
rats améliorent leurs performances de fagon significative entre le premier et le second
jour de test (p < 0,001). Il n'y a pas d'effet du facteur Groupe (F;7; = 0,49, p > 0,5).
L'interaction Groupe x Jour n’est pas significative (F; 73 = 0,5, p > 0,5). L'analyse des
latences aboutit a des conclusions strictement similaires. Concernant les vitesses de
nage, seul l'effet du facteur Jour est significatif (F;,; = 442,94, p < 0,0001), ce qui
révele que les rats nagent significativement plus vite lors du second jour par rapport au
premier (p < 0,001). II n'y a pas d'effet du facteur Groupe (F;7; = 0,5, p > 0,5) ni

d'interaction significative entre les deux facteurs (F;7; = 1,3, p > 0,2).

Protocole de mémoire de reférence.: 8-OH-DPAT administrée avant
l'acquisition.

L'analyse des performances montre que la 8-OH-DPAT, instillée 10 minutes avant les 4
essais d'acquisition dans le septum médian, perturbe les performances d’acquisition et,

apres un délai de 24 heures, de rétention.
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Acquisition

Les performances d’acquisition des rats sont illustrées sur la figure 27. (PRE). .

Les ANOVAs effectuées sur les distances parcourues (figure 27.A, PRE) ou les
latences pour trouver la plate-forme montrent un effet significatif du facteur
Traitement (F,3; = 12,94, p < 0,01 et F;3; = 5,504, p < 0,05, respectivement), qui
révele que les rats PRE-DPAT ont des performances significativement déficitaires par
rapport aux rats PRE-PBS (p < 0,05). L'effet du facteur Jour est significatif (F,74 =
3,19, p < 0,05 pour les distances et F,74 = 3,997, p < 0,05 pour les latences)
indiquant une amélioration significative des performances globales entre le premier et
le dernier jour dacquisition (p < 0,05). L'interaction entre les facteurs Traitement et
Jour n’est pas significative (F,74 = 1,53, p > 0,2 pour les distances et F, 74 = 1,099, p >
0,3 pour les latences). En raison de I'aspect du graphique représentant les distances
moyennes des rats PRE-PBS et PRE-DPAT lors de l'acquisition, une analyse post hoc
sur l'interaction a été effectuée. Elle montre que seuls les rats PRE-PBS améliorent
leurs performances de facon significative entre le premier et le dernier jour
d'acquisition (p < 0,01), ce qui n‘est pas le cas des rats PRE-DPAT. De plus, le
troisieme jour, les rats PRE-DPAT parcourent une distance significativement plus
longue avant de rejoindre la plate-forme que les rats PRE-PBS (p < 0,05). L'analyse
des vitesse de nage (figure 27.B, PRE) montre que l'effet du facteur Traitement est
significatif (F,3; = 17.37, p < 0,001), ce qui indique que les rats PRE-DPAT nagent
significativement plus vite que les rats PRE-PBS (p < 0,001). L'effet du facteur Jour
n‘est pas significatif (F,74 = 0,56, p > 0,5) de méme que l'interaction Traitement x
Jour (F,,74 = 1,15, p > 0,15).

Thigmotaxie

L'analyse de la distance parcourue (%) (figure 27.C, PRE) dans la zone de
thigmotaxie indique que l'effet du facteur Traitement est proche du seuil de
significativité (F;3; = 3,303 , p = 0,077) : les rats PRE-DPAT ont tendance a se trouver
plus souvent dans cette zone que les rats PRE-PBS. L'effet du facteur Jour est
significatif (F,74 = 8,160, p < 0,001) : on constate une diminution significative de la
distance parcourue dans la zone de thigmotaxie entre le premier et le dernier jour
d’acquisition (p < 0,001). L'interaction Traitement x Jour n’est pas significative (F,74 =
0,963, p > 0,3). L'analyse du temps passé (%) dans la zone de thigmotaxie montre

des effets similaires.
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Protocole de mémoire de référence :
effets de la 8-OH-DPAT avant ou apres I'acqusition

Acquisition
A -O- PBS —@— DPAT
1000
PRE POST
S *
5_ 800 1
4]
(4]
=
£ 600 ; C -O- PBS -@— DPAT
T o 30
3 Pré Post
400 4, )’ 5 25
0 T T T T T T ‘r 8
& 20
1 2 3 1 2 3 a
jour ® 15 |
B ’ £
PRE POST ©
— 0 5 N
g o
o 30 A ‘); = 0 . . . . . .
E 1 2 3, 1 2 3
o 281 JoR
7]
n
]
> 26 m
ol 1
1 2 3 1.2 3
jour
Figure 27.  Effets d'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT avant ou aprés l'acquisition

dans un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Chaque graphique correspond aux performances moyennes des rats sur les 4
essais quotidiens au cours des 3 jours d‘acquisition pour des rats instillés avec du
PBS (0,5 pl, groupe PBS) ou de la 8-OH-DPAT (4 pg dans 0,5 pl, groupe DPAT)
10 minutes avant l'acquisition ("PRE") ou immédiatement aprés le dernier essai
d'acquisition ("POST").

A. Distances moyennes (£ erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours
de I'acquisition.
* p < 0,05 (par rapport au groupe PRE-PBS)

B. Vitesses moyennes (+ erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours de
I'acquisition.

C. Moyennes (£ erreurs types) des pourcentages de distance parcourue dans la
zone de thigmotaxie au cours des 3 jours d'acquisition.
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Protocole de mémoire de référence :

effets de la 8-OH-DPAT avant ou apres lI’acqusition
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Figure 28. Effets d'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT avant ou aprés l'acquisition

lors d'un test de rétention dans un protocole de mémoire de référence du test de
la piscine de Morris.

Les rats ont regus au cours de l'acquisition, une instillation intra-septale de PBS
(0,5 pl, groupe PBS) ou de 8-OH-DPAT (4 npg dans 0,5 ul, groupe DPAT) 10
minutes avant l'acquisition ("PRE") ou immédiatement aprés le dernier essai
d'acquisition ("POST"). Les rats ne recoivent aucune instillation intra-septale
préalablement au test de rétention.

A. Moyennes (* erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps
(IRT).
* p < 0,05 (par rapport au groupe PRE-PBS)
# p < 0,01 (par rapport a 1)

B. Moyennes ( erreurs types) des temps passés dans les annuli cible et
hasard. L'annulus cible correspond a la zone de la piscine qui contenait
précédemment la plate forme et I'annulus Aasard correspond a une zone de
taille équivalente placé au hasard dans la piscine.

* p < 0,001 (par rapport au groupe PRE-DPAT)

C. Moyennes (z erreurs types) des pourcentages de temps passé dans la zone
de thigmotaxie.
*p < 0,05 (par rapport au groupe PRE-DPAT)
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Rétention

Les performances de rétention des rats sont illustrées sur la figure 28. (A et B, PRE).
Aucune instillation n'est effectuée avant le test de rétention.

L'analyse des performances des rats lors du test de rétention révéle un déficit de
rappel des informations spatiales chez les rats PRE-DPAT. En effet, ces rats ont des
indices de rétention (calculés a partir des temps passés, IRT, ou des distances
parcourues dans les 4 quadrants, IRD) significativement inférieurs a ceux des rats PRE-
PBS (ti37 = 2.999, p < 0.01 pour les IRT et t;37 = 2,249, p < 0,05 pour les IRD). Les
comparaisons des moyennes des IRT et des IRD a 1 montrent que les rats PRE-PBS
ont une préférence pour le quadrant cible (t119 = 3,49, p < 0,01 pour les IRT et t; 19 =
3,47, p < 0,01 pour les IRD). En revanche, les moyennes des IRT et IRD des rats PRE-
DPAT ne sont pas significativement différentes de 1, ce qui indique que ces rats n‘ont
pas de préférence pour le quadrant cible (t113 = 0,25, p > 0,6 pour les IRT et t; 13 =
0,58, p > 0,5 pour les IRD).

L'analyse des temps passés et des distances parcourues dans les annuli cible et hasard
montre un effet significatif du facteur Annulus (F;3; = 31,0, p < 0,0001 et Fy3; =
37,67, p < 0,0001, respectivement), du facteur Traitement (F;3; = 8,25, p < 0,01 et
Fi3, = 4,67, p < 0,05, respectivement), ainsi qu’une interaction significative entre ces
deux facteurs (Fi3; = 10,51, p < 0,01 et F;3; = 6,90, p < 0,05, respectivement).
L'analyse post hoc sur l'interaction indique que les rats PBS ont une préférence
significative pour l'annulus cible par rapport a I'annulus hasard (p < 0,001), ce qui
n‘est pas le cas des rats DPAT. De plus, les rats PBS passent plus de temps et
parcourent une distance plus longue dans I'annulus cib/e par rapport aux rats DPAT (p
< 0,001).

L'analyse des vitesses de nage ne révele aucune différence entre les rats PBS et les
rats DPAT (t;,1s = 0,00, p > 0,9).

L'analyse de la thigmotaxie dans le test de rétention montre que les rats PRE-DPAT
plus souvent dans la zone de thigmotaxie que les rats PRE-PBS. En effet, le temps
passé et la distance parcourue (%) dans la zone de thigmotaxie sont significativement
plus élevés chez les rats PRE-DPAT que chez les rats PRE-PBS (t; 15 = 2,45, p < 0,05 et
ti,18 = 2,026, p < 0,05, respectivement).
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Protocole de mémoire de référence: 8-OH-DPAT administrée aprées
l'acquisition.

L'analyse des performances des rats dans le protocole de mémoire de référence
montre que la 8-OH-DPAT, administrée immédiatement apres les 4 essais d'acquisition,

ne perturbent ni 'acquisition ni la rétention.

Acquisition

Les performances d’acquisition des rats sont illustrées sur la figure 27. (POST).
L’ANOVA effectuée sur les distances d'acces a la plate-forme (figure 27.A) montre un
effet significatif du facteur Jour (Fi,2 = 5,418, p < 0,01). Celui-ci traduit une
diminution significative des distances parcourues entre le premier et le dernier jour de
test (p < 0,01). On ne constate pas d'effet significatif du facteur Traitement (Fi 36 =
0,20, p > 0,6) ou de l'interaction Traitement x Jour (F,7 = 0,65, p > 0,5). L'ANOVA
effectuée sur les latences débouche sur un tableau strictement comparable. L'ANOVA
des vitesses de nage (figure 27.B) ne montre pas d'effet significatif du facteur
Traitement (F; 3 = 0,898, p > 0,3), du facteur Jour (F,7, = 1,035, p > 0,3), pas plus

que de l'interaction entre ces deux facteurs (F,7; = 0,784, p > 0,4).

Thigmotaxie

L'analyse de la distance parcourue (%) dans la zone de thigmotaxie montre
uniquement un effet du facteur Jour (F,7, = 17,07, p < 0,001). Celui-ci est di a une
diminution significative du de la distance parcourue dans la zone de thigmotaxie entre
le premier et le dernier jour d’acquisition (p < 0,01). L'effet du facteur Traitement n’est
pas significatif (F13 = 1,38, p > 0,2 pour les distances et F; 35 = 2,11, p > 0,1 pour les
temps), pas plus que celui de l'interaction entre les deux facteurs (F,» = 2,32, p > 0,1
pour les distances et F,7, = 1,51, p > 0,2 pour les temps). L'analyse du temps passé

dans la zone de thigmotaxie améne aux mémes conclusions.

Rétention

Les performances de rétention des rats ayant subi une instillation de PBS ou de 8-OH-
DPAT immédiatement aprés l'acquisition sont illustrées sur la figure 28. (A et B,
POST).

Lors du test de rétention, les analyses statistiques montrent que les rats POST-PBS et

POST-DPAT ont des performances comparables: les moyennes des indices de
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rétention basés sur le temps (IRT) ou la distance (IRD) des deux groupes ne différent
pas significativement les unes des autres (t;,;5 = 0,28, p > 0,7 pour les IRT et t; 15 =
0,72, p > 0,4 pour les IRD). De plus, les comparaisons des moyennes des IRT et IRD a
1 indiquent que les deux groupes présentent une préférence significative pour le
quadrant cible (POST-PBS : t; 19 = 3,72, p < 0,01, et POST-DPAT : t; 47 = 3,73, p <
0,01 pour les IRT et POST-PBS : t;19 = 4,30, p < 0,001 et POST-DPAT : t; ;7 = 4,20, p
< 0,001 pour les IRD).

L'analyse des temps passés et des distances parcourues dans les annuli cible et
hasard ne montre qu'un effet significatif du facteur Annulus (F; 3 = 64,22, p < 0,0001
pour les temps et F; 36 = 78,93, p < 0,0001 pour les distances), du fait de la préférence
pour l'annulus cible chez tous les rats (p < 0,001). Il n'y a pas d'effet du facteur
Traitement (Fi3 = 0,01, p > 0,9 pour les temps et F;5 = 1,67, p > 0,2 pour les
distances) ni d'interaction Annulus x Traitement (F,3s = 0,21, p > 0,6 pour les temps
et F1 35 = 0,07, p > 0,7, pour les distances).

L'analyse des vitesses de nage ne révele aucune différence entre les rats PBS et DPAT
(t1,10 = 2,926, p > 0,09).

L'analyse du temps passé (%) dans la zone de thigmotaxie montre que les rats POST-
PBS ont tendance a s'y trouver plus souvent que les rats POST-DPAT (t;15 = 1,903, p
= 0,064). En revanche il n'y a aucune différence significative entre les POST-PBS et les
POST-DPAT en ce qui concerne les % de distance parcourue dans la zone de
thigmotaxie (ti,10 = 0,68, p > 0,4).

Résumé des résultats :

Nos résultats montrent qu‘une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT affecte
I'acquisition et la rétention ultérieure, mais a condition d'étre effectuée 10 minutes
avant l'acquisition. Lorsqu’elle est administrée immédiatement aprés |'acquisition,
acquisition et rétention de la tache spatiale ont lieu normalement. On constate aussi
que la 8-OH-DPAT induit une augmentation de la vitesse de nage au cours de

I"acquisition.
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2. Effets de la 8-OH-DPAT avant le rappel

A. Animaux

20 rats males de la souche Long-Evans ayant subi I'implantation d'une canule-guide au

niveau du septum médian sont utilisés.

B. Test de la piscine de Morris

Le dispositif de test et le protocole expérimental sont similaires a ceux utilisés a
I’'expérience 2 (se reporter au paragraphe 2.B. Test de la piscine de Morris).

Les rats sont d'abord soumis a un pré-entrainement dans le test d'orientation guidée
avec une plate-forme visible. IIs sont soumis a une instillation intra-septale de PBS ou
de 8-OH-DPAT 10 minutes avant le premier essai du deuxieme jour afin d'évaluer les
effets d'une activation des récepteurs 5-HTa/5-HT- sur les capacités motivationnelles,
sensorimotrices et attentionnelles requises pour la réussite dans le test de la piscine de
Morris. Les résultats de cette évaluation ont été donnés dans I'expérience 1c.

Le lendemain du test d’orientation guidée, ils sont soumis a un protocole de mémoire
de référence similaire a celui utilisé dans I'expérience 2 (se reporter au paragraphe
2.B. Test de la piscine de Morris de I'expérience 2). L'acquisition se déroule sur 3
jours a raison de 4 essais par jour. Aucune injection n‘est effectuée pendant cette
phase d'acquisition. Le lendemain du dernier jour d’acquisition, les rats sont soumis a
une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS (groupe PBS, n = 10) ou de 8-OH-DPAT
(groupe DPAT, n = 10) a 8 ug / ul, 10 minutes avant le test de rétention.

C. Analyses statistiques
L'analyse des performances dans le protocole de mémoire de référence est similaire a

celle effectué dans l'expérience 2 (se reporter au paragraphe 2.C. Analyses

statistiques).
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D. Résultats

Protocole de mémoire de référence : 8-OH-DPAT avant le rappel
L'analyse des résultats montre qu’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT avant le
rappel ne perturbe pas les performances de rappel d'informations spatiales lors d'un

test de rétention.

Acquisition

Les performances d‘acquisition des rats dans un protocole de mémoire de référence
sont illustrées sur la figure 29.A. Aucune instillation n'est effectuée au cours de
I'acquisition.

L'analyse des performances des rats lors de |'acquisition ne révéle aucune différence
entre les deux groupes PBS et DPAT. Les ANOVAs sur les distances et les latences ne
révélent qu'un effet significatif du facteur Jour (F, 36 = 10,56 et 15,83 respectivement,
p < 0.001) indiquant que les rats améliorent leurs performances de facon significative
entre le premier et le troisieme jour d'acquisition (p < 0,001 pour les distances et les
latences). Il n'y a pas deffet du facteur Traitement (F;1s = 0,44 et 0,18
respectivement, p > 0,5 pour les distances et les latences) ni d’interaction entre les
deux facteurs (F,3 = 0,85 et 1,15 respectivement, p > 0,3 pour les distances et les
latences). Concernant les vitesses de nage, il n'y a pas d'effet du facteur Traitement
(F1,18 = 0,315, p > 0,5). L'effet du facteur Jour est significatif et une analyse post hoc
montre que les rats nagent significativement plus vite lors du dernier jour par rapport
au premier jour d’acquisition (p < 0,01). L'interaction Traitement x Jour n’est pas

significative (F,3s = 0,613, p > 0,5).

Thigmotaxie

L'analyse de la distance parcourue et du temps passé (%) dans la zone de thigmotaxie
ne révele pas d'effet significatif du facteur Traitement (F; s = 0,353, p > 0,5 et Fy 15 =
0,251, p > 0,6, respectivement), ni d'ailleurs du facteur Jour (F,3 = 2,415 et 1,889
respectivement, p > 0,1) ou de l'interaction entre les deux facteurs (F,3 = 0,309 et

0,285 respectivement, p > 0,7).
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Protocole de mémoire de référence :
effets de la 8-OH-DPAT avant le rappel
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Figure 29. Effets d'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT avant le test de rétention

dans un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Les rats ne sont pas instillés au cours de l'acquisition. Ils recoivent une

instillation intra-septale

de PBS (0,5ul, groupe PBS) ou de 8-OH-DPAT (4

ug dans 0,5 ul, groupe DPAT) 10 minutes avant le test de rétention.

A. Distances moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours

de I'acquisition pour les groupes PBS et DPAT.

Moyennes (+ erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps
(IRT) lors du test de rétention pour les groupes PBS et DPAT.
# p < 0,05 (par rapporta 1)

Vitesses moyennes (+ erreurs types) lors du test de rétention pour les
groupes PBS et DPAT.
* p < 0,05 (par rapport au groupe PBS)

Moyennes (+ erreurs types) des pourcentages de temps passé dans la zone
de thigmotaxie pour les groupes PBS et DPAT.
~ p = 0,059 (par rapport au groupe DPAT)
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Rétention

Les performances de rétention des rats sont illustrées sur la figure 29. (B, C et D).

Les comparaisons des moyennes des indices de rétention basés sur le temps (IRT) ou
la distance (IRD) ne révélent aucune différence significative entre les rats PBS et DPAT
(t118 = 0,336, p > 0,5 pour les IRT et t;13 = 0,116, p > 0,9). De plus, les deux
groupes PBS et DPAT manifestent une préférence significative pour le quadrant cible,
leur IRT et IRD moyen étant significativement supérieur a 1 (groupe PBS : t; o = 2,835,
p < 0,05 pour les IRT et t; o = 2,481, p < 0,05 pour les IRD ; groupe DPAT : t; o =
3,316, p < 0,01 pour les IRT et t; o = 6,678, p < 0,001 pour les IRD).

L'analyse des temps passés et des distances parcourues dans les annuli cible et hasard
ne révele pas d'effet significatif du facteur Traitement (F; 15 = 0,42, p > 0,5 pour les
temps et Fi153 = 2,82, p > 0,1 pour les distances). L'effet du facteur Annulus est
significatif (Fy 15 = 24,23, p < 0,0001 pour les temps et F; 13 = 20,70, p < 0,0001 pour
les distances) et I'analyse post hoc révele que tous les rats manifestent une préférence
significative pour I'annulus cib/e par rapport a un annulus de taille équivalente placé au
hasard dans la piscine (annulus Aasard) (p < 0,001). L'interaction entre les deux
facteurs n’est pas significative (Fy13 = 0,27, p > 0,6 pour les temps et F; ;5= 0,16, p >
0,69 pour les distances).

L'analyse du temps passé et de la distance parcourue dans la zone de thigmotaxie
montrent un effet presque significatif du facteur Traitement (t;15 = 2,039, p = 0,056
pour les % de temps passé et t; ;5 = 2,010, p = 0,059 pour les % de distance
parcourue). Cette analyse montre que les rats PBS ont tendance a s'y trouver plus
souvent que les rats DPAT.

L'analyse des vitesses de nage (figure 29.D) montre que l'instillation intra-septale de
8-OH-DPAT avant le test de rétention induit une augmentation significative des

vitesses de nage (t;,13 = 2,655, p < 0,05).

Résumeé des résultats :
Une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT n‘affecte pas le rappel d’informations
spatiales acquises précédemment. En revanche une telle instillation induit une

augmentation significative des vitesses de nage des rats lors du test de rétention.
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3. Effets de la 8-OH-DPAT sur la consolidation a long-terme

Comme nous lavons wvu, linstillation intra-septale de 8-OH-DPAT effectuée
immédiatement apres les essais d‘acquisition n‘affecte pas les performances
d’acquisition et de rétention dans un protocole de mémoire de référence. La 8-OH-
DPAT n’interfére donc pas avec les processus de consolidation a court-terme. L'objectif
de cette expérience est d'examiner les effets de la 8-OH-DPAT sur les processus de
consolidation a long-terme. La 8-OH-DPAT sera donc administrée dans le septum

médian a différents délais aprés les essais d’acquisition (1h, 2h, 4h et 6h).

A. Animaux

80 rats males de la souche Long-Evans ayant subi l'implantation d'une canule-guide au

niveau du septum médian sont utilisés.

B. Test de la piscine de Morris

Les rats sont testés dans le test de la piscine de Morris selon un protocole identique a
celui utilisé pour les expériences précédentes. Ils sont d'abord soumis a deux jours de
pré-entrainement avec une plate-forme visible. Ils subissent une instillation intra-
septale de 0,5 pl de PBS 10 minutes avant le premier essai du deuxiéme jour. Le
lendemain de la fin du pré-entrainement, ces rats sont soumis a une série d'essais
d'acquisition. L'acquisition se déroule sur 3 jours a raison de 4 essais consécutifs par
jour. Chaque jour, les rats subissent une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou
de 8-OH-DPAT (DPAT) a 8 ug / ul, 1h, 2h, 4h, ou 6h apres le dernier essai d'acquisition
(groupe 1h-PBS, n = 11 rats ; groupe 1h-DPAT, n = 10 rats ; groupe 2h-PBS, n = 10
rats, groupe 2h-DPAT, n = 10 rats ; groupe 4h-PBS, n = 11 rats ; groupe 4h-DPAT, n
= 10 rats ; groupe 6h-PBS, n = 9 rats ; groupe 6h-DPAT, n = 9 rats). Le lendemain de
la fin de I'acquisition, tous les rats sont testés pour a leur capacité a se souvenir de
I'emplacement de la plate-forme invisible au cours d'un test de rétention durant 60

secondes. Aucune injection n‘est effectuée avant ce test de rétention.
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C. Analyses statistiques

Au cours du pré-entrainement, les distances parcourues et les latences pour trouver la
plate-forme, ainsi que les vitesses de nage sont soumises a une analyse de variance
(ANOVA) pour mesures répétés (facteur Jour a 2 modalités : jour 1 et 2). Le second
facteur considéré est le facteur Groupe (6 modalités : 1h-PBS, 1h-DPAT, 2h-PBS, 2h-
DPAT, 4h-PBS, 4h-DPAT, 6h-PBS, 6h-DPAT).

En ce qui concerne l'acquisition, I'ANOVA porte sur 3 facteurs : le facteur Jour pour
mesures répétées (facteur Jour a 3 modalités : jour 1, 2 et 3), le facteur Traitement (2
modalités : PBS ou DPAT) et le facteur Délai (4 modalités, 1h, 2h, 4h et 6h). Les
pourcentages (%) de distance parcourue et de temps passé dans la zone de
thigmotaxie sont également analysées a l'aide d'une ANOVA a 3 facteurs : le facteur
Jour, le facteur Traitement et le facteur Délai. Les différences significatives entre les
groupes sont recherchées a l'aide du test de comparaisons multiples de Newman-Keuls
(Winer 1971).

Les variables analysées dans le test de rétention sont les indices de rétention basés sur
le temps (IRT) ou la distance (IRD).

Les moyennes des indices de rétention des rats des six groupes sont comparées entre
elles a I'aide d'une ANOVA a deux facteurs : le facteur Traitement et le facteur Délai.
De plus, pour chacun des 6 groupes expérimentaux, les moyennes des IRD et des IRT
sont comparées a 1 a l'aide d’un test t de Student.

De plus, les temps passés et les distances parcourues dans les annuli cible et hasard
sont analysés a laide d'une ANOVA a trois facteurs: le facteur Délai, le facteur
Traitement et un facteur Annulus a mesures répétées (2 modalités, annulus cible ou
hasarad).

Enfin, un test t de Student est utilisé pour comparer les vitesses de nage de méme que
les pourcentages (%) de temps passé et de distance parcourue dans la zone de

thigmotaxie des rats des 6 groupes expérimentaux.
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D. Résultats

Histologie

A l'issue de I'observation des coupes histologiques de cerveau effectuées au niveau du
septum médian et colorées au violet de Crésyl (non illustré), 5 rats ont été écartés de
I'analyse statistique des résultats. Il reste 10 rats dans le groupe 1h-PBS, 10 dans le
groupe 1h-DPAT, 10 dans le groupe 2h-PBS, 8 dans le groupe 2h-DPAT, 11 dans le
groupe 4h-PBS, 10 dans le groupe 4h-DPAT, 7 dans le groupe 6h-PBS, et 9 dans le
groupe 6h-DPAT.

Pré-entrainement

L'analyse des distances d'acces a la plate-forme visible lors du pré-entrainement ne
révele aucune différence de performances entre les rats des 8 groupes expérimentaux
(1h-PBS, 1h-DPAT, 2h-PBS, 2h-DPAT, 4h-PBS, 4h-DPAT, 6h-PBS, 6h-DPAT). Il n'y a
pas d'effet du facteur Groupe (F;6s= 0,4, p > 0,8). L'effet du facteur Jour est
significatif (Fy6s = 381,5, p < 0,0001) et une analyse post hoc montre que les rats
améliorent leur performances entre le premier et le deuxieme jour de pré-entrainement
(p < 0,001). L'analyse des latences aboutit a des conclusions similaires. L'interaction
Groupe x Jour n'est pas significative (F;es= 1,80, p > 0,1 pour les distances et
F,es= 1,4, p > 0,2 pour les latences). L'analyse des vitesses de nage montre un effet
significatif du facteur Jour (F; ¢ = 414,8, p < 0,0001) révélant que les rats nagent plus
vite le deuxieme jour par rapport au premier. Il n'y a pas d'effet du facteur Groupe

(F;6s = 0,8, p > 0,6) ni d'interaction Groupe x Jour (F;es= 1,4, p > 0,2).

Protocole de mémoire de référence : 8-OH-DPAT administrée 1h, 2h, 4h ou

6h apres l'acquisition

Acquisition

Les performances d’acquisition des rats sont illustrées sur la figure 30..
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Protocole de mémoire de référence :
effets de la 8-OH-DPAT sur la consolidation a long-terme
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-O— PBS @ DPAT

Delai de l'injection post-acquisition (h)

1 2 4 6
§ 800 -
Q
Q
S
3 600 -
©
400 -
0% 1

N
I\J-
w-

123 123 123
jour

Figure 30. Effets d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT a 1h, 2h, 4h ou 6h apres
I'acquisition dans un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de
Morris.

Distance moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours des
jours d'acquisition pour des rats ayant recus une instillation intra-septale de PBS
(0,5 pl, groupe PBS) ou de 8-OH-DPAT (4 ug dans 0,5ul, groupe DPAT) 1h, 2h,
4h ou 6h apres le dernier essai d’acquisition.

Leur analyse ne révele aucune différence entre les rats des 8 groupes expérimentaux.
Les ANOVAs sur les distances et les latences ne révelent ni aucun effet du facteur Délai
(Fs6s = 0,47, p > 0,7 et F36s = 0,952, p > 0,9, respectivement) ni du facteur
Traitement (F1 65 = 1,33, p > 0,2 et Fy 65 = 0,904, p > 0,9, respectivement). L'effet du
facteur Jour est significatif lorsque les distances sont considérées (F,13¢ = 52,63, p <
0,0001) et proche de la significativité pour les latences (F,13s = 2,94, p = 0,056).
L'analyse post hoc montre que les rats améliorent leurs performances de facon
significative entre le premier et le troisieme jour d’acquisition (p < 0,001 pour les
distances et p < 0,05 pour les latences). Les interactions Délai x Traitement (F;¢s =
0,23, p > 0,1 F365 = 0,72, p > 0,5, respectivement), Jour x Délai (Fs13 = 0,17, p >
0,1 et Fg,136 = 0,61, p > 0,5, respectivement) et Jour x Traitement (F;13 = 1,95, p >

0,1 Fy136 = 0,27, p > 0,5) ne sont pas significatives. Enfin, l'interaction entre les trois
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facteurs n’est pas significative (Fe 136 = 0,72, p > 0,6 pour les distances et Fg 136 = 0,77,
p > 0,5 pour les latences).

L'analyse des vitesses de nage ne montre aucun effet du facteur Délai (Fs ¢ = 0,059, p
> 0,9), ni du facteur Traitement (F;6s = 0,054, p > 0,8) et l'interaction entre ces deux
facteurs n'est pas significative (F;6s = 0,557, p > 0,6). L'effet du facteur Jour est
proche de la significativité (F,13s = 2,861, p = 0,061) et I'analyse post hoc montre que
les rats ont tendance a nager significativement moins vite le deuxiéme jour par rapport
au premier et au dernier jour de test (p = 0,064 et p = 0,067, respectivement). Les
interactions Jour x Délai, Jour x Traitement et Jour x Délai x Traitement ne sont pas
significatives (Fg 136 = 0,616, p > 0,7 ; F,136= 0,175, p > 0,8 ; Fe 136 = 0,175, p > 0,8).

Thigmotaxie
L'analyse de la distance parcourue dans la zone de thigmotaxie (%) ne révelent aucun

effet du facteur Délai (Fs¢3 = 0,40, p > 0,7) ni du facteur Traitement F,¢s = 0,17, p >

0,6), et l'interaction entre ces deux facteurs n'est pas non plus significative (F;ges
0,74, p > 0,5). Par contre, l'effet du facteur Jour est significatif (Fi3 = 15,53, p <
0,0001) : le % de distance parcourue dans la zone de thigmotaxie diminue
significativement entre le premier et le dernier jour d’acquisition (p < 0,0001). Les
interactions Jour x Délai et Jour x Traitement, de méme que la triple interaction, ne
sont pas significatives (Fs 136 = 0,45, p > 0,8 ; F5,13s= 0,49, p > 0,6 ; Fs136 = 1,94, p >
0,08 respectivement). L'analyse des % de temps passé dans la zone de thigmotaxie

montre des effets identiques.

Rétention
Les performances de rétention des rats subissant une instillation de PBS ou de 8-OH-
DPAT elh, 2h, 4h ou 6h aprés I'acquisition sont illustrées sur la figure 31. (A et B).

Aucune instillation n’est effectuée avant le test de rétention.
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Protocole de mémoire de référence :
effets de la 8-OH-DPAT sur la consolidation a long-terme
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Figure 31. Effets d’'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT a 1h, 2h, 4h ou 6h apres
I'acquisition lors du test de rétention dans un protocole de mémoire de référence
du test de la piscine de Morris.

Les rats ont regus au cours de l'acquisition, une instillation intra-septale de PBS
(0,5 pl, groupe PBS) ou de 8-OH-DPAT (4 ug dans 0,5ul, groupe DPAT) 1h, 2h,
4h ou 6h aprés le dernier essai d’acquisition. Les rats ne regoivent aucune
instillation intra-septale préalablement au test de rétention.

A. Moyennes (x erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps
(IRT) lors du test de rétention.
# p < 0,05 (par rapport a 1)
(#) p = 0,055 (par rapport a 1)

B. Moyennes (+ erreurs types) des temps passés dans les annulus cible et
hasard. L'annulus cible correspond a la zone de la piscine qui contenait
précédemment la plate forme et I'annulus Aasard correspond a une zone de
taille équivalente placé au hasard dans la piscine.
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Lors de ce test, les ANOVAs des indices de rétention basés sur le temps (IRT) ou la
distance (IRD) montrent un effet proche de la significativité du facteur Délai (Fs¢s =
2,296, p = 0,08 pour les IRT et F3,36 = 2,54, p = 0,064 pour les IRD). Une analyse
post hoc montre que les IRD des rats injectés 1h aprés I'acquisition sont
significativement supérieurs aux IRD des rats injectés 2 heures aprés I'acquisition (p <
0,05). Concernant les IRT, la différence entre les rats injectés 1h apres et ceux injectés
2h apres l'acquisition est proche de la significativité (p = 0,06). L'effet du facteur
Traitement n’est pas significatif (Fy 65 = 2,367, p > 0.1 pour les IRT et F; 65 = 1,58, p >
0,2 pour les IRD), mais l'interaction Délai x Traitement l'est (F16s = 3,12, p < 0,05
pour les IRT et Fy65 = 3,36, p < 0,05 pour les IRD). Que ce soit pour les IRT ou les
IRD, l'analyse post hoc ne permet pas de détecter de différences significatives
permettant d’expliquer cette double interaction. Les comparaisons des moyennes des
indices de rétention a 1 montrent que dans tous les groupes PBS, qu'ils soient injectés
1h, 2h ou 4h aprés l'acquisition, on trouve une préférence significative pour le
quadrant cible (1h-PBS : t; 10 = 5,43, p < 0,001 pour les IRT et : t;10= 6,07, p < 0,001
pour les IRD ; 2h-PBS : t; 9 = 4,60, p < 0,01 pour les IRT et t; o = 4,73, p < 0,01 pour
les IRD ; 4h-PBS : t;,10 = 3,61, p < 0,01 pour les IRT et t; 10 = 3,41, p < 0,01 pour les
IRD). Pour le groupe 6h-PBS, les indices de rétention moyens tendent a différer
significativement de 1 (t;,10 = 2,38, p = 0,055 pour les IRT et 6h-PBS : t; ;0= 2,35, p =
0,057 pour les IRD). Pour les groupes injectés avec de la 8-OH-DPAT, les indices de
rétention moyens sont significativement différents de 1 lorsque l'injection a lieu 1h, 4h
ou 6h apres I'acquisition, mais non lorsqu’elle a lieu 2h aprés la fin de I'acquisition (1h-
DPAT : ti0 = 2,56, p < 0,05 pour les IRT et t; 9 = 2,45, p < 0,05 pour les IRD ; 2h-
DPAT : t;.;;=1,51, p > 0,1 pour les IRT et t;;= 1,12, p > 0,1 pour les IRD ; 4-DPAT :
tio= 3,24, p < 0,05 pour les IRT et t; o = 3,21, p < 0,05 pour les IRD ; 6h-DPAT : t; g
= 3,32, p < 0,05 pour les IRT et t; s = 3,45, p < 0,01 pour les IRD).

L'analyse des temps passés dans les annuli cible et hasard ne révéele qu'un effet du
facteur Annulus (Fi6; = 112,0, p < 0,0001) : les rats passent plus de temps dans
I'annulus cible par rapport a l'annulus Aasard (p<001). L'effet du facteur Délai n'est
pas significatif (Fs6; = 0,3, p > 0,8) de méme que l'effet du facteur Traitement (Fy¢; =
2,8, p > 0,09). Il n'y a pas d'interaction Délai x Traitement (F36; = 0,7, p > 0,5). Les
interactions Annulus x Délai, Annulus x Traitement et Annulus x Délai x Traitement

ne sont pas significatives (Fs6; = 0,3, p > 0,7 ; Fi67= 3,1, p > 0,08 ; F36;= 1,6, p >
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0,2). Un test post hoc effectué sur la triple interaction révele cependant que tous les
groupes ont une préférence significative pour I'annulus cible par rapport a I'annulus
hasard (p < 0,01), sauf les groupes 1h-DPAT et 2h-DPAT. Néanmoins, en ce qui
concerne le temps passé dans l'annulus cible, il n'y a pas de différence entre les rats
1h-PBS et les rats 1h-DPAT, ni entre les rats 2h-PBS et les rats 2h-DPAT.

L'analyse des distances parcourues dans les annuli cible et hasard révéle un effet
significatif du facteur Traitement (F;6; = 4,6, p < 0,05) et du facteur Annulus (Fy6; =
111,2, p < 0,0001). L'analyse post hoc montre que les rats PBS parcourent des
distances significativement plus longues dans les annuli que les rats DPAT (p < 0,05)
et que tous les rats ont une préférence significative pour I'annulus cible (p < 0,001).
L'effet du facteur Délai n'est pas significatif (F;¢; = 1,0, p > 0,3), et il en va de méme
pour linteraction entre les facteurs Délai et Traitement (Fi6; = 0,7, p > 0,5). Les
interactions Annulus x Délai, Annulus x Traitement et Annulus x Délai x Traitement
ne sont pas significatives (Fs¢; = 0,5, p > 0,7; F167= 2,7, p >0,1; F36; = 1,1, p >
0,3). Un test post hoc effectué sur la triple interaction révéle que tous les groupes ont
une préférence significative pour I'annulus cible par rapport a I'annulus hasard (p <
0,01), a l'exception toutefois du groupe 2h-DPAT. Néanmoins, en ce qui concerne le
temps passé dans l'annulus cible, il n'y a pas de différence entre les rats 2h-PBS et les
rats 2h-DPAT.

L'analyse des % de temps passé et de distance parcourue dans la zone de thigmotaxie
ne montre aucun effet du Délai (F;¢; = 0,87 et 0,9 respectivement, p > 0,4), ni effet
du Traitement (F1 6, = 0,8 et 0,7, respectivement, p > 0,3) ni de l'interaction entre ces
2 facteurs (F; 67, = 0,14 et 0,13, respectivement, p > 0,9).

L'analyse des vitesses de nage au cours du test de rétention ne montre aucun effet
significatif, que ce soit du facteur Délai (F36; = 0,74, p > 0,5), du facteur Traitement
(Fi67 = 0,46, p > 0,5) ou de l'interaction entre ces deux facteurs (Fs¢; = 2,118, p >
0,1).
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Résumé des résultats :

Une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT effectuée 1h, 4h ou 6h apres le dernier
essai d’acquisition ne perturbe pas les performances d’acquisition des rats dans la
piscine de Morris. En revanche, linstillation intra-septale de 8-OH-DPAT effectuée 2h
apres l'acquisition induit un déficit lors du test de rétention : ces rats ne présentent pas
de préférence significative pour le quadrant cible ou pour la zone ou se trouvait la
plate-forme lors de l'acquisition (annulus cib/e). Une instillation intra-septale de 8-OH-
DPAT effectuée 1h apres I'acquisition induit également un léger déficit dans le test de
rétention : ces rats ne présentent pas de préférence significative pour I'annulus cible.
Les instillations pos-acquisition de 8-OH-DPAT, quel que soit le délai, n‘ont d'effet ni
sur les vitesses de nage, ni sur la thigmothaxie des rats, aussi bien lors de I'acquisition

que lors du test de rétention.

Conclusion générale de I'expérience 3 :

Les résultats des deux expériences précédentes ont montré qgu’une
instillation de 8-OH-DPAT dans le septum médian altérait les performances
d’acquisition et de rétention des rats lorsqu’elle était effectuée 10 minutes
avant l'acquisition. Lorsque l'instillation est effectuée aprés le dernier essai
d’acquisition, la 8-OH-DPAT perturbe la rétention de la position de la plate-
forme a condition d'étre administrée 1h ou 2h aprés le dernier essai
d’acquisition. En revanche, la 8-OH-DPAT n’a aucun effet sur le rappel
d’informations spatiales apprises précédemment. Ces résultats suggerent
que I'activation des récepteurs 5-HT;,/5-HT- perturbe I’encodage, mais aussi
la consolidation des informations spatiales a condition qu'elle intervienne

dans une fenétre temporelle de 1 a 4 h aprés I'acquisition.
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Expérience 4
Implication des récepteurs 5-HT, et 5-HT-

dans les effets de la 8-OH-DPAT

La 8-OH-DPAT présente une affinité importante pour les récepteurs 5-HTis et une
affinité moindre pour les récepteurs 5-HT,. De ce fait, il nous a paru fondamental de
déterminer lequel de ces deux types de récepteurs était impliqué dans les effets
rapportés précédemment. Pour ce faire, nous avons choisi d’évaluer les effets d'un pré-
traitement au WAY-100635, un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HTs, ou au SB-
269970, un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT, sur les effets de l'instillation
intra-septale de 8-OH-DPAT. Dans une premiere expérience, le WAY-100635 est
administré par voie intra-péritonéale 20 minutes avant une instillation intra-septale de
8-OH-DPAT. Ces deux traitements interviennent avant chaque séance d'acquisition.
Dans une deuxieme expérience, le WAY 100635 est administré directement dans le
septum médian, 10 minutes avant linstillation de 8-OH-DPAT. Dans une troisieme
expérience, c'est une instillation intra-septale de SB-269970 qui est effectuée 10
minutes avant l'instillation de 8-OH-DPAT.

1. Administration systémique de WAY-100635

A. Animaux

54 rats males de la souche Long-Evans sont utilisés.
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B. Test de la piscine de Morris

Les rats sont testés dans le test de la piscine de Morris selon le méme protocole que

celui décrit au paragraphe 1.B.

Apres le pré-entrainement avec la plate-forme visible, les rats subissent une premiere
injection intra-péritonéale (i.p.) de NaCl ou de WAY 100635 a 0,1 mg/kg 30 minutes
avant le premier essai de chaque séance quotidienne d'acquisition. Cette premiere
injection est suivie, 20 minutes plus tard (soit 10 minutes avant le premier essai
d’acquisition), d'une injection intra-septale de PBS ou de 8-OH-DPAT a 8ug / ul
(groupe NaCI-PBS, n = 14 rats ; groupe NaCl-DPAT, n = 13 rats ; groupe WAY-PBS, n
14 = rats ; groupe WAY-DPAT, n 13 = rats). Le quatrieme jour, tous les rats sont
testés quant a leur capacité a se souvenir de I'emplacement de la plate-forme invisible
au cours d'un test de rétention de 60 secondes. Aucune injection n'est effectuée avant
ce test de rétention.

C. Analyses statistiques

Les analyses sont réalisées selon la méme approche que dans les expériences
précédentes.

Les variables analysées dans le test de rétention sont les indices de rétention basés sur
le temps (IRT) ou la distance (IRD). Pour le calcul de ces deux indices, se reporter au

paragraphe 1.C. Analyses statistiques de I'expérience 2.

D. Résultats

Histologie

A lissue de l'analyse histologique, les performances de 6 rats ont été écartées des
résultats en raison d'une mauvaise implantation de leurs canules-guides. Aucune
différence au niveau de l'organisation tissulaire du septum médian ou au niveau
I'activité de I'AChE hippocampique ou septale n’est détectée entre les 4 groupes

expérimentaux (non illustré). A lissue de Ianalyse histologique il reste donc 13 rats
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dans le groupe NaCl-PBS, 12 rats dans le groupe NaCI-DPAT, 12 rats dans le groupe
WAY-PBS et 11 rats dans le groupe WAY-DPAT.

Pré-entrainement

Les ANOVAs sur les distances parcourues et les latences pour trouver la plate-forme
visible lors du pré-entrainement ne montrent qu'un effet du facteur Jour (F; 3, = 88,68,
p < 0,0001 et Fy3 = 151,4, p < 0,0001), qui est di a une amélioration significative
des performances entre le premier et le deuxieme jour chez tous les rats (p < 0,001
pour les distances et les temps). Il n'y a pas d'effet du facteur Groupe (F53 = 1,22, p
> 0,3 pour les distances et F330 = 1,5, p > 0,2 pour les temps). De méme, I'interaction
Groupe x Jour n’est pas significative (Fs3, = 1,20, p > 0,3 pour les distances et F33, =
1,3, p > 0,3 pour les temps). L'analyse des vitesses de nage révele uniqguement un
effet du facteur Jour (F; 3 = 168,9, p < 0,0001) : les rats nagent significativement plus
vite le deuxiéme jour par rapport au premier jour de test (p < 0,0001). Il n'y a pas
d'effet du facteur Groupe (Fs3 = 1,8, p > 0,3), ni d’interaction significative entre les

deux facteurs (F33 = 1,9, p > 0,1).

Protocole de mémoire de référence :

L'analyse des performances d’acquisition montre que le WAY-100635, administré en
intra-péritonéale, antagonise les déficits d’acquisition et de rétention induits par une
instillation intra-septale de 8-OH-DPAT.

Acquisition

Les performances d’acquisition des rats sont illustrées sur la figure 32. L'ANOVA des
distances d'acces a la plate-forme montre un effet significatif du facteur DPAT (Fy 44 =
15,40, p < 0,0001), qui s’explique par des distances parcourues significativement
supérieures chez les rats DPAT par rapport aux rats PBS (p < 0,001). L'effet du facteur
Jour est significatif (F,gs = 20,78, p < 0,0001) : les rats améliorent leurs performances
de fagon significative entre le premier et le dernier jour d‘acquisition (p < 0,001).
L’ANOVA ne révele pas d'effet du facteur WAY (F;44 = 0,56, p > 0,4), et l'interaction
WAY x DPAT n'est pas significative (F;44 = 0,69, p > 0,4). De méme, les interactions
Jour x WAY et Jour x DPAT ne sont pas significatives (F,ss = 0,76, p > 0,4; Fy85 =

0,99, p > 0,3, respectivement). En revanche, la triple interaction Jour x WAY x DPAT
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est significative (F,8s = 3,88, p < 0,05). Une analyse post hoc sur cette interaction
montre que, parmi les rats ayant été injectés 30 minutes avant l'acquisition avec du
NaCl, seuls les rats PBS présentent une amélioration significative de leurs
performances au cours des trois jours d'acquisition (p < 0,001). Les rats NaCI-DPAT ne
présentent aucune amélioration de leurs performances au cours de l'acquisition.
Cependant, chez les rats ayant été traités avec du WAY-100635 (0,1 mg/kg), les deux
groupes PBS et DPAT présentent une amélioration significative de leurs performances
entre le premier et le troisieme jour d‘acquisition (p < 0,05 et p < 0,001
respectivement).

L'analyse des latences consuit a des conclusions strictement similaires.

L'analyse des vitesses ne montre qu'un effet du facteur DPAT (Fi44 = 17,63, p <
0,0001) caractérisé par des vitesses de nage significativement plus élevées pour les
rats DPAT par rapport aux rats PBS (p < 0,001). L'effet du facteur WAY n’est pas
significatif (Fy44 = 3,37, p > 0,08) ni celui du facteur Jour (F,ss = 1,47, p > 0,2). Les
interactions WAY x DPAT, Jour x WAY et Jour x DPAT ne sont pas significatives (F; 44
=245, p>0,1; F,=0,60,p>0,5; F,s=2,31, p > 0,1, respectivement). Enfin, la
triple interaction n’est pas significative (F,,3 = 0,60, p > 0,5). En raison de la différence
observée sur le graphique entre les rats NaCl-PBS et NaCl-DPAT d’une part, et entre les
rats WAY-PBS et WAY-DPAT d‘autre part, une analyse post hoc a été effectuée sur la
triple interaction. Celle-ci révele que les rats WAY-DPAT nagent significativement plus
vite que les rats WAY-PBS lors du deuxiéme et du troisieme jour d’acquisition (p < 0,05
et p < 0,01 respectivement), alors qu'il n'y a pas de différence significative entre les
vitesses de nage des rats NaCl-PBS et des rats NaCl-DPAT.

Thigmotaxie

L'analyse de la distance parcourue dans la zone de thigmotaxie (%) ne montre pas
d’effet du facteur WAY (Fy.44 = 0,657, p > 0,4), ni d’effet du facteur traitement (F; 44 =
2,677, p > 0,1), ni méme d'interaction significative entre ces deux facteurs (Fi44 =
0,075, p > 0,7). Il n'y a pas non plus d’effet significatif du facteur Jour (F,ss = 0,185, p
> 0,8). Par contre, l'interaction Jour x WAY est significative (F,ss = 4,007, p < 0,05),
mais I'analyse post hoc sur cette interaction ne révele aucun contraste significatif entre
les différentes modalités. Enfin, les interactions Jour x Traitement et Jour x WAY X

Traitement ne sont pas significatives (F,gs = 2,359, p > 0,1 et F, 45 = 2,620, p > 0,08

176



1°"® partie expérimentale : résultats

respectivement). L'analyse du temps passé dans la zone de thigmotaxie aboutit a des

conclusions similaires.

Protocole de mémoire de référence :
effets du WAY-100635 sur les déficits induits par la 8-OH-DPAT
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Figure 32.  Effets d'une injection intra-péritonéale de WAY-100635 sur les effets induits par
la 8-OH-DPAT durant I'acquisition dans un protocole de mémoire de référence du
test de la piscine de Morris.

Les rats ont été soumis 30 minutes avant le premier essai d'acquisition a une
injection i.p. de NaCl ou de WAY-100635 (WAY) a 0,1 mg / kg suivie 20 minutes
plus tard par une instillation intra-septale de PBS (0,5 pl, groupe PBS) ou de 8-
OH-DPAT (4 ug dans 0,5ul, groupe DPAT).

A. Distances moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours
des 3 jours d'acquisition.

B. Vitesses moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours des
3 jours d’acquisition.

* p < 0,05 (par rapport au groupe WAY-PBS)
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Protocole de mémoire de référence :

effets du WAY-100635 sur les déficits induits par la 8-OH-DPAT
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Effets d’une injection intra-péritonéale de WAY-100635 sur les effets induits par
la 8-OH-DPAT lors du test de rétention dans un protocole de mémoire de
référence du test de la piscine de Morris.

Les rats ont été soumis 30 minutes avant le premier essai d‘acquisition a un
injection i.p. de NaCl de WAY-100635 (WAY) a 0,1 mg/ kg suivie 20 minutes
plus tard par une instillation intra-septale de PBS (0,5 pl, groupe PBS) ou de 8-
OH-DPAT (4 ng dans 0,5ul, groupe DPAT). Aucun composé n'est administré lors
du test de rétention

Moyennes (% erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps (IRT)
lors du test de rétention.

# p < 0,05 (par rapport a 1)

* p < 0,05 (par rapport aux groupex NaCl-PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT)
Moyennes (% erreurs types) des temps passés dans les annuli cible et hasard.
L'annulus cible correspond a la zone de la piscine qui contenait précédemment

la plate forme et I'annulus hasard correspond a une zone de taille équivalente
placé au hasard dans la piscine.

* p < 0,05 (par rapport aux groupes NaCl-PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT)

Vitesses moyennes (z erreurs types) lors du test de rétention.

* p < 0,05 (par rapport au groupe WAY-PBS)
~ p = 0,063 (par rapport au groupe WAY-PBS)
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Rétention

Les performances des rats lors du test de rétention sont illustrées sur la figure 33..
Lors de ce test, les ANOVAs sur les indices de rétention basés sur le temps (IRT) ou la
distance (IRD) montrent un effet significatif du facteur WAY (F; 44 = 5,165, p < 0,05
pour les IRT et Fy 44 = 4,279, p < 0,05 pour les IRD) et du facteur DPAT (Fy 44 = 8,564,
p < 0,01 pour les IRT et F;44 = 6,613, p < 0,05 pour les IRD). Les interactions entre
ces deux facteurs sont proches du seuil de significativité (F; 44 = 3,710, p = 0,061 pour
les IRT et Fy 44 = 3,112, p = 0,085 pour les IRD). Les comparaisons post hoc montrent
que les rats NaCl-DPAT ont des performances significativement déficitaires dans le test
de rétention: leurs indices de rétention sont moins élevés que ceux des rats NaCl-PBS
(p < 0,05 pour les IRT et les IRD). En revanche, les rats WAY-DPAT ont des
performances similaires aux rats WAY-PBS. De plus, les rats NaCl-DPAT ont également
des performances significativement déficitaires par rapport aux rats WAY-PBS et WAY-
DPAT (p < 0,01 pour les IRT et les IRD). Enfin, les indices de rétention sont
significativement différent de 1 chez les rats NaCI-PBS (t;,1, = 4.072, p < 0.01 pour les
IRT et ty,1, = 4.227, p < 0.01 pour les IRD), chez les rats WAY-PBS (t;,11 = 4.315, p <
0.01 pour les IRT et t;,11 = 3.791, p < 0.01 pour les IRD) et chez les rats WAY-DPAT
(t1,10 = 6,362, p < 0.001 pour les IRT et t; 10 = 4.728, p < 0.001 pour les IRD). Seuls
les rats NaCl-DPAT ne manifestent pas de préférence significative pour le quadrant
cible: leurs indices de rétention ne sont pas significativement différents de 1 (t; 1, =
0.030, p > 0.9 pour les IRT et t; 1, = 0.275, p > 0.7 pour les IRD).

L'analyse des distances parcourues et des temps passés dans les annuli cible et hasard
montre un effet significatif du facteur Annulus (F;44 = 53,46, p < 0,0001 pour les
distances et F; 44 = 64,22, p < 0,0001 pour les temps), qu'on peut expliquer par une
préférence significative pour l'annulus cible par rapport a l'annulus Aasard chez
I'ensemble des rats (p < 0,001 pour les distances et les temps). Il n'y a pas d'effet du
facteur WAY (F144 = 0,49, p > 0,4 pour les distances et F; 44 = 0,01, p > 0,9 pour les
temps) et du facteur DPAT (Fy.44 = 0,00 , p > 0,9 pour les distances et F; 44 = 1,57 , p
> 0,2 pour les temps), ni d’interaction entre ces deux facteurs (Fi44 = 2,75, p > 0,1
pour les distances et Fy44 = 2,51, p > 0,1 pour les temps). L'interaction Annulus X
WAY n’est pas significative (Fy44= 1,87 , p > 0,1 pour les distances et Fy 44 = 1,94, p >
0,1 pour les temps), mais on releve une interaction significative entre le facteur

Annulus et le facteur DPAT (F;.44 = 4,35, p < 0,05 pour les distances et F; 44 = 5,41, p
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< 0,05 pour les temps). La triple interaction est significative (F1.44 = 5,38, p < 0,05)
lorsque les distances sont analysées et a la limite de la significativité (F; 44 = 4,02, p =
0,051) lorsque les temps sont analysés. L'analyse post hoc montre que les rats des
groupes NaCl-PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT manifestent une préférence significative
pour I'annulus cible par rapport a lI'annulus Aasard (p < 0,01 pour les distances et les
temps), ce qui n'est pas le cas des rats du groupe NaCl-DPAT. De plus, les rats NaCl-
DPAT passent significativement moins de temps dans I'annulus cib/e que les rats NaCl-
PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT (p < 0,05 pour les distances et p < 0,01 pour les temps).
L'analyse du temps passé et de la distance parcourue dans la zone de thigmotaxie (%)
ne révele aucun effet, ni du facteur WAY (Fi44 = 0,016, p > 0,8 et Fi44 = 0,11, p >
0,7, respectivement), ni du facteur Traitement ((Fi44 = 1,540, p > 0,2 et Fy44 = 1,138,
p > 0,2, respectivement), ni de l'interaction entre ces deux facteurs (F; 44 = 1,380, p >
0,2 et F144= 1,063, p > 0,3, respectivement).

L'analyse des vitesses de nage révéle uniquement un effet du facteur Traitement (F; 44
= 7,31, p < 0,05) caractérisé par des vitesses de nage significativement plus élevées
chez les rats DPAT par rapport aux rats PBS (p < 0,05). L'effet du facteur WAY atteint
presque le seuil de significativité (F; 44 = 3,792, p = 0,058) : les rats NaCl ont tendance
a nager significativement plus vite lors du test de rétention que les rats WAY (p =
0,054). L'interaction entre les facteurs WAY et Traitement n’est en revanche pas
significative (Fi44 = 0,34, p > 0,5). Une analyse post hoc indique que la différence
entre les rats WAY-PBS et les rats WAY-DPAT est proche du seuil de significativité (p =
0,063) : les rats WAY-DPAT ont tendance a nager plus vite que les rats WAY-PBS. En
revanche, il n'y a pas de différence entre les vitesses de nage des rats NaCl-PBS et
celles des rats NaCl-DPAT. La seule différence significative détectée se situe entre les
rats NaCI-DPAT et les rats WAY-PBS, les premiers nageant significativement plus vite

que les derniers (p < 0,05).

Résumeé des résultats :

Nos résultats montrent qu’une administration intra-péritonéale de WAY-100635
antagonise les effets de la 8-OH-DPAT sur l'acquisition et la rétention ultérieure de la
tache. En revanche, le WAY-100635 n'a pas d'effet sur 'augmentation de la vitesse de
nage induite pas la 8-OH-DPAT.
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2. Administration intra-septale de WAY-100635

Dans |'expérience précédente, nous avons administré le WAY-100635par voie intra-
péritonéale De ce fait, le WAY-100635 peut agir sur tous les récepteurs 5-HT;x de
I'organisme, ce qui ne nous permet pas de conclure quant a I'éventuelle spécificité

septale de I'antagoniste. Par conséquent, il nous a semblé nécessaire de refaire cette

expérience, mais en instillant le WAY-100635 directement dans le septum médian.

A. Animaux

42 rats males de la souche Long-Evans munis d'une canule-guide sont utilisés.

B. Test de la piscine de Morris

Le protocole de test est identique a celui utilisé dans les expériences précédentes.

C. Analyses statistiques

Les analyses statistiques sont strictement similaires a celles de I'expérience précédente

(voir le paragraphe 1.C. Analyses statistiques de I'expérience 4).

D. Résultats

Histologie

A l'issue de l'analyse histologique 4 rats ont été écartés des analyses statistiques en
raison d’'une mauvaise implantation de leur canule-guide. Aucune différence au niveau
de l'organisation tissulaire du septum médian ni niveau de l'activité de I'’AChE
hippocampique ou septale n'est détectée entre les 4 groupes expérimentaux (non

illustré). A lissue de I'analyse histologique, il reste 9 rats dans le groupe PBS-PBS, 9
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rats dans le groupe PBS-DPAT, 11 rats dans le groupe WAY-PBS et 9 rats dans le
groupe WAY-DPAT.

Pré-entrainement

Les ANOVAs ne montrent qu'un effet significatif du facteur Jour (Fi34 = 349,9, p <
0,0001 et F;34=417,2, p < 0,0001, respectivement). Cet effet est d{i a une diminution
significative des latences et distances le deuxieme jour par rapport au premier (p <
0,0001). Il n'y a pas d'effet du facteur Groupe (Fy44 = 0,3, p > 0,8) et l'interaction Jour

x Groupe n’est pas significative (F144= 0,5, p > 0,6).

Protocole de mémoire de référence

L'analyse des performances d‘acquisition et de rétention montre que le WAY-100635
prévient les déficits d’acquisition et de rétention induits par une instillation intra-septale
de 8-OH-DPAT.

Acquisition

Les performances d’acquisition sont illustrées sur la figure 34. L'ANOVA des distances
parcourues pour rejoindre la plate-forme montre un effet significatif du facteur WAY
(F134= 7,27, p < 0,05) et du facteur DPAT (F;34 = 5,89, p < 0,5) et l'interaction entre
ces deux facteurs est significative (F134 = 4,99, p < 0,5). L'analyse post hoc sur cette
interaction montre que les rats PBS-DPAT parcourent des distances significativement
plus longues que les rats PBS-PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT (p < 0,05). L'effet du
facteur Jour est significatif (F,6s = 28,34, p < 0,0001) : les rats améliorent leurs
performances de facon significative entre le premier et le dernier jour d’acquisition (p
< 0.001). En revanche, les interactions Jour x WAY, Jour x DPAT et Jour x WAY X
DPAT ne sont pas significatives (F,6s = 0,69, p > 0,5; F,85 = 0,08, p > 0,9 et F, 45 =
1,20, p > 0,3, respectivement). En raison de I'aspect du graphique représentant les
distances moyennes parcourues au cours des 3 jours d'acquisition (figure 34.A), une
analyse post hoc sur cette interaction a été effectuée. Celle-ci montre que les rats PBS-
PBS présentent une amélioration significative de leurs performances sur les trois jours
d’acquisition (p < 0,001), ce qui n'est pas le cas des rats PBS-DPAT. En revanche, chez
les rats ayant subi une instillation intra-septale de WAY 100635, les groupes PBS et

DPAT améliorent leurs performances de facon significative entre le premier et le
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troisieme jour d‘acquisition (p < 0,05 et p < 0,001 respectivement). L’analyse des
latences débouche sur des conclusions similaires.

Protocole de mémoire de référence :
effets du WAY-100635 sur les déficits induits par la 8-OH-DPAT
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Figure 34. Effets d'une instillation intra-septale de WAY-100635 sur les effets induits par la
8-OH-DPAT durant I'acquisition dans un protocole de mémoire de référence du
test de la piscine de Morris.

Les rats ont été soumis 20 minutes avant le premier essai d’acquisition a une
instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou de WAY-100635 (WAY) a 2 ug/ ul
suivie 10 minutes plus tard d’une instillation intra-septale de PBS (0,5 pl, groupe
PBS) ou de 8-OH-DPAT (4 ug dans 0,5 nl, groupe DPAT).

A. Distances moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours
des 3 jours d'acquisition.

B. Vitesses moyennes (+ erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours des
3 jours d’acquisition.
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L'analyse des vitesses de nage ne révele qu'un effet du facteur DPAT (Fi34 = 24,65, p
< 0,001), qui est dii a des vitesses de nage significativement plus élevées chez les rats
instillés 10 minutes avant le premier essai d'acquisition avec de la 8-OH-DPAT par
rapport aux rats controles (PBS) (p < 0,001). On ne note pas d'effet des facteurs WAY
(Fi34 = 0,59, p > 0,4) ou Jour (Fy6s = 2,42, p > 0,9). Les interactions WAY x DPAT
(Fi34= 1,12, p > 0,2), Jour x WAY (F,6s = 0,06, p > 0,9), Jour x DPAT (F,6 = 1,61, p
> 0,2), Jour x WAY x DPAT ((F,6s = 0,18, p > 0,8) ne sont pas significatives.

Thigmotaxie

L'analyse du temps passé dans la zone de thigmotaxie (%) ne révéle qu'un effet du
facteur Jour (Fy34 = 6,307, p < 0,01), qui est dii a une diminution significative de la
thigmotaxie entre le premier et le dernier jour (p < 0,01). Il n'y a pas d’effet significatif
du facteur WAY (F;34 = 0,01, p > 0,9) ou DPAT (F;3 = 0,38, p > 0,5), ni de
I'interaction entre ces deux facteurs (Fy34 = 0,71, p > 0,4). Enfin, les interactions Jour
x WAY (F,6s = 0,56, p > 0,5), Jour x DPAT (F,6s = 0,23, p > 0,7), Jour x WAY X
DPAT (F,6s = 1,35, p > 0,2) ne sont pas significatives.

Rétention

Les performances lors du test de rétention sont illustrées sur la figure 35. L'ANOVA
sur les indices de rétention basés sur le temps (IRT) ne montre pas d'effet significatif
du facteur WAY (Fi34 = 2,125, p > 0,1). En revanche, l'effet du facteur DPAT est
significatif (F134 = 5,186, p < 0,05) et l'interaction entre les deux facteurs est presque
significative (Fi34 = 3,957, p = 0,055). Les comparaisons post hoc montrent que les
rats PBS-DPAT ont des performances significativement déficitaires dans le test de
rétention : leurs indices de rétention sont significativement inférieurs a ceux des PBS-
PBS (p < 0,05). En revanche, les rats WAY-DPAT ont des performances similaires aux
rats WAY-PBS. De plus, les rats PBS-DPAT ont également des performances
significativement déficitaires par rapport aux rats WAY-PBS et WAY-DPAT (p < 0,05
pour les deux comparaisons). L'analyse des indices de rétention basés sur la distance
ne montre aucun effet du facteur WAY, ni du facteur DPAT (Fy34 = 2,978, p > 0,09 et
Fi34 = 2,235, p > 0,1, respectivement). L'interaction entre ces deux facteurs est en

revanche significative (F; 34 = 4,682, p < 0,05). L'analyse post hoc révele que les rats
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PBS-DPAT ont des indices de rétention significativement inférieurs aux rats PBS-PBS,
WAY-PBS et WAY-DPAT (p < 0,05).

Protocole de mémoire de référence :

effets du WAY-100635 sur les déficits induits par la 8-OH-DPAT

Figure 35.
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Effets d’'une instillation intra-septale de WAY-100635 sur les effets induits par la
8-OH-DPAT lors du test de rétention dans un protocole de mémoire de référence
du test de la piscine de Morris.

Les rats ont été soumis 20 minutes avant le premier essai d’acquisition a une
instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou de WAY-100635 (WAY) a 2 ug/ ul
suivie 10 minutes plus tard d’une instillation intra-septale de PBS (0,5 pl, groupe
PBS) ou de 8-OH-DPAT (4 ng dans 0,5 pl, groupe DPAT). Aucun composé n’est
administré lors du test de rétention

Moyennes (% erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps (IRT)
lors du test de rétention.

# p < 0,01 (par rapport a 1)

* p < 0,05 (par rapport aux groupes PBS-PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT)

Moyennes (% erreurs types) des temps passés dans les annuli cible et hasard.
L'annulus cible correspond a la zone de la piscine qui contenait précédemment
la plate forme et I'annulus Aasard correspond a une zone de taille équivalente
placé au hasard dans la piscine.

* p < 0,01 (par rapport aux groupes PBS-PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT)
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De plus, les indices de rétention sont significativement différent de 1 chez les rats PBS-
PBS (t1,s = 5,535, p < 0,001 pour les IRT et t; s = 5,123, p < 0,001 pour les IRD), chez
les rats WAY-PBS (t;,10 = 3,737, p < 0,01 pour les IRT et t; 10 = 3,758, p < 0.01 pour
les IRD) et chez les rats WAY-DPAT (t; s = 3,598, p < 0,01 pour les IRT et t; s = 4,701,
p < 0,01 pour les IRD). Seuls les rats PBS-DPAT ne présentent pas de préférence
significative pour le quadrant cble: leurs indices de rétention ne sont pas
significativement différents de 1 (t;s = 0,722, p > 0,4 pour les IRT et t; 5= 1,012, p >
0,3 pour les IRD).

L'analyse des distances parcourues et des temps passés dans les annuli cible et hasard
montre un effet significatif du facteur Annulus (Fi44 = 100,1, p < 0,0001 pour les
distances et F; 34 = 99,14, p < 0,0001 pour les temps). Celui-ci est d{ a une préférence
significative pour I'annulus cible par rapport a lI'annulus hasard dans I'ensemble de la
population (p < 0,001 pour les distances et les temps). Il n'y a pas d'effet du facteur
WAY (Fi34= 0,2, p > 0,6 pour les distances et F;3, = 0,2, p > 0,6 pour les temps).
L'effet du facteur DPAT est significatif (F134 = 9,3, p < 0,01 pour les distances et F; 34
= 11,87, p < 0,01 pour les temps) et l'interaction WAY x DPAT est significative (F 34
= 8,8, p < 0,01 pour les distances et Fi34 = 12,72, p > 0,01 pour les temps).
L'interaction Annulus x WAY n’est pas significative (Fi34 = 0,6 , p > 0,4 pour les
distances et Fi3, = 0,6, p > 0,4 pour les temps), mais on reléeve une interaction
significative entre les facteurs Annulus et DPAT (F; 34 = 5,5, p < 0,05 pour les distances
et F134 = 8,33, p < 0,01 pour les temps). La triple interaction est significative (Fy 44 =
6,0, p < 0,05 pour les distances et Fy44 = 9,65, p < 0,01). Lanalyse post hoc montre
que les rats des groupes PBS-PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT manifestent une préférence
significative pour I'annulus cible par rapport a lI'annulus hasard (p < 0,01 pour les
distances et les temps), ce qui n'est pas le cas des rats du groupe PBS-DPAT. De plus,
les rats PBS-DPAT passent significativement moins de temps dans l'annulus cib/e que
les rats PBS-PBS, WAY-PBS et WAY-DPAT (p < 0,05 pour les distances et p < 0,01
pour les temps).

L'analyse du temps passé et de la distance parcourue dans la zone de thigmotaxie ne
révele aucun effet significatif, ni du facteur WAY (F;34= 2,00, p > 0,1 et Fi3,.= 1,73, p
> 0,1, respectivement), ni du facteur Traitement (Fi34= 1,34, p > 0,2 et F134= 0,2, p
> 0,6, respectivement), ni de l'interaction entre ces deux facteurs (Fi34= 0,79, p > 0,3

et F134= 1,37, p > 0,2, respectivement).
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Enfin, I'analyse des vitesses ne révele aucune différence significative entre les groupes.
On ne note pas d'effet du facteur WAY (F;34 = 0,28, p > 0,6) ou DPAT (Fy34 = 1,54, p

> 0,2). L'interaction entre ces 2 facteurs n’est pas significative (F;34 = 0,00, p > 0,9).

Résumé des résultats :

Nos résultats montrent qu’une instillation intra-septale de WAY-100635 empéche le
déficit d’acquisition et de rétention ultérieure induit par une instillation de 8-OH-DPAT
avant chaque séance d'acquisition. En revanche, le WAY-100635 n'a pas d'effet sur

I'augmentation de la vitesse de nage induite pas la 8-OH-DPAT.

3. Administration intra-septale de SB-269970

Suite aux résultats indiquant que le WAY-100635 antagonise les effets de la 8-OH-
DPAT, l'activation seule des récepteurs 5-HT; du septum médian ne permet pas
d’induire un déficit d’acquisition et de rétention. Néanmoins, comme le WAY-100635
n‘a aucun effet sur I'augmentation de la vitesse induite par l'instillation intra-septale de
8-OH-DPAT, il se peut que cet effet soit consécutif a I'activation des récepteurs 5-HT;
du septum médian. Afin de confirmer I'implication des récepteurs 5-HT;x du septum
médian dans les déficits induits par la 8-OH-DPAT, nous avons effectué une troisieme
expérience visant a évaluer les effets d'un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT5, le
SB-269970 (Hagan et coll., 2000), sur les déficits induits par une instillation intra-
septale de 8-OH-DPAT avant l'acquisition.

A. Animaux

42 rats males de la souche Long-Evans équipés d'une canule-guide ciblée sur le

septum médian sont utilisés.
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B. Test de la piscine de Morris

Les rats sont testés dans le test de la piscine de Morris, dans le dispositif et selon le
protocole habituel (voir paragraphe 1.B. Test de la piscine de Morris de
I'expérience 2). Ils sont d’abord soumis a deux jours consécutifs de pré-entrainement
avec une plate-forme visible. Le deuxiéme jour de pré-entrainement, tous les rats
subissent une instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS, 10 minutes avant le premier

essai.

Les rats sont ensuite soumis a un test de mémoire de référence selon le protocole
désormais classique. Au cours des trois jours d'acquisition, les rats subissent une
premiére instillation intra-septale de 0,5 ul PBS ou de SB-269970 (1ug/ul), 20 minutes
avant le premier essai de chaque séance quotidienne de 4 essais d'acquisition. Cette
premiére instillation est suivie, 10 minutes plus tard (soit 10 minutes avant le premier
essai d'acquisition), d'une instillation intra-septale de PBS ou de 8-OH-DPAT (groupe
PBS-PBS, n = 11 rats ; groupe PBS-DPAT, n = 10 rats ; groupe SB-PBS, n = 11 rats ;
groupe SB-DPAT, n = 10 rats). Le quatrieme jour, tous les rats sont testés quant a leur
capacité a se souvenir de I'emplacement de la plate-forme invisible au cours d'un test
de rétention de 60 secondes. Aucune instillation n’est effectuée au cours de ce test de

rétention.

C. Analyses statistiques

Toutes les analyses sont réalisées de la méme facon que dans l'expérience visant a
déterminer les effets du WAY 100635.

D. Résultats

Histologie

A l'issue de l'observation des coupes histologiques, les performances de 6 rats ont été
écartées des analyses statistiques en raison d’'une mauvaise implantation de leur

canule-guide. Aucune différence au niveau de l'organisation tissulaire du septum

médian ou au niveau de l'activité de I'AChE hippocampique ou septale n’est détectée

188



1°"® partie expérimentale : résultats

entre les 4 groupes expérimentaux (non illustré). A l'issue de I'analyse histologique, il
reste donc 8 rats dans le groupe PBS-PBS, 9 rats dans le groupe PBS-DPAT, 10 rats
dans le groupe SB-PBS et 9 rats dans le groupe SB-DPAT.

Pré-entrainement

Les ANOVAs sur les distances parcourues et les latences d'accés a la plate-forme visible
ne montrent pas d'effet significatif du facteur Groupe (F333= 0,2, p > 0,5etF533=0,4,
p > 0,7, respectivement). L'effet du facteur Jour est significatif (F;3; = 255,2, p <
0,0001 etF;33 = 401,5 p < 0,0001, respectivement) et se caractérise par une
diminution significative des distances et latences entre le premier et le deuxieme jour
de pré-entrainement (p < 0,001 pour les distances et les latences). L'interaction
Groupe X Jour n'est pas significative (Fs33 = 0.6, p > 0.5 etF;33 = 0,9, p > 04,
respectivement). L'analyse des vitesses montre uniquement un effet du facteur Jour
(F133= 173.1, p < 0.0001), qui est d{ a une augmentation significative de la vitesse de
nage entre le premier et le deuxieme jour de pré-entrainement (p < 0,001). Il n'y a
pas d'effet du facteur Groupe (F333 = 1.6, p > 0.2) ni d'interaction Groupe x Jour (F3 73
=1.8,p > 0.1).

Protocole de mémoire de référence

L'analyse des performances montre que le SB-269970, administré directement dans le
septum, n‘a pas d'effet sur les déficits d'acquisition et de rétention induits par une
instillation intra-septale de 8-OH-DPAT.

Acquisition

Les performances des rats au cours de I'acquisition sont représentées sur la figure 36.
L'analyse des distances d'acces a la plate-forme invisible révele un effet significatif du
facteur DPAT (Fi33 = 11,67, p < 0,01): les rats DPAT présentent des distances
significativement plus longues avant d'atteindre la plate-forme que les rats PBS (p <
0,01). L'effet du facteur Jour (F,e = 12,96, p < 0,0001) est significatif et I'analyse
post hoc montre que les rats améliorent leurs performances entre le premier et le
dernier jour d'acquisition (p < 0,001). Il n'y a pas d’effet significatif du facteur SB (Fi .44
= 0,24, p > 0,5) et linteraction SB x DPAT n’est pas significative (Fi33 = 0,42, p >
0,5). De plus, les interactions Jour x SB, Jour x DPAT et Jour x SB x DPAT ne sont
pas significatives (F,66 = 0,03, p > 0,5; F66 = 1,61, p > 0,2 et F,66 = 2,10, p > 0,1).
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En raison de I'aspect du graphique représentant les distances moyennes parcourues au
cours des trois jours d'acquisition (figure 36.A), une analyse post hoc a été effectuée
sur l'interaction entre le facteur SB et le facteur DPAT et sur la triple interaction Jour x
SB x DPAT. Globalement, les rats PBS-DPAT parcourent des distances
significativement plus longues que celles des rats PBS-PBS. Chez les rats injectés avec
du SB-269970, les rats DPAT ont tendance a parcourir des distances significativement
plus longues que les rats PBS (p = 0.059). De plus, I'analyse post hoc montre que
seuls les rats du groupe PBS-PBS améliorent leurs performances de facon significative
au cours des 3 jours d’acquisition.

L'analyse des latences pour trouver la plate-forme débouche montre des effets
similaires. On constate un effet significatif du facteur DPAT (F,33 = 4,50, p < 0,05) :
les rats DPAT parcourant des distances plus longues avant d'atteindre la plate-forme
que les rats PBS (p < 0,05). L'effet du facteur Jour (F,e = 13,89, p < 0,0001) est
significatif et I'analyse post hoc montre que les rats améliorent leurs performances
entre le premier et le dernier jour d'acquisition (p<0,001). Il n'y a pas d'effet du
facteur SB (Fy33 = 0,05, p > 0,8) et l'interaction SB x DPAT n’est pas significative (Fy 33
= 0,79, p > 0,3). De plus, les interactions Jour x SB, Jour x DPAT et Jour x SB X
DPAT ne sont pas significatives (F,65 = 0,05, p > 0,9 ; F66 = 1,80, p > 0,1 et F,66 =
1,81, p > 0,1).

L'analyse des vitesses ne révele qu’un effet significatif du facteur DPAT (F;3; = 24,65,
p < 0,0001) : les rats DPAT nagent significativement plus vite que les rats PBS (p <
0,001). Il n'y a pas d'effet du facteur SB (F;33 = 0,59, p > 0,4), ni d’interaction
significative entre les facteurs DPAT et SB (Fi33 = 1,12, p > 0,2). L'effet du facteur
Jour n'est pas significatif (F,66 = 2,42, p > 0,09). Enfin, les interactions Jour x SB,
Jour x DPAT et Jour x SB x DPAT ne sont pas significatives (F,¢s = 0,06, p > 0,9 ;
Foe6= 1,61, p> 0,2 et Fp66 = 0,18, p > 0,8).
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Protocole de mémoire de référence :
effets du SB-269970 sur les déficits induits par la 8-OH-DPAT
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Figure 36. Effets d’'une instillation intra-septale de SB-269970 sur les effets induits par la
8-OH-DPAT durant l'acquisition dans un protocole de mémoire de référence du
test de la piscine de Morris.

Les rats ont été soumis 20 minutes avant le premier essai d‘acquisition a une
instillation intra-septale de 0,5 pl de PBS ou de SB-269970 (SB) a 2 ug / ul suivie
10 minutes plus tard par une instillation intra-septale de PBS (0,5ul, groupe PBS)
ou de 8-OH-DPAT (4ug dans 0,5ul, groupe DPAT).

A. Distances moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours
des 3 jours d’acquisition.

B. Vitesses moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours des
3 jours d’acquisition.
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Thigmotaxie

L'analyse de la distance parcourue et du temps passé dans la zone de thigmotaxie (%)
ne montre qu’un effet significatif du facteur Jour (F,6 = 17,93, p < 0,001 et F 66 =
16,59, p < 0,001, respectivement), caractérisé par une diminution significative de la
thigmotaxie entre le premier et le dernier jour d’acquisition (p < 0,001). Il n'y a pas
d’effet du facteur SB (F,;33 = 0,13, p > 0,7 pour les distances et F;33 = 0,05, p > 0,8
pour les temps), ni d'effet du facteur DPAT (F; 33 = 1,74, p > 0,1 pour les distances et
Fi33 = 1,15, p > 0,2 pour les temps), ni d'interaction entre ces deux facteurs (Fy33 =
0,39, p > 0,5 pour les distances et Fi33 = 0,12, p > 0,7 pour les temps). Enfin, les
interactions Jour x SB, Jour x DPAT et Jour x SB x DPAT ne sont pas significatives
(Fo66 = 0,07, p > 0,9 ; F,66 = 0,76, p > 0,4 et F,66 = 2,02, p > 0,1 respectivement
pour les distances et F,66= 0,09, p > 0,9 ; F266= 0,34, p > 0,7 et F,66 = 1,25, p > 0,2

respectivement pour les temps).

Rétention

Les performances des rats au cours du test de rétention sont illustrées sur la figure
37. Lors du test de rétention, les ANOVAs sur les indices de rétention basés sur le
temps (IRT) et la distance (IRD) ne montrent pas d’effet significatif du facteur SB (F; 33
= 1,74, p > 0,2 pour les IRT et F; 33 = 2,36, p > 0,1 pour les IRD). En revanche, I'effet
du facteur Traitement est significatif (F;3; = 15,49, p < 0,001 pour les IRT et F; 33 =
21,77, p < 0,001 pour les IRD): les indices de rétention des rats DPAT sont
significativement moins élevés que ceux des rats PBS (p < 0,001). L'interaction entre
les deux facteurs SB et Traitement n’est pas significative (F; 33 = 0,35, p > 0,5 pour les
IRT et Fy33 = 0,37, p > 0,5 pour les IRD). Afin de préciser les effets de la 8-OH-DPAT
selon I'administration préalable de SB-269970 ou de PBS, une analyse post hoc a été
effectuée sur l'interaction. En ce qui concerne les IRT, les rats SB-PBS ont des indices
de rétention significativement plus élevés que ceux des rats SB-DPAT (p < 0,01) et des
rats PBS-DPAT (p < 0,001). De méme, les rats PBS-PBS ont des indices de rétention
significativement plus élevés que ceux des rats PBS-DPAT (p < 0,05) et des rats SB-
DPAT (p < 0,05). Lorsque les IRD sont considérés, les rats PBS-PBS ont des indices de
rétention presque significativement plus élevées que ceux des rats PBS-DPAT (p =
0,061) et que ceux des rats SB-DPAT (p = 0,073). Les IRD des rats SB-PBS sont
significativement différents de ceux des SB-DPAT (p < 0,01) et des rats PBS-DPAT (p
< 0,001).
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Protocole de mémoire de référence :

effets du SB-269970 sur les déficits induits par la 8-OH-DPAT

Figure 37.
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Effets d’'une instillation intra-septale de SB-269970 sur les effets induits par la
8-OH-DPAT lors du test de rétention dans un protocole de mémoire de référence
du test de la piscine de Morris.

Les rats ont été soumis 20 minutes avant le premier essai d'acquisition a une
instillation intra-septale de 0,5 pl de PBS ou de SB-269970 (SB) a 2 ug / ul suivie
10 minutes plus tard dune instillation intra-septale de PBS (0,5 ul, groupe PBS)
ou de 8-OH-DPAT
(4 ug dans 0,5 pl, groupe DPAT). Aucun composé n'est administré lors du test de
rétention

Moyennes (z erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps lors du
test de rétention.

# p < 0,01 (par rapport a 1)

* p < 0,01 par rapport aux groupes PBS-PBS et SB-PBS)

Moyennes (% erreurs types) des temps passés dans les annuli cible et hasard.
L'annulus cible correspond a la zone de la piscine qui contenait précédemment
la plate forme et I'annulus Aasard correspond a une zone de taille équivalente
placé au hasard dans la piscine.
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Les comparaisons des moyennes des indices de rétention a 1, valeur correspondant a
une recherche au hasard dans la piscine, confirment le déficit de rétention des rats
instillés avec de la 8-OH-DPAT. Ainsi, les moyennes des indices de rétention des rats
PBS-DPAT (t;s = 0,46, p > 0,6 pour les IRT et t;s= 1,1, p > 0,6 pour les IRD) et des
rats SB-DPAT (t;s = 1,66, p > 0,1 pour les IRT et t;s = 1,71, p > 0,1 pour les IRD) ne
sont pas significativement différentes de 1, ce qui indique que ces rats ne présentent
pas de préférence significative pour le quadrant cible. En revanche, les moyennes des
indices de rétention des rats PBS-PBS (t;; = 5,87, p < 0,001 pour les IRT et t; ; = 3,55,
p < 0,001 pour les IRD) et des rats SB-PBS (t; o = 4,83, p < 0,001 pour les IRT et t; o =

5,10, p < 0,001 pour les IRD) sont significativement supérieures a 1.

L'analyse des temps passés et des distances parcourues dans les annuli cible et hasard
révéle un effet significatif du facteur Annulus (F; 33 = 42,03, p < 0,001 pour les temps
et Fi33 = 33,31, p < 0,001 pour les distances) indiquant que les rats manifestent une
préférence significative pour I'annulus c¢ible par rapport a I'annulus Aasard (p < 0,001).
Il n'y a pas d'effet du facteur SB (F; 33 = 1,35, p > 0,2 pour les temps et F; 331,35, p >
0,2 pour les distances). L'effet du facteur Traitement est significatif (F;3; = 6,49, p <
0,05 pour les temps et Fy33 = 5,40, p < 0,05 pour les distances) : les rats DPAT
passent plus de temps et parcourent plus de distance dans les deux annuli que les rats
PBS (p < 0,05). Il n'y a pas d'interaction entre les facteurs SB et Traitement (F;3; =
0,39, p > 0,5 pour les temps et Fi33 = 0,39, p > 0,5 pour les distances) ni entre les
facteurs Annulus et SB (F;3;3 = 0,39, p > 0,5 pour les temps et F;33 = 2,81, p > 0,1
pour les distances). En revanche, l'interaction Annulus x DPAT est significative (Fy 33 =
24,92, p < 0,001 pour les temps et Fi33 = 17,94, p < 0,001 pour les distances).
L'analyse post hoc sur cette interaction révele que les rats PBS ont une préférence
significative pour l'annulus cible par rapport a I'annulus hasard (p < 0,001). Les rats
DPAT, en revanche, ne présentent pas une telle préférence pour I'un ou l'autre des
annuli. Enfin, la triple interaction SB x Traitement x Annulus n‘est pas significative
(Fi33=10,12, p > 0,7 pour les temps et F; 33 = 0,56, p > 0,4).

L'analyse des % de temps passé et de distance parcourue dans la zone de thigmotaxie
ne révele aucun effet, ni du facteur SB (F;3; = 2,00, p > 0,1 et F;33= 1,73, p > 0,1,
respectivement), ni du facteur Traitement (F;3;= 1,34, p > 0,2 et Fi33=0,2, p > 0,6,
respectivement), ni de l'interaction entre ces deux facteurs (Fi33 = 0,79, p > 0,3 et

Fi33= 1,37, p > 0,2, respectivement).
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Enfin, l'analyse des vitesses ne révéle aucune différence significative. Il n'y a pas
d’effet du facteur SB (F,33 = 0,28, p > 0,6) et du facteur DPAT (F;3;3 = 1,54, p > 0,2).

L'interaction entre ces 2 facteurs n’est pas significative (F; 33 = 0,00, p > 0,9).

Résumé des résultats :

Nos résultats montrent qu’une instillation intra-septale de SB-269970 n‘a pas d’effet sur
le déficit d’acquisition et de rétention ultérieure induit par une instillation pré-
acquisition de 8-OH-DPAT dans le septum médian. De plus, le SB-269970 n'a pas

d'effet sur I'augmentation de la vitesse de nage induite pas la 8-OH-DPAT.
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Tableau 6. Synthése des résultats de la 1° partie expérimentale :
Implication des récepteurs 5-HT,, dans les processus de mémoire spatiale

Expérience

Nombre de rats
(aprés histo)

Résultats

Expérience la

1. Validation du protocole dans le labyrinthe en croix 2,5lux =10 Les rats 30 lux présentent une
surélevé 10lux=9 anxiété accrue par rapport aux
30 lux =10 rats 2,5 et 10 lux
2. Effets de la 8-OH-DPAT sur I'anxiété mesurée dans le PBS =8 DPAT: &
labyrinthe en croix surélevé DPAT =7 '
Expérience 1b
Effets de la 8-OH-DPAT dans le test d'orientation guidée PBS = 10 DPAT: & acquisition
. DPAT = 10 A thigmotaxie
Expérience 1c
Effets de la 8-OH-DPAT sur |'activité locomotrice spontanée | PBS = 10 A les 5 premiéres minutes
DPAT = 8 immédiatement apres l'instillation
Expérience 2
1. Effets de la lidocaine avant ou aprés I'acquisition PRE-PBS = 7 PRE-LIDO :
Instillation intra-septale de LIDO 10 mn avant (PRE) ou EERJE:I[_IF%OS i 112 ® acquisition et retention
immédiatement aprés (POST) l'acquisition et test de rétention sans } . POST-LIDO : &
drogue (délai = 24h) POST-LIDO = 8
2. Effets de la lidocaine sur la rétention EIBDSO= 99 LIDO : @ rappel (IR)
Acquisition sans drogue et LIDO 10 mn avant le test de rétention B
(délai = 24h)
Expérience 3
1. Effets de la 8-OH-DPAT avant ou aprés l'acquisition PRE-PBS = 20 PRE-DPAT :
o PRE-DPAT = 19 ® acquisition + ns thigmotaxie
Instillat tra-septale de 8-OH-DPAT 10 t (PRE
nstillation intra-septale de mn avant (PRE) ou POST-PBS = 20 et 4 vitesse

immédiatement aprés (POST) l'acquisition et test de rétention sans
drogue (délai = 24h)

POST-DPAT = 18

® rétention + M thigmotaxie

POST-DPAT : ©
2. Effets de la 8-OH-DPAT sur la rétention E%SA_I_: 1010 DPAT: & rappel
Acquisition sans drogue et 8-OH-DPAT 10 mn avant le test de - Ans thigmotaxie et 1 vitesse
rétention (délai = 24h)
3. Effets de la 8-OH-DPAT sur la consolidation a long-terme iE:EE;SA'I': =1110 1h-DPAT :
Instillation intra-septale de 8-OH-DPAT a différents délais (1-6h) 2h-PBS = 10 ® rétention (annulus)
aprées l'acquisition et test de rétention sans drogue (délai = 24h) 2h-DPAT = 8 >h-DPAT
4h-PBS = 11 i :
4h-DPAT = 10 ® rétention (IR et annulus)
6h-PBS = 7
6h-DPAT = 9
Expérience 4 NaCI-PBS = 13 NaCl-DPAT : ® acquisition et
1. Administration systémique de WAY-100635 NaCl-DPAT = 12 rétention
Instillation intra-septale de 8-OH-DPAT 10 mn avant I'acquisition et vaﬁz:g?’i'l':—lzll WAY-DPAT : & acquisition et
test de rétention sans drogue (délai = 24h). WAY-100635 - rétention + /N vitesse
administré en i.p. 20 mn avant la 8-OH-DPAT
2. Administration intra-septale de WAY-100635 PBS-PBS = 9 P?S'D_PAT : ® acquisition et
WAY-100635 administré en intra-septale 10 t PBS DPAT =9 retention
- administré en intra-septale 10 mn avan 2 — L
la 8-OH-DPAT (soit 20 mn avant l'acquisition) wﬁi_g?,i.r =1:}3 WAY-DPAT : & acquisition et
rétention + /M vitesse
3. Administration intra-septale de SB-269970 Egg;%i.r: =89 PBS-DPAT : ® acquisition et
SB-269970 administré en intra-septale 10 mn avant SB-PBS = 10 retention
la 8-OH-DPAT (soit 20 mn avant l'acquisition) SB-DPAT =9 SB-DPAT : & acquisition et

® rétention + A vitesse

Abréviations : A : augmentation significative ; o : pas de déficit ; s : augmentation non significative
(tendance) ; ® déficit ; i.p. : intra-péritonéale ; IR : indice de rétention.
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Dans cette premiére partie expérimentale du travail, notre objectif était de caractériser
I'implication des récepteurs 5-HT;4 du septum médian dans les processus d’encodage,
de consolidation a court et plus long terme et de rappel d’informations spatiales dans
une tache de mémoire de référence dans le test de la piscine de Morris. Dans un
premier temps, nous avons d’abord cherché a savoir si ces récepteurs étaient impliqués
dans des fonctions non mnésiques telle que l'anxiété, l'activité locomotrice et les
capacités sensorimotrices, motivationnelles et attentionnelles requises dans le test de
la piscine de Morris. Nos résultats montrent qu’a la dose que nous avons utilisée (4
ug), la 8-OH-DPAT, lorsqu’elle est administrée dans le septum médian, n‘induit pas de
modification de l'anxiété mesurée dans le labyrinthe en croix surélevé. Une telle
instillation provoque en revanche une augmentation de I'activité locomotrice spontanée
des rats en cage délevage, mais uniquement au cours des 5 premiéres minutes
suivant linstillation. Enfin, la 8-OH-DPAT n'a pas d'effet sur l'orientation guidée,
suggérant gu’elle n'interfére pas avec les capacités motivationnelles, sensorimotrices et
attentionnelles requises pour la réussite dans cette tache. Dans un deuxieme temps,
nous avons validé la sensibilité de notre protocole de mémoire de référence a une
inactivation réversible du septum médian a différents moments de la mise en jeu d'un
processus mnésique. Nos résultats montrent que i) des rats sont capables d'apprendre
la localisation de la plate-forme invisible sur 3 jours d'acquisition, a raison de 4 essais
par jour, puis de récupérer cette information 24 heures aprés dans un test de
rétention; ii) qu‘une inactivation réversible du septum médian perturbe I'acquisition
lorsque la lidocaine est instillée avant chaque séance d’acquisition (4 essais / jour),
mais n‘avait pas d'effet lorsqu'elle est instillée immédiatement apres chaque séance
d’acquisition et, (iii) dans un test de rétention effectuée 24 heures aprés la fin de
I'acquisition, la lidocaine altére le rappel d'informations apprises sans aucune instillation
préalable de composés pharmacologiques. Ce protocole de test et d'instillations a
ensuite été utilisé pour évaluer les effets d'instillations intra-septales de 8-OH-DPAT
(4ug / 0,5 ul). La 8-OH-DPAT administrée avant les séances d'acquisition perturbe
I'apprentissage de la position de la plate-forme invisible et cet effet est contrebalancé
par 'administration préalable, par voie systémique ou en intra-septale de WAY-100635,
un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT;a. En revanche, le déficit d'acquisition et de
rétention induit par I'administration pré-acquisition de 8-OH-DPAT n’est pas affecté par
une administration préalable de SB-269970, un antagoniste sélectif des récepteurs 5-

HT;. Lorsque la 8-OH-DPAT est instillée immédiatement, 4 h ou 6h aprés chaque
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séance d‘acquisition, les performances d’acquisition ne sont pas altérées, de méme que
les performances de rétention évaluée 24 heures apres la fin de l'acquisition. En
revanche, lorsque les instillations de 8-OH-DPAT ont lieu 2 h apreés chaque séance
d’acquisition, les rats ne manifestent pas de préférence pour la localisation de la plate-
forme invisible. Lorsque les instillations de 8-OH-DPAT ont lieu 1h aprés chaque séance
d’acquisition, le rappel est légérement affecté dans le sens ou les rats ne manifestent
pas de préférence pour lannulus-cible, mais leur recherche se focalise
préférentiellement sur le quadrant cible. Lorsque la 8-OH-DPAT est administrés avant
un test de rétention qui fait suite a une acquisition sans traitement pharmacologique,
les performances de rappel sont normales. L'ensemble de nos résultats suggére donc
que les récepteurs 5-HT;a jouent un role important dans la régulation des processus
d’encodage des informations spatiales, mais également, dans une certaine mesure,
dans leur consolidation au cours d'une fenétre temporelle de 1h a moins de 4 h aprés

la fin de l'acquisition.

1. ROle des récepteurs 5-HT;4 du septum médian dans les fonctions

non mneésiques.

a) Rbéle des récepteurs 5-HT;4 du septum médian dans I'anxiété

Nous avons montré qu’une instillation intra-septale de 4 ug de 8-OH-DPAT dans le
septum médian n‘a pas d’effet sur le comportement de rats dans le labyrinthe en croix
surélevé. D'une part, les indices mesurant I'anxiété (le % d’entrées et de temps passé
dans les branches ouvertes, le nombre d’entrées et le temps passé dans la plate-forme
centrale) ne sont pas affectés par la 8-OH-DPAT. D‘autre part, les indices de
locomotion (nombre total d’entrées dans toutes les branches et nombre total d’entrées
dans les branches fermées) ne sont pas non plus affectés par la 8-OH-DPAT.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Menard et Treit (1998) dans le
labyrinthe en croix surélevé avec une dose proche de celle que nous avons utilisée (5
ug), ce qui indiquerait qu’une activation des récepteurs 5-HT;a du septum médian n'a

pas d'effet sur l'anxiété provoquée par le conflit d'approche/évitement des branches
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ouvertes dans le labyrinthe en croix surélevé. Pourtant, nos résultats et ceux de
Menard et Treit (1998) ne s‘accordent pas avec les études mettant en évidence un
effet anxiolytique dans le labyrinthe en croix surélevé suite a une Iésion du septum
(Treit et coll., 1993 ; Menard et Treit, 1996 ; Treit et Menard, 1997). De méme, une
inactivation réversible du septum médian avec de la tétrodotoxine induit un effet
anxiolytique dans ce méme test (Degroot et Treit, 2004). Cependant, alors que les
lésions réversibles ou irréversibles invalident I'activité de I'ensemble du septum,
I'inhibition induite par la 8-OH-DPAT est limitée aux neurones du septum médian qui
expriment les récepteurs 5-HT;a. Et, bien que /n vitro I'activation des récepteurs 5-HTia
postsynaptiques, inhibe I'activité neuronale au niveau du septum (Van den Hooff et
Galvan, 1992 ; Leischman et coll., 1994), nos résultats /7 vivo montrent que ces
récepteurs n’apparaissent pas jouer un role dans la modulation septale de I'anxiété
mesurée dans le labyrinthe en croix surélevé.

Nos conclusions se basent sur la prise en compte du pourcentage de temps passé et
d’entrées dans les branches ouvertes, de méme que sur le nombre d’entrées et de
temps passé dans la plate-forme centrale comme indices d‘anxiété, mais plusieurs
travaux ont suggéré que d’autres indices, plus éthologiques et dits ‘d‘évaluation du
risque’, pourraient également refléter le niveau d’anxiété de I'animal (Griebel et coll.,
1997 ; Rodgers et Dalvi, 1997). Ces indices caractérisent les comportements
d’évaluation du risque face a une situation potentiellement dangereuse pour I'animal,
par exemple la présence d'un prédateur, ou un environnement nouveau et ouvert
comme dans le labyrinthe en croix surélevé. Plusieurs auteurs ont ainsi montré, que
dans le labyrinthe en croix surélevé, les rats manifestent différents types de
comportements envers les branches ouvertes, par exemple des mouvements de téte
(head dipping) ou un étirement du corps (tentatives d’entrées) suivi d’'un retrait dans
les branches fermées (stretched attend posture, voir Rodgers et Dalvi, 1997, pour
revue) et ces comportements sont d‘autant plus fréquents que l'animal est anxieux.
Griebel et collaborateurs (1997) ont montré que les agonistes des récepteurs 5-HTia
comme la 8-OH-DPAT ou la buspirone (en injection systémique) diminuent les
comportements d’évaluation du risque alors qu'ils n‘ont pas d'effet sur les indices
traditionnels d’anxiété : le pourcentage d’entrées et de temps passé dans les branches
ouvertes. De ce fait, il serait intéressant d'intégrer dans nos futures études une
quantification de ce type d'indices dans I'optique d'une analyse plus fine des effets

d‘une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT. Ainsi, une instillation de 2 ug de 8-OH-
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DPAT dans le septum médian (la plus forte dose testée) naffecte pas les pourcentages
d’entrées et de temps passé dans les branches ouvertes, alors qu'elle provoque une
augmentation significative du nombre de mouvements de téte vers les branches
ouvertes, suggérant un effet anxiogéne de cette dose (De Almeida et collaborateurs
(1998).

Nos résultats sont différents de ceux obtenus par Micheau et Van Marrewijk (1999),
Cheeta et collaborateurs (2000) et De Almeida et collaborateurs (1998). Tous ces
auteurs ont évalué les effets d'une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT sur les
performances de souris ou de rats femelles dans le labyrinthe en croix surélevé. Dans
ces études, I'activation septale des récepteurs 5-HT;4/5-HT> entraine une augmentation
significative (De Ameida et coll., 1998) ou proche de la significativité (Micheau et Van
Marrewijk, 1999 ; Cheeta et coll., 2000) de I'anxiété évaluée a partir des pourcentages
d’entrées et de temps passé dans les branches ouvertes. Cependant, Cheeta et
collaborateurs (2000) injectent la 8-OH-DPAT dans le septum latéral, région du septum
dont les caractéristiques neurochimiques, les connexions afférentes et efférentes de
méme que l'implication fonctionnelle, different de celles du septum médian. Micheau et
Van Marrewijk (1999) injectent la 8-OH-DPAT dans le septum médian, mais il est
intéressant de noter que le niveau des variables traduisant I'anxiété chez les souris
témoins était considérablement plus bas que celui de nos rats ou des rats de Menard et
Treit. Or, de nombreux travaux indiquent que les effets anxiolytiques ou anxiogenes
d’'un composé pharmacologique peuvent dépendre de ce niveau basal d’anxiété (pour
revue, Hogg, 1996). Ainsi, un effet anxiogéne de la 8-OH-DPAT est mis en évidence
chez des rates présentant un niveau d'anxiété de base similaire a celui relevé dans
notre étude, mais uniquement a une dose de 0,5ug, la dose de 0,1 pug n‘ayant pas
d'effet, et celle de 2 ug seulement sur le nombre de mouvements de tétes vers les
branches ouvertes (augmentation significative), que nous n‘avons pas évalué dans
notre expérience (De Almeida et coll., 1998).

Dans notre étude, nous avons choisi de tester des rats ayant été soumis a une
habituation similaire a celle des rats testés dans la piscine de Morris, et nos résultats
indiquent que, chez ces rats habitués, la 8-OH-DPAT n’affecte pas I'anxiété. Le choix
de ce test nous a paru approprié, parce que, comme dans le test de la piscine de
Morris, il confronte I'animal a un environnement aversif (I'eau pour le test de la piscine

de Morris, le caractére ouvert et nouveau des branches ouvertes pour le labyrinthe en
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croix surélevé). Néanmoins, I'étude de l'implication des récepteurs 5-HTix du septum
médian dans I'anxiété nécessiterait I'utilisation d’autres tests mesurant d’autres aspects
de l'anxiété. Ainsi, l'effet anxiolytique d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT
dans le test d’enfouissement d’'une sonde électrifié (Menard et Treit, 1998) plaide en

faveur d’une telle nécessité.

De plus, Handley et Mac Blame (1993) ont montré que les effets d'une injection
systémique de 8-OH-DPAT peuvent dépendre du niveau de luminosité ambiante autour
de labyrinthe en croix surélevé. La 8-OH-DPAT apparait anxiolytique a 170 lux et
anxiogene a 785 lux. Il serait donc intéressant d'évaluer les effets d'une instillation
intra-septale de 8-OH-DPAT a différents niveaux de luminosité. En effet, dans le test
de la piscine de Morris la luminosité est nettement supérieure a 10 lux (environ 100

lux).

b) Réle des récepteurs 5-HT;4 du septum médian dans I'activité locomotrice

Nous avons montré qu’une instillation de 8-OH-DPAT dans le septum médian n‘affecte
I'activité locomotrice spontanée que trés brievement, au cours des cing premieres
minutes suivant linstillation. Aprés 5 minutes, les rats traités avec de la 8-OH-DPAT
présentent une activité locomotrice similaire a celle des rats témoins. Il est intéressant
de noter que linstillation elle-méme, quel que soit le composé, entraine une
augmentation significative de l'activité locomotrice pendant la premiere heure suivant
I'injection, augmentation qui s'estompe deés la deuxieme. Cest une observation
caractéristique d’une injection ou instillation chez le Rat, et elle semble plutét liée au
stress de la manipulation du rat lors de linjection du composé plutét que a la
modulation du septum médian par le composé pharmacologique actif ou inactif. L'ajout
d'un groupe témoin, dont les rats seraient manipulés comme s'ils subissaient
l'instillation, mais sans qu'aucune solution ne soit injectée dans le septum médian,

permettrait d'élucider définitivement sur cette question.
A notre connaissance, aucune étude ne s'est intéressée au role des récepteurs 5-HTa

du septum médian sur l'activité locomotrice spontanée des rats. Des injections

systémiques de 8-OH-DPAT induisent, selon les études, une augmentation ou une
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diminution de l'activité locomotrice (Tricklebank, 1984 ; Carli et coll., 1989 ; Evenden
et coll., 1990 ; Ahlenius et coll., 1991 ; Jackson et coll., 1998 ; Carey et coll., 2004).
Ces effets contradictoires semblent s’expliquer par les différentes doses utilisées : des
doses faibles, qui stimulent de maniere préférentielle les autorécepteurs des neurones
sérotoninergiques des noyaux du raphé, induisent une diminution de Iactivité
locomotrice, alors que des doses plus importantes, agissant également sur les
récepteurs post-synaptiques des zones de projection du systéeme sérotoninergique,
induisent une augmentation de l'activité locomotrice. Néanmoins, d‘autres données
évaluant I'activation locale des récepteurs 5-HT;x dans une région cérébrale ne valident
pas forcément cette hypothese. En effet, alors qu’une surexpression des récepteurs 5-
HT;a dans le cortex et I'hippocampe de souris diminue l'activité locomotrice, cette
diminution étant méme potentialisée par une instillation intra-hippocampique de 8-OH-
DPAT (Bert et coll., 2006), une telle instillation induit une augmentation significative de
I'activité locomotrice chez le cobaye (Wilkinson et coll. 1994). L'éventuelle implication
des récepteurs 5-HT; dans la régulation de I'activité locomotrice reste donc a préciser.
Nos résultats montrent cependant que ceux du septum médian ne participent pas a

une telle modulation.

Toutefois, en plus des évaluations faites lors du test en cage d'élevage, il est a noter
que dans le test de la piscine de Morris, une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT
induit de maniere constante une augmentation de la vitesse de nage des rats. Cette
observation a également été effectuée par Jeltsch et collaborateurs (2004), ainsi que
par plusieurs auteurs évaluant les effets d'une administration systémique de 8-OH-
DPAT dans la piscine de Morris (Riekkinen et coll., 1995 ; Kant et coll., 1996 ; Littgen
et coll., 2005a). De ce fait, il se peut que dans une tache stressante comme le test de
la piscine, une activation des récepteurs 5-HT4/5-HT; du septum médian induise une
hyperlocomotion. Il est en revanche peu probable que cette hyperlocomotion ait
contribué aux déficits d’acquisition et de rétention consécutifs a une instillation pré-
acquisition de 8-OH-DPAT dans notre étude. En effet, un pré-traitement au WAY-
100635 (en injection systémique ou intra-septale) n‘a aucun effet sur I'augmentation
des vitesses de nage, alors qu'il contrebalance totalement les déficits d'acquisition et
de rétention induits par la 8-OH-DPAT.
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c) Réle des récepteurs 5-HT;n du septum médian dans les capacités
sensorimotrices, motivationnelles et attentionnelles dans le test de la

piscine de Morris

Nos résultats montrent qu’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT ne perturbe pas
la capacité des rats a apprendre a rejoindre une plate-forme visible au test de la
piscine de Morris. En effet, cette instillation, effectuée dix minutes avant les 4 essais
d’acquisition lors du second jour de test d'orientation guidée, n’affecte pas les
distances et les latences pour rejoindre la plate-forme visible. Ainsi, une activation des
récepteurs 5-HT;4 et/ou 5-HT; du septum médian ne perturbe ni la motivation des rats
a échapper au caractere aversif d'une nage forcée, ni les capacités attentionnelles
nécessaires a la détection de la plate-forme visible, ni les capacités sensorimotrices
permettant de se déplacer vers la plate-forme. En revanche, l'instillation de la 8-OH-
DPAT dans le septum médian induit une augmentation significative de la thigmotaxie,
sans que celle-ci n‘altére la capacité des rats a rejoindre la plate-forme visible selon
des distances et des latences similaires a celles des témoins.

De plus, les rats ayant subi une administration intra-septale de 8-OH-DPAT améliorent,
au méme titre que les témoins, leurs performances entre le premier et le deuxieme
jour de test. Cette amélioration des performances indique que I‘activation des
récepteurs 5-HT;a et/ou 5-HT; du septum médian ne perturbe pas |'apprentissage
et/ou le rappel des regles et procédures nécessaires a la réussite dans ce test, a savoir
le fait de nager dans la piscine en direction de la plate-forme visible puis de s’y
réfugier.

Il existe peu de données dans la littérature concernant les effets d’une activation des
récepteurs 5-HT;a du septum médian sur les capacités sensorimotrices,
motivationnelles et attentionnelles du rat dans le test de la piscine de Morris. Une
injection systémique de 8-OH-DPAT perturbe les performances des rats dans un test
d’orientation guidée dans le test de la piscine de Morris, mais la contribution des
récepteurs post-synaptiques et/ou des autorécepteurs des noyaux du raphé dans ces
déficits n'a pas été caractérisée (Littgen et coll., 2005a). Cependant, une injection
systémique de 8-OH-DPAT ne perturbe pas les performances des rats dans une tache
de discrimination visuelle consistant a sélectionner, parmi deux stimuli visuels dans la

piscine, celui associé a une plate-forme (Carli et coll., 1995a).
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Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Jeltsch et collaborateurs (2004)
montrant qu’une instillation intra-septale d’'une dose de 8-OH-DPAT similaire a la nbtre
n‘affecte pas la capacité des rats a apprendre a rejoindre une plate-forme visible dans
un test d'orientation guidée. En revanche, dans notre étude, l'instillation intra-septale
de 8-OH-DPAT induit une augmentation significative de la thigmotaxie, un effet non
observé dans I'étude de Jeltsch et collaborateurs. Cette différence pourrait étre liée au
protocole de test d’orientation guidée qui se déroule sur six jours durant lesquels les
rats subissent une instillation quotidienne de 8-OH-DPAT, 10 minutes avant deux
essais quotidiens (Jeltsch et coll., 2004), masquant ainsi un effet possible de la 8-OH-
DPAT sur la thigmotaxie les premiers jours de test. Nous avons également constaté
qu‘une instillation de 8-OH-DPAT préalablement aux essais d‘acquisition dans le
protocole de mémoire de référence, de méme qu’avant le test de rétention, pouvait
induire une augmentation significative de la thigmotaxie. La thigmotaxie a parfois été
interprétée comme signe d'une certaine anxiété (Hodges, 1996), mais elle pourrait
aussi refléter une difficulté a mettre en place une stratégie de recherche (Devan et
coll., 1999). Néanmoins, cette augmentation de la thigmotaxie n‘a pas été observée
systématiquement dans I'ensemble de nos expériences (voir le tableau 6 : synthese
des résultats), alors que linstillation de 8-OH-DPAT a toujours perturbé les
performances d‘acquisition et de rétention des rats. De plus, dans le test d’orientation
guidée, l'instillation intra-septale de 8-OH-DPAT induit une augmentation significative
de la thigmotaxie, alors que la capacité a apprendre a rejoindre la plate-forme visible
n‘est pas affectée, suggérant que la thigmotaxie ne perturbe pas les capacités des rats
a rechercher la localisation de la plate-forme dans la piscine. De méme, l'instillation
pré-rappel de 8-OH-DPAT induit une augmentation de la thigmotaxie, mais elle ne
perturbe pas la recherche de la plate-forme dans le quadrant cible.

L'effet de la 8-OH-DPAT sur la thigmotaxie pourrait refléter une anxiété accrue, bien
que nous n‘ayons pas pu la mettre en évidence dans le labyrinthe en croix surélevé.
Cependant, les effets de la 8-OH-DPAT sur l'anxiété pouvant étre sensibles aux
parametres de la tache, il n‘est pas possible d’exclure le fait que la thigmotaxie
observée chez les rats ayant subi linstillation de 8-OH-DPAT reflete bien une

augmentation de I'anxiété.
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2. Inactivation du septum médian et processus mnésiques

Dans une tache de non-appariement différé dans le labyrinthe radial, une instillation de
lidocaine avant le test induit une augmentation du nhombre d’erreurs proactives, ce qui
suggere un déficit de mémoire de travail (Mizumori et coll., 1990). Une telle
perturbation de la mémoire de travail a également été décrite dans une autre version
du labyrinthe radial (Poucet et Buhot, 1994) ou dans le test du hole board (planche a
trous : Poucet et coll., 1991). Parallélement a son rble dans la mémoire spatiale de
travail, le septum médian joue également un role dans la mémoire de référence, plus
particulierement dans I'encodage et le rappel des informations spatiales et/ou leur
consolidation. Ainsi, Lorenzini et coll. (1996) montrent qu’une inactivation réversible du
septum médian induite par instillation de tétrodotoxine (TTX) altere la rétention d’un
évitement passif lorsque la TTX est administrée avant I'acquisition ou avant un test de
rétention (dans ce cas, l'acquisition a lieu sans traitement pharmacologique). En
revanche, lorsque la TTX est administrée immédiatement aprés I'essai d'acquisition, les
performances mesurées au test de rétention sont normales, ce qui suggere que le
septum médian ne joue pas un rdle crucial dans les processus de consolidation a court-
terme des informations spatiales. De méme, dans une tache de non appariement
différé comprenant un délai de 30 minutes entre les quatre premiers choix forcés
(phase essai) et une phase de test lors de laquelle toutes les branches sont ouvertes,
Mizumori et collaborateurs (1990) observent des déficits lorsque la lidocaine est
administrée avant la phase dite d’essai ou avant la phase dite de test, mais non
lorsque l'inactivation est réalisée immédiatement aprés la visite des 4 branches
ouvertes et appatées lors de la phase essai. Cette observation suggéere que le septum
médian participe a I'encodage et au rappel des informations mnésiques, mais qu'il joue
un role négligeable dans leur consolidation. Utilisant une approche similaire a celle de
Mizumori et collaborateurs (1990), les résultats de Rashidy-Pour et collaborateurs
(1996a), de méme que nos propres résultats, confortent cette hypothése. Néanmoins,
le réle du septum médian dans la consolidation reste toutefois a envisager puisque
certains auteurs ont montré qu’une inactivation du septum médian pouvait altérer la
consolidation d’informations dans le labyrinthe radial (Walsh et coll., 1998) ou dans le
test d'évitement passif (Rashidy-Pour et coll., 1996b).
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3. Activation des récepteurs 5-HT;a et encodage des informations

spatiales

Les anesthésiques locaux comme la lidocaine, ou la TTX, nous renseignent sur
I'implication fonctionnelle d’'une structure neuroanatomique déterminée, mais elles ne
nous donnent pas d'informations quant aux processus neuropharmacologiques (le type
de systeme de neurotransmission et le type de récepteurs) qui sous-tendent cette
fonctionnalité. Les infusions locales de ligands de récepteurs sont plus appropriées
pour ce dernier type d'approche. A partir de I'expérience 3, nous avons utilisé de telles
instillations pour étudier I'implication des récepteurs 5-HTs/5-HT; du septum médian

dans I'encodage, la consolidation et le rappel d’informations spatiales.

Une étude a précédemment montré qu’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT
altére I'acquisition et le rappel d’'informations spatiales dans une tache de mémoire de
référence au test de la piscine de Morris. Pour cela, il fallait toutefois que la 8-OH-
DAPT soit administrée avant chaque séance quotidienne d’acquisition (Bertrand et coll.,
2000). Dans un protocole de mémoire de travail (la plate-forme invisible change de
position chaque jour), la 8-OH-DPAT perturbe globalement les performances, les rats
parcourant des distances plus longues pour trouver la plate-forme. Cependant, cette
instillation n‘abolit pas les capacités de mémoire de travail, dans la mesure ou les
animaux améliorent leurs performances entre le premier et le deuxiéme essai
d’acquisition. De plus, les auteurs observent que les rats témoins sont capables de se
souvenir de I'emplacement ou se trouvait la plate-forme lors du jour précédent, alors
que leurs semblables ayant subi l'instillation de 8-OH-DPAT ne manifestent aucun signe
qui puisse traduire l'occurrence d’un tel rappel (Jeltsch et coll., 2004). C'est d‘ailleurs
cette observation qui nous a conduit a effectuer une série d’expériences visant a
caractériser le type de processus mnésiques (encodage, consolidation, rappel) altéré
par la 8-OH-DPAT.

Nos résultats montrent clairement que le rappel d'informations spatiales aprés une
acquisition normale, effectuée en I'absence de tout traitement pharmacologique, n‘est
pas altéré par l'activation des récepteurs 5-HT;a/5-HT; du septum médian. En

revanche, une inactivation réversible du septum médian avec la lidocaine altere le
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rappel d’informations spatiales dans une situation similaire. Les effets différents de la
lidocaine et de la 8-OH-DPAT sur le rappel d'informations spatiales, suggerent que les
mécanismes neuropharmacologiques du septum médian qui sont impliqgués dans le
rappel des informations spatiales récentes ne dépendent pas des récepteurs 5-HT;a/5-
HT; de cette structure.

Lorsqu'elle est instillée avant les essais d'acquisition, de la méme maniére qu‘avec la
lidocaine, la 8-OH-DPAT perturbe les performances d’acquisition. Dans la mesure ou la
8-OH-DPAT n‘altére pas les performances dans le test d'orientation guidée, il est
difficile d'attribuer I'origine des déficits a une altération des capacités sensorimotrices,
motivationnelles ou attentionnelles mises en ceuvre dans la recherche d'une plate-
forme dans le test de la piscine de Morris. De plus, les rats manifestent également une
incapacité a rechercher la plate-forme dans le quadrant cible, ce qui révéle I'absence
ou l'inaccessibilité de la trace mnésique.

Comme la 8-OH-DPAT active les récepteurs 5-HT;n et 5-HT, il nous a paru
indispensable de tester ses effets en présence d’antagonistes sélectifs de chaque type
de récepteurs, le WAY-100635 et le SB-269970, respectivement. Le WAY-100635
administré seul n’a pas d'effet propre sur les performances d‘acquisition et de rétention
a 24 heures, mais il contrebalance les déficits d’acquisition et de rétention induits par
I'instillation intra-septale de 8-OH-DPAT. L'absence d’effet propre du WAY-100635 est
en accord avec des travaux antérieurs ayant porté sur des taches de mémoire spatiale
(Carli et coll., 1997 ; Dringenberg et coll., 1999 ; Littgen et coll. 2005a), et les effets
bénéfiques, c'est-a-dire promnésiants, du WAY-100635 sur les fonctions cognitives
sont habituellement détectés dans des modéles animaux d’amnésie induite, soit par
des lésions, soit par un blocage de récepteurs, notamment muscariniques (par
exemple, Fletscher et coll., 1996 ; Carli et coll., 1997 et 1999a ; Dringenberg et coll.,
1999 ; Littgen et coll., 2005a). Le fait que le WAY-100635 soit capable de
contrebalancer les déficits d'acquisition et de rétention induits par la 8-OH-DPAT alors
que le SB-269970 n'a pas d'effet sur ces déficits, plaide en faveur d'un réle majoritaire
des récepteurs 5-HT;s dans les déficits observés. Néanmoins I'étude de I'implication
des récepteurs 5-HT,; nécessiterait des expériences complémentaires. En effet,
quelques études apportent des arguments en faveur d'un rdle de ces récepteurs dans
les fonctions mnésiques (Meneses et Perez-Garcia, 1999). De plus, la courbe
d’acquisition des rats ayant subi des instillations SB-269970 avant chaque séance

d’acquisition, puis de 8-OH-DPAT montre une augmentation non significative des
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performances. Il serait par conséquent intéressant de tester les effets de doses
supérieures de SB-269970. En effet, on ne peut éliminer la possibilité qua la dose
testée, I'inhibition des récepteurs 5-HT, n‘ait pas été suffisante pour contrebalancer le
déficit induit par la 8-OH-DPAT.

4. Activation des récepteurs 5-HT;4 et consolidation des informations

mnésiques

Nos résultats ne nous permettent pas d'imputer les déficits induits pas la 8-OH-DPAT a
la seule perturbation des processus d’encodage. Nous ne disposons d’aucune donnée
concernant la demi-vie de la 8-OH-DPAT lorsqu’elle est administrée dans le septum
médian, alors qu‘aprés une administration sous-cutanée, sa demi-vie intra-cérébrale
est de 26 minutes (Perry et Fuller, 1989). Si la demi-vie de la 8-OH-DPAT est
comparable aprés une instillation intra-septale, le composé est encore actif apres la fin
de la séance d’acquisition, dont la durée maximale est de 5 minutes. De ce fait, la 8-
OH-DPAT pourrai également interférer avec les processus de consolidation. Afin
d’explorer cette possibilité, nous avons testé les effets d'une instillation de 8-OH-DPAT
a différents délais apres la fin des séances d’acquisition, soit 0, 1, 2, 4 et 6 heures. Les
résultats de cette approche montrent que les performances d'acquisition et de
rétention ne sont pas affectées lorsque la 8-OH-DPAT est administrée immédiatement,
4h ou 6h aprés la fin de la séance d’acquisition. En revanche, 2h apres la fin de
I'acquisition, les rats ne manifestent pas de préférence pour le quadrant et I'annulus
cible au cours d'un essai de rétention différé de 24 heures, ce qui suggere une
incapacité a récupérer une trace mnésique, voire I'absence d’une telle trace. Lorsque la
8-OH-DPAT est administrée 1h aprés la fin de l'acquisition, les performances dans le
test de rétention sont légerement altérées : les rats manifestent une préférence
significative pour le quadrant cible, mais ils semblent localiser la zone-cible avec une
précision moindre par rapport a leurs témoins. Ces observations montrent, qu’en plus
de perturber les processus d’encodage, la 8-OH-DPAT, via l'activation des récepteurs 5-
HT;a du septum médian, interfére avec les processus de consolidation a long-terme au

cours d'une fenétre allant d’1 h a moins de 4 h aprés I'acquisition. Dans la mesure ou
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I'activation des récepteurs 5-HTix entraine une inhibition neuronale, nos résultats
montrent que, dans cette fenétre, I'activation de neurones du septum médian qui
expriment les récepteurs 5-HT;4 est nécessaire a la consolidation d’une trace mnésique
de type spatial. Comme I'hippocampe est la cible principale des projections du septum
médian, et du fait du role crucial de cette structure dans la mémoire spatiale, il est
possible que les neurones septaux affectés par la 8-OH-DPAT (nous verrons plus loin
quels sont les neurones "candidats") puissent contribuer aux activités neuronales et/ou
aux mécanismes liées a la synthése des protéines au sein de I'hippocampe. Une telle
synthése est indispensable a la stabilisation des traces mnésiques au sein des circuits
hippocampiques. En effet, la consolidation des informations mnésiques est un
processus qui s'inscrit dans le temps et qui dépend d’au moins deux phases : la
premiére (1-3h) est considérée comme peu sensible a des inhibiteurs de la synthese
protéique, alors que la suivante y est trés sensible (quelques heures, plusieurs jours
voire plusieurs semaines), méme si l'intervalle entre I'encodage des informations et le
début de la consolidation, de méme que la durée de ces processus peut dépendre de
facteurs liés a la tache, aux types de mémoire évalués et a I'espece étudié (Emptage et
Carew, 1993 ; Izquierdo et Medina, 1997 ; McGaugh, 2000 ; Fulton et coll., 2005 ;
Beckinschtein et coll., 2007). Dans notre étude, comme l'effet de la 8-OH-DPAT sur la
consolidation des informations mnésiques a été détecté entre 1 et 2 h apres la fin de
I'acquisition, il est possible que l'activation des récepteurs 5-HT;, interfere avec la
premiere phase de consolidation, a savoir celle qui est moins sensible aux inhibiteurs
de la synthése de protéines. Si cette premiere hypothése était correcte, I'activation des
récepteurs 5-HT;a, une fois que la synthése a débuté, ne pourrait plus interférer avec

les processus de consolidation qui dépendent de la synthése des protéines.

Dans notre travail, nous n‘avons pas abordé les mécanismes moléculaires susceptibles
de sous-tendre le déficit de consolidation, mais, la voie AMPc-PKA-CREB est un
candidat potentiel du fait de son role bien connu dans les processus de consolidation
(Bernarbeu et coll., 1996 ; Ahi et coll., 2004 ; Lee et coll., 2006 ; Wang et coll., 2006).
En effet, I'activation des récepteurs 5-HTy, inhibe la production d’AMPc, ce qui inactive
I'activation de la PKA (Albert et coll., 1996). De ce fait, la PKA ne pourra plus inhiber
les inhibiteurs de la PP1 qui pourra de ce fait déphosphoryler la CAMKII (Genoux et
coll., 2002). Méme si cette voie n'a pas été étudiée au sein du septum médian, dans

I'hippocampe, la perturbation de ce mécanisme pourrait étre lié aux déficits mnésiques
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induits par la 8-OH-DPAT (Moyano et coll., 2004). Toutes ces observations ouvrent de
multiples perspectives quant a l'investigation du rble des récepteurs 5-HT;a du septum
médian, et plus largement quant au rble de la sérotonine au niveau de la région
septale dans les mécanismes de signalisation cellulaire et moléculaire qui sous-tendent

I'encodage et la consolidation de I'information spatiale.

De plus, comme la 8-OH-DPAT n'a pas d'effet lorsquelle est administrée
immédiatement aprés |'acquisition, alors qu’elle perturbe la capacité a former une trace
mnésique lorsqu’elle est administrée au délai post-acquisition de 2 h, il est possible que
les neurones septaux qui expriment les récepteurs 5-HT;4 puissent étre impliqués dans
le déclenchement de la phase de consolidation liée a la synthése des protéines. Dans
ce cas, les processus liés aux récepteurs 5-HTia du septum médian pourraient faire
partie d'un mécanisme par lequel cette structure, en connexion étroite avec
I'nippocampe, contribue a sélectionner, parmi toutes les informations qui arrivent a
I'hippocampe, celles qui feront l'objet d’'une consolidation. En d’autres termes, le
niveau d'activation des récepteurs 5-HT;x du septum médian par la sérotonine pourrait
contribuer a réguler un mécanisme de filtrage (encoding-consolidation gating) : plus le
tonus sérotoninergique est élevé au moment de l'encodage, plus faible sera la
probabilité que les informations parvenant a I'hippocampe soient consolidées. De
maniére intéressante, un tel mécanisme de filtrage a été évoqué en rapport avec le
rythme théta, dont la genese dépend du septum médian (Vertes et Kocsis, 1997 ;
Vertes, 2005). Vertes (2005) propose que le rythme théta influence les processus
mnésiques sous-tendus par I'hippocampe en augmentant l‘action des afférences
hippocampiques. Ainsi, les informations arrivant a I'hippocampe au moment ou cette
structure présente une activité correspondant au rythme théta feront I'objet d'un
stockage (au moins temporaire), alors que les informations dont l'arrivée n’est pas
synchrone d’une telle activité ne seront pas encodées. De plus, de nombreuses études
ont montré que le tonus sérotoninergique au niveau du septum médian avait un effet
inhibiteur sur le rythme théta hippocampique (Vertes et Kocsis, 1997). Les récepteurs
mis en jeu dans cet effet sont encore mal connus. Toutefois, nos résultats permettent
d’avancer I'hypothése que ce rble inhibiteur pourrait impliquer une action de la
sérotonine sur les récepteurs 5-HT;x du septum médian. De futures études évaluant
Iimpact d‘une instillation de 8-OH-DPAT sur le rythme théta hippocampique

permettraient d’explorer une telle hypothése.
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5. Bases neuronales des effets induits par la 8-OH-DPAT

Nous avons instillé la 8-OH-DPAT dans le septum médian, mais on ne peut totalement
exclure la possibilité que les effets observés soient dus a une diffusion de la 8-OH-
DPAT vers des régions septales plus latérales, contenant également des récepteurs 5-
HT1a (Pazos et Palacios, 1985). En effet, en raison du volume de l'instillation (0,5 ul), le
composé a pu diffuser sur 300 a 500 um. Néanmoins, du fait (i) des projections
restreintes, voire rares du septum latéral vers I'hippocampe (Meibach et Siegel, 1977 ;
Staiger et Nurnberger, 1991), (ii) du type de tache que nous avons utilisée, a savoir
une tache essentiellement hippocampo-dépendante et (iii) de la concentration
maximale du composé a proximité immédiate du site d'instillation, il semble plus
probable que I'action de la 8-OH-DPAT a concerné en priorité les connexions entre les
neurones du septum médian localisés a proximité immédiate du site d'instillation et
I'hippocampe.

Le septum médian envoie des projections cholinergiques et GABAergiques vers
I'hippocampe (Kohler et coll.,, 1984 ; Amaral et Kurz, 1985), et ces deux types de
neurones font l'objet d’'une innervation sérotoninergique a partir du raphé médian
(Milner et Veznedaroglu, 1993, Alreja et coll., 1996). IIs expriment, I'un et l'autre, des
récepteurs du sous-type 5-HT;a (Kia et coll., 1996a ; Liittgen et coll., 2005b). Comme
ces récepteurs sont couplés négativement a l'adénylate cyclase et qu’ils inhibent
I'activation neuronale (Hoyer et coll., 2002), la 8-OH-DPAT pourrait réduire |'activité
des terminaisons cholinergiques et GABAergiques au niveau hippocampique. En raison
du role des neurones cholinergiques septo-hippocampiques dans certaines formes de
mémoire (Wrenn et Wiley, 1998 ; Lehmann et coll., 2003 ; Mesulam, 2004), une
réduction du tonus cholinergique pourrait contribuer a la perturbation des processus
d’encodage et de consolidation que nous avons relevée dans la premiere partie de
notre travail expérimental. Cette possibilité est compatible avec le role des neurones
cholinergiques septo-hippocampiques dans l'expression de la LTP (Motooka et coll.,
2001). De ce fait, nous avons choisi d'évaluer la contribution des récepteurs 5-HT;4 des
neurones cholinergiques septo-hippocampiques dans les déficits induits par la 8-OH-
DPAT. Ce travail constituera le coeur de la seconde partie expérimentale de cette

thése.
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Expérience 5 :
Effets d’une Iésion sélective des neurones
cholinergiques du septum médian dans les déficits

induits par la 8-OH-DPAT chez des rats entrainés

A. Animaux

40 rats issus de I'expérience 3 de la premiere partie expérimentale ont été utilisés
dans cette expérience. Au cours de cette expérience, ces rats ont été testés dans le
test de la piscine de Morris selon le protocole habituel. Aprés deux jours de pré-
entrainement avec une plate-forme visible, I'acquisition s’est déroulée sur 3 jours, a
raison de 4 essais quotidiens, les rats étant préalablement soumis a une instillation
intra-septale de 0,5 ul de PBS ou de 8-OH-DPAT, soit 10 minutes avant le premier
essai d'acquisition, soit immédiatement aprés le dernier essai d'acquisition. Un test de
rétention différée est effectué le lendemain du dernier jour d‘acquisition sans
instillation préalable.

B. Lésion sélective des neurones cholinergiques

Afin d'induire une lésion sélective des neurones cholinergiques du septum médian, la
moitié des rats subit, le lendemain du test de rétention, une instillation intra-septale de
1 pl de 192 IgG saporin (SAPO) a 0,4 ug / ul (groupe SAPO, n = 20 rats). L'autre
moitié des rats regoit une instillation intra-septale de 1 pl de PBS (groupe SHAM, n =
20 rats). Tous les rats ayant subi, au cours de I'expérience précédente, des instillations
a lissue de l'acquisition (rats POST), subissent l'instillation de 192 IgG saporin, tandis
que les autres (rats PRE) subissent une instillation de PBS (voir figure 38. pour la

répartition des rats dans les 4 groupes entre I'expérience 3 et I'expérience 5).
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Lésion cholinergique du septum médian

PBS ou 192 1gG saporin Expérience 3 Expérience 5

l PRE-PBS SHAM-DPAT

Jour 1 PRE-DPAT SHAM-PBS
M’\@S%\ POST-PBS SAPO-DPAT

POST-DPAT SAPO-PBS

l 11 iours

24me pHrotocole de mémoire de référence

PBS ou DPAT
10 minutes
avant le 1°" essai

PBS ou DPAT PBS ou DPAT
10 minutes 10 minutes
avant le 1°" essai avant le 1°*' essai

l@l@ !

Jour 12 Jour 13 Jour 14 Jour 15

3Me Hrotocole de mémoire de référence

W W

Jour 18 Jour 19 Jour 20 Jour 21

Figure 38.

Protocole expérimental permettant d‘évaluer Iimplication des neurones
cholinergiques septo-hippocampiques dans les effets de la 8-OH-DPAT.

Les rats utilisés sont issus de l'expérience 3. Ils ont déja été testé dans un
premier protocole de mémoire de référence et ont recu des instillations intra-
septales de 8-OH-DPAT ou de PBS au cours de l'acquisition. Le lendemain du test
de rétention, les rats sont soumis a une instillation intra-septale de 192 IgG
saporin (0,4 pg dans 1 pl, groupe SAPO) ou de PBS (1 ul, groupe SHAM). 11
jours apres, ils sont testés dans un deuxiéme protocole de mémoire de
référence au cours duquel ils recoivent une instillation intra-septale de PBS (0,5
ul) ou de 8-OH-DPAT (4 pg dans 0,5 ul) 10 minutes avant le premier essai dans
un protocole de mémoire de référence du test de la piscine de Morris. 2 jours
apreés le test de rétention, ils sont testés dans un troisieme protocole de mémoire
de référence sans aucune instillation.

Les positions de plate-forme utilisés et les points de lacher des rats sont
également représentés.
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C. Test de la piscine de Morris

11 jours aprés la Iésion sélective des neurones cholinergiques induite par la 192 IgG
saporin, un délai suffisant a une atteinte cholinergigue maximale (Wiley et Lappi,
1994), les rats sont une nouvelle fois testés dans la piscine de Morris, la plate-forme
invisible étant préalablement positionnée a un endroit différent de celui de I'acquisition
pré-lésionnelle.

A I'exception de la nouvelle localisation de la plate-forme, le protocole d’évaluation de
la mémoire de référence est similaire a celui utilisé précédemment (expérience 3 de

la premiere partie expérimentale). Ce protocole est illustré sur la figure 38..

Au cours des 3 jours consécutifs d’acquisition du protocole de mémoire de référence,
les rats des groupes SHAM et SAPO subissent une instillation intra-septale de 0,5 ul de
PBS ou de 8-OH-DPAT (DPAT) a 8 pg / upl, 10 minutes avant chaque séance
quotidienne de 4 essais (groupe SHAM-PBS n = 10 rats ; groupe SHAM-DPAT, n = 10
rats ; groupe SAPO-PBS, n = 10 rats; et groupe SAPO-DPAT, n= 10 rats,
respectivement).

Les rats ayant subi des instillations de 8-OH-DPAT au cours de |'expérience précédente
sont soumis, cette fois, a des instillations de PBS, tandis que les autres subissent des
instillations de 8-OH-DPAT (voir figure 38.). Il nous a paru important de procéder de
la sorte, afin de limiter le nombre d'instillations de 8-OH-DPAT et d'éviter d'éventuels
modifications a long terme des récepteurs 5-HT;4 du septum que pourraient
éventuellement provoquer leur activation répétée. Cette expérience supplémentaire
nous a donc permis de vérifier si la Iésion cholinergique permettait de mimer les effets
d’une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT, voire si cette derniére avaient des effets
différents selon que les neurones cholinergiques du septum médian étaient Iésés ou
non.

Le quatrieme jour, tous les rats sont testés pour leur capacité a se souvenir de
I'emplacement de la plate-forme invisible dans un test de rétention de 60 secondes.

Aucune injection n’est effectuée avant ce test de rétention.
Trois jours aprés la fin de cette deuxieme acquisition, tous les rats sont soumis a

I'acquisition d’une troisieme localisation de la plate-forme, mais sans qu’aucune

instillation ne soit faite, ceci pour évaluer si le nombre substantiel d'instillations intra-
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septales (en tout 8) et/ou la lésion cholinergique peuvent avoir des effets sur
I'apprentissage et la rétention dans un tel protocole. La position de la plate-forme
invisible est proche de la position utilisée lors du pré-entrainement, mais elle difféere
nettement des positions utilisées pour les deux premiers protocoles d’évaluation de la

mémoire de référence.

D. Analyses statistiques

Pour les données du pré-entrainement, I'ANOVA considere un facteur Jour a 2
modalités (jour 1 et 2) et un facteur Groupe (4 modalités : SHAM-PBS, SHAM-DPAT,
SAPO-PBS et SAPO-DPAT).

Pour les données des deux tests d’acquisition, les analyses statistiques sont identiques.
L’ANOVA retient 3 facteurs : le facteur Jour pour mesures répétées (facteur Jour a 3
modalités : jour 1, 2 et 3), le facteur Traitement (2 modalités : PBS ou DPAT) et le
facteur Lésion (2 modalités, SHAM et SAPO). Les différences significatives entre les
groupes sont recherchées a l'aide du test de comparaisons multiples de Newman-Keuls
(Winer, 1971). Les variables analysées sont les mémes que celles retenues dans les

expériences précédentes.

E. Résultats
Histologie et immunocytochimie

Le marquage immunocytochimique de la choline aétyltransférase (ChAT) et de la

parvalbumine (Parv) dans le septum médian est représenté sur la figure 39.
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ChAT Parv AChE

SHAM-PBS

SHAM-DPAT

Marquage immunocytochimique de la ChAT et de la Parv dans le septum médian
et révélation histochimique de I’AChE dans I'hippocampe pour I'expérience 5.

Abréviations : ChAT : choline acétyltransférase, Parv : parvalbumine, AChE :
acétylcholinestérase

Figure 39.
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+ 0.48 mm

1 Entrainés (expérience 5)
Naifs (expérience 6)

Figure 40. Localisation des sites d'instillations au niveau du septum médian pour les
expériences 5 et 6.

Les instillations sont localisées dans les zones colorée ou hachurée.

L'administration de 192 IgG-saporine entraine une diminution du nombre de neurones
ChAT-positifs dans le septum médian (SM) et le bras horizontal de la bande diagonale
de Broca (hBDB), alors que ces neurones apparaissent relativement préservé au sein
du bras vertical de la bande diagonale de Broca (vBDB). Afin de vérifier la sélectivité
cholinergique de la 192 IgG-saporine, nous avons également effectué un immuno-
marquage des neurones GABAergiques septo-hippocampiques exprimant Ia
parvalbumine (Freund, 1989). Un examen qualitatif de notre matériel histologique
montre que l'injection de 192 IgG-saporine n‘a pas altéré le marquage parvalbumine-
positif du SM et de la vBDB. De plus, il n'y a pas de différence qualitative entre le
marquage ChAT-positif et le marquage Parv-positif entre les rats des groupes SAPO-
PBS et SAPO-DPAT. On ne releve pas non plus de différence quant au marquage des
rats SHAM-PBS par rapport aux rats SHAM-DPAT. L'instillation de 192 IgG-saporine
s'est faite a un volume supérieur (1 ul) a celui des instillations de PBS et de 8-OH-
DPAT (0,5 ul) sans pour autant occasionner de dommages importants. Elle nous a
permis d'obtenir une destruction massive des neurones cholinergiques dans la zone

d'instillation, ce qui ressort clairement de la comparaison entre les figures 39. et 40.
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L'examen de la révélation de l'activité de I'AChE au niveau de I'hippocampe dorsal
(figure 39.) confirme la destruction des neurones cholinergiques septo-
hippocampiques du septum médian. En effet, I'instillation intra-septale de saporine a
induit une déplétion massive du produit de la révélation histochimique de I'AChE. Chez
un rat du groupe SAPO-PBS qui a été écarté de I'analyse des résultats, la déplétion de
I'AChE est apparue insuffisante, et ce méme rat présentait encore, au niveau du
septum médian, un marquage ChAT-positif. De plus, aprés examen de la localisation
des sites d'injection, 4 autres rats ont été écartés de I'analyse des résultats en raison
d'une mauvaise implantation de leur canule-guide. De ce fait, il reste 8 rats dans le
groupe SHAM-PBS, 9 rats dans le groupe SHAM-DPAT, 9 rats dans le groupe SAPO-PBS
et 9 rats dans le groupe SAPO-DPAT.

Deuxieme protocole de mémoire de référence : effets de la 8-OH-DPAT chez
des rats entrainés porteurs d’une lésion cholinergique sélective du septum

médian

L'analyse des résultats révele que la lésion cholinergique augmente les déficits induits

par une instillation intra-septale de 8-OH-DPAT chez des rats entrainés.

Acquisition

Les résultats de I'acquisition sont illustrés sur la figure 41. L'analyse des distances et
des latences d'atteinte de la plate-forme invisible ne montre pas d'effet du facteur
Lésion (F;3; = 2,60 et 1,93, p > 0,1 respectivement pour les distances et les latences).
En revanche, l'effet du facteur Traitement est significatif (F;3; = 18,06, p < 0,01 et
Fi31 = 18,06, p < 0,001, respectivement pour les distances et les latences) : les rats
recevant des instillations intra-septales de 8-OH-DPAT ont des performances
significativement déficitaires par rapport aux rats recevant des instillations de PBS (p <
0,01 et p < 0,001 respectivement pour les distances et les latences). On reléve un
effet du facteur Jour (Fi6; = 10,65 et 16,96, p < 0,001 respectivement pour les
distances et les latences) et une interaction significative entre les facteurs Jour et
Lésion (Fi62 = 6,83 et 6,25, p < 0,01, respectivement pour les distances et les
latences). Une analyse post-hoc sur cette interaction montre que les rats SHAM

améliorent leurs performances entre le premier et le dernier jour de test (p < 0,001
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pour les latences), ce qui n‘est pas le cas des rats SAPO. De plus, le premier jour de
test, les rats SHAM passent plus de temps et parcourent des distances plus longues
dans le quadrant cible (p < 0,01) comparativement aux rats SAPO. Les interactions
Lésion x Traitement (F;3; = 0,08 et 0,5, p > 0,04, respectivement pour les distances
et les latences), Jour x Traitement (F;6, = 1,03 et 1,30, p > 0,02, respectivement pour
les distances et les latences) et Jour x Traitement x Lésion (Fi¢, = 1,19 et 0,48, p >
0,3, respectivement pour les distances et les latences) ne sont pas significatives. Afin
de préciser davantage les effets significatifs du facteur Lésion et de l'interaction entre
les facteurs Jour et Traitement, une analyse post hoc a été effectuée sur la triple
interaction. Cette analyse révéle que seuls les rats SHAM-PBS et SHAM-DPAT
manifestent une amélioration significative de leurs performances entre le premier et le
troisieme jour d'acquisition (p < 0,05 et p < 0,001 respectivement pour les distances,
et p < 0,001 pour les latences). De plus, lors du premier jour, les rats PBS-DPAT
parcourent des distances significativement plus longues que les rats SAPO-PBS (p <
0,01) et SAPO-DPAT (p < 0,05), et leurs latences sont significativement plus élevées
que celle des SAPO-PBS (p < 0,01). Le deuxiéme jour, les distances des rats SHAM-
DPAT sont encore significativement plus élevées que les rats SAPO-PBS (p < 0,05).
Enfin, le dernier jour de test, les rats SAPO-DPAT présentent des distances qui tendent
a étre plus élevées que chez les rats SAPO-PBS (p = 0,081) et les rats SHAM-PBS (p =
077). Afin de préciser les performances d'acquisition des rats SAPO-PBS, nous avons
effectué un test t de Student a mesures répétées sur les distances et les latences entre
le premier et le troisieme jour d’acquisition. En effet, en raison de la plus grande
dispersion des performances au cours de l'acquisition chez les rats lésés et/ou traités a
la 8-OH-DPAT, il est possible qu’'une amélioration significative des performances de ces
rats n‘ait pas pu étre révélée. L'analyse indique que les SAPO-PBS améliorent de facon
significative leurs performances entre le premier et le dernier jour (t;5 = 2,37, p < 0,05
pour les distances et t; s = 3,19, p < 0,01 pour les latences) ce qui n'est pas le cas des
SAPO-DPAT (t;,s= 0,26, p > 0,7 pour les distances et t; s = 0,08, p > 0,09).
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Protocole de mémoire de référence :

effets de la 8-OH-DPAT chez des rats entrainés porteurs d’'une

Figure 41.

Iésion cholinergique du septum médian
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Effets d'une lésion sélective des neurones cholinergiques du SM sur les déficits
induits par la 8-OH-DPAT au cours de |'acquisition dans un protocole de mémoire
de référence du test de la piscine de Morris.

Les rats ont été préalablement soumis a une instillation intra-septale de 192 IgG
saporin (0,4 pg dans 1 pl, groupe SAPO) ou de PBS (1 ul, groupe SHAM). 11
jours apres, ils sont testés dans un protocole de mémoire de référence du test
de la piscine de Morris au cours duquel ils regoivent une instillation intra-septale
de PBS (0,5 pl) ou de 8-OH-DPAT (4 ug dans 0,5 ul) 10 minutes avant le premier
essai.

A. Distances moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours
de I'acquisition.

B. Vitesses moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours de
I'acquisition.
* p < 0,05 (par rapport a leur contrdle respectif : SHAM-PBS et SAPO-PBS)
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L'analyse des vitesses de nage ne montre pas d'effet significatif du facteur Lésion (F;3;
= 0,43, p > 0,5). En revanche, on note un effet significatif du facteur Traitement (F; 31
= 32,31, p < 0,001) révélant que les rats DPAT nagent significativement plus vite que
les rats PBS (p < 0,001). L'interaction Lésion x Traitement n’est pas significative (F; 3;
= 1,64, p > 0,2). L'effet du facteur Jour est significatif (F;6, = 12,51, p < 0,001) et
I'analyse post hoc montre que les rats nagent significativement moins vite le dernier
jour par rapport au premier (p < 0,001). Les interactions Jour x Lésion (F;16, = 1,06, p
> 0,3), Jour x Traitement (Fi6; = 0,24, p > 0,7) et Jour x Lésion x Traitement (F; ¢,
= 0,23, p > 0,7) ne sont pas significatives. Afin de préciser les différences observées
sur le graphique des vitesses moyennes de nage dans les 4 groupes au cours des 3
jours d'acquisition, une analyse post-hoc a été effectuée sur la triple interaction. Celle-
ci montre que les vitesses de nage des rats SHAM-DPAT sont plus élevées que celle
des SHAM-PBS pour les trois jours de test (p < 0,01 pour le premier et de deuxieme
jour, et p < 0,05 pour le troisiéme jour). En ce qui concerne les rats SAPO-DPAT, ils
nagent plus vite que les rats témoins, mais seulement lors du deuxiéme jour de test (p
< 0,05).

Thigmotaxie

L'analyse des résultats ne révele pas d'effet de la Iésion cholinergique et/ou de la 8-
OH-DPAT sur la thigmotaxie. L'ANOVA sur les distances parcourues dans la zone de
thigmotaxie (%) ne montre qu’un effet significatif du facteur Jour (Fi6; = 4,63, p <
0,05). Celui-ci est d(i a une diminution significative de la thigmotaxie entre le premier
et le dernier Jour (p < 0,05). Il n'y a pas d'effet significatif du facteur Lésion (F;3; =
0,16, p > 0,6) ou Traitement (Fy3; = 1,61, p > 0,2), ni de linteraction entre ces 2
facteurs (Fi3; = 1,87, p > 0,1). De méme, les interactions Jour x Lésion (F;¢ = 1,98,
p > 0,1), Jour x Traitement (Fi6; = 0,3, p > 0,7) et Jour x Lésion x Traitement (Fi 6,
= 0,26, p > 0,7) ne sont pas significatives. Concernant les temps passés dans la zone
de thigmotaxie, 'ANOVA ne révele aucun effet significatif, quels que soient le facteur

et les interactions considérées.

Rétention
Les résultats de la rétention sont illustrés sur la figure 42.
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Protocole de mémoire de référence :

effets de la 8-OH-DPAT chez des rats entrainés porteurs d’'une

Figure 42.

Iésion cholinergique du septum médian
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Effets d'une Iésion sélective des neurones cholinergiques du SM sur les déficits
induits par la 8-OH-DPAT au cours d'un test de rétention dans un protocole de
mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

Les rats qui ont été préalablement (11 jours avant) soumis a une instillation
intra-septale de 192 IgG saporin (0,4 ug dans 1 pl, groupe SAPO) ou de PBS (1
ul, groupe SHAM) regoivent une instillation intra-septale de PBS (0,5 ul) ou de 8-
OH-DPAT (4 ug dans 0,5 ul) 10 minutes avant le premier essai dans un protocole
de mémoire de référence du test de la piscine de Morris. Ils ne recoivent aucune
instillation préalablement au test de rétention

A. Moyennes (% erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps lors
du test de rétention.
# p < 0,001 (par rapport a 1)
* p < 0,05 (par rapport a 1)

B. Moyennes ( erreurs types) des temps passés dans les annuli cible et
hasard. L'annulus cible correspond a la zone de la piscine qui contenait

précédemment la plate forme et I'annulus hasard correspond a une zone de
taille équivalente placé au hasard dans la piscine.

* p < 0,05 (par rapport a 1)
* p < 0,05 (par rapport a 1)
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Il est rappelé qu'avant ce test de rétention, effectué 24h aprés le dernier jour
d’acquisition, aucune instillation intra-septale n’est effectuée. Les ANOVAs des indices
de rétention basés sur le temps (IRT) ou la distance (IRD) révelent uniguement un
effet du facteur Traitement (Fi3; = 7,68, p < 0,01 pour les IRT et F;5; = 11,21, p <
0,01 pour les IRD), ce qui indique que les rats injectés avec de la 8-OH-DPAT au cours
de l'acquisition manifestent des performances de rappel significativement déficitaires
par rapport aux rats injectés avec du PBS (p < 0,01). Il n'y a pas d'effet du facteur
Lésion (Fi3; = 0,32, p > 0,5 pour les IRT et Fy3; = 0,08, p > 0,7 pour les IRD) ni
d'interaction entre les deux facteurs Lésion et Traitement (F;3; = 0,07, p > 0,7 pour
les IRT et F;3; = 0,35, p > 0,5). Afin de préciser les différences observées sur le
graphique, notamment entre les rats PBS et DPAT ayant ou non subi la Iésion
cholinergique, une analyse post hoc sur linteraction a été effectuée. Cette analyse
indique que les rats SHAM-PBS ont des indices de rétention significativement plus
élevés que ceux des rats SHAM-DPAT (p < 0,05 pour les IRT et les IRD). De méme,
chez les rats SAPO, les indices de rétention des rats SAPO-PBS sont significativement

plus élevés que ceux des rats SAPO-DPAT (p < 0,05 pour les IRT et les IRD).

Le déficit de rappel des rats injectés avec la 8-OH-DPAT est confirmé par I'analyse des
différences entre les moyennes des indices de rétention et la valeur 1, qui correspond
a une recherche au hasard dans la piscine. Les moyennes des indices de rétention des
rats SHAM-PBS (t;; = 2,57, p < 0,05 pour les IRT et t; ; = 2,51, p < 0,05 pour les IRD)
et SAPO-PBS (t;5s = 2,55, p < 0,05 pour les IRT et t; s = 2,64, p < 0,05 pour les IRD)
sont significativement différentes de 1, ce qui indique que ces rats ont une préférence
pour le quadrant cible. En revanche, les moyennes des indices de rétention des rats
SHAM-DPAT (t;s = 0,23, p > 0,8 pour les IRT et t;s = 0,63, p > 0,7 pour les IRD) et
SAPO-DPAT (t;s = 0,41, p > 0,6 pour les IRT et t;s = 0,21, p > 0,8 pour les IRD) ne

sont pas significativement différentes de 1.

L'analyse des temps passés et des distances parcourues dans les annuli cible et hasard
confirme également le déficit de rétention des rats ayant subi l'instillation de 8-OH-
DPAT. L'analyse de ces variables révele un effet significatif du facteur Traitement (F; 3;
= 11,40, p < 0,01 et Fy3; = 16,35, p < 0,001, respectivement pour les temps et les
distances). On ne note pas d'effet du facteur Lésion (Fi3; = 0,44, p > 0,5 pour les

temps et Fi3; = 0,01, p > 0,9 pour les distances). L'effet du facteur Annulus est
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significatif (Fi31 = 45,49, p < 0,001 pour les temps et F;3; = 61,63, p < 0,001 pour les
distances) et linteraction entre les facteurs Annulus et Traitement est significative
(Fi31 = 13,20, p < 0,01 pour les temps et F; 33 = 18,36, p < 0,001 pour les distances).
L'analyse post hoc sur l'interaction montre que les PBS ont une préférence significative
pour lI'annulus cible par rapport a I'annulus hasard (p < 0,001 pour les temps et les
distances). De plus, les rats PBS ont une préférence significative pour I'annulus cible
par rapport aux rats DPAT (p < 0,001). Enfin, les interactions Lésion x Traitement
(F151 = 0,01, p > 0,9 pour les temps et les distances), Jour x Lésion (F;3; = 0,07, p >
0,7 pour les temps et F13; = 0,79, p > 0,2 pour les distances) et Jour x Lésion x
Traitement (Fi3; = 1,34 et 1,39, p > 0,2, respectivement pour les temps et les
distances) ne sont pas significatives.

L'analyse des temps passés et de distances parcourues dans la zone de thigmotaxie
(%) ne montre pas d'effet du facteur Lésion (Fi3; = 0,01, p > 0,9 et F;3; = 0,65, p >
0,1, respectivement) ou Traitement (F;3; = 1,56, p > 0,2 et Fy3; = 1,51, p > 0,2,
respectivement), ni de l'interaction entre ces 2 facteurs (Fy3; = 0,00, p > 0,9 pour les
% de temps et les % de distance).

Enfin, 'ANOVA sur les vitesses de nage ne révele ni d’effet significatif du facteur Lésion
(Fi31 = 0,56, p > 0,4), Traitement (F;3; = 1,56, p > 0,2), ou de l'interaction entre ces
2 facteurs (F1 3 = 0,00, p > 0,9).

Troisieme protocole de mémoire de référence : Effets des instillations
répétées.

Deux jours apres la fin du premier protocole de mémoire de référence, les rats sont
testés dans un deuxiéme protocole de mémoire de référence similaire, a une exception
pres: la plate-forme invisible a été placée a un autre endroit. Aucune instillation n’est

effectuée pour ce test.

Acquisition

Les résultats de I'acquisition sont illustrés sur la figure 43..
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Protocole de mémoire de référence :
effets des instillations répétées chez des rats entrainés
porteurs d’une Iésion cholinergique du septum médian
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Figure 43. Effets des instillations répétées sur l'acquisition dans un protocole de mémoire de

référence du test de la piscine de Morris.

2 jours aprés le test de rétention du deuxiéme protocole de mémoire de
référence, les rats sont testés dans un troisieme protocole de mémoire de
référence sans aucune injection. Ils ne regoivent aucune administration de
composés pharmacologiques au cours de ce protocole. La position de la plate-
forme invisible différe ce celles utilisées précédemment.

A. Distances moyennes (£ erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours
de I'acquisition.

B. Vitesses moyennes (% erreurs types) sur les 4 essais quotidiens au cours de
I'acquisition.

C. Moyennes (* erreurs types) des pourcentages de distance parcourue dans la
zone de thigmotaxie au cours des 3 jours d'acquisition.
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L'analyse des distances révéle uniquement un effet significatif du facteur Jour (Fy¢, =
18,70, p < 0,001), qui est di a une amélioration significative des performances des
rats de tous les groupes entre le premier et le dernier jour d’acquisition (p < 0,001).
On ne note pas d'effet significatif du facteur Lésion (F;3; = 0,07, p > 0,7), du facteur
Traitement (F1 31 = 2,52, p > 0,1), ou de l'interaction entre ces deux facteurs (Fi31 =
0,64, p > 0,4). De méme, les interactions Jour x Lésion (F;6, = 0,69, p > 0,5), Jour x
Traitement (Fi6, = 0,31, p > 0,7) et Jour x Lésion x Traitement (F, ¢ = 0,62, p > 0,5)
ne sont pas significatives. L'analyse des latences montre des effets similaires.

L’ANOVA sur les vitesses de nage montre un effet significatif du facteur Lésion (F;3; =
4,75, p < 0,05 ) et du facteur Jour (Fi62 = 4,39, p < 0,05) et I'analyse post hoc sur ces
effets révele que les rats ayant subi la Iésion cholinergique nagent significativement
moins vite que les rats témoins (p < 0,05), mais aussi que tous les rats nagent plus
vite le deuxiéme jour d’acquisition par rapport au premier jour (p < 0,05). L'effet du
facteur Traitement n’est pas significatif (Fi3; = 1,76, p > 0,1 ). Les interactions
Traitement x Lésion (F;3; = 0,70, p > 0,4) Jour x Lésion (Fi6 = 0,44, p > 0,3), Jour
x Traitement (Fi6; = 1,16, p > 0,3) et Jour x Lésion x Traitement (Fi¢; = 1,14, p >

0,3) ne sont pas significatives.

Thigmotaxie

L'analyse des distances parcourues (%) montre un effet significatif du facteur
Traitement (Fi3;1 = 7,41, p < 0,05): les rats qui ont subi des instillations post-
acquisition de 8-OH-DPAT lors du protocole précédent présentent une thigmotaxie
augmentée par rapport aux rats PBS (p < 0,01). Il n'y a pas d'effet du facteur Lésion
(F131 = 0,09, p > 0,8). L'effet du facteur Jour est significatif (Fi6. = 3,77, p < 0,05),
de méme que l'interaction entre les facteurs Jour et Lésion (Fi6 = 3,32, p < 0,05).
L'analyse post hoc sur cette interaction indiqgue que les rats SHAM présentent
significativement moins de thigmotaxie le dernier jour d’acquisition par rapport au
premier (p < 0,05). En revanche, les interactions Lésion x Traitement (F;3; = 0,87, p
> 0,3), Jour x Traitement (Fi6; = 0,9, p > 0,4) et Jour x Lésion x Traitement (Fi 6, =
0,8, p > 0,4) ne sont pas significatives. L'analyse sur les temps passé dans la zone de
thigmotaxie (%) révele uniqguement un effet du facteur Traitement (Fi3; = 8,89, p <
0,01) caractérisé par une thigmotaxie plus importante chez les rats DPAT par rapport
aux rats PBS (p < 0,01). On ne releve pas d'effet du facteur Lésion (F;3; = 0,25, p >

0,6) ou Jour (Fy16, = 0,06, p > 0,9). Les interactions Lésion x Traitement (F;3; = 1,04,
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p > 0,3), Jour x Lésion (Fi6 = 2,37, p > 0,1), Jour x Traitement (Fi6 = 2,55, p >

0,08) et Jour x Lésion x Traitement (F;¢, = 0,74, p > 0,4) ne sont pas significatives.

Rétention

Les résultats du test de rétention sont illustrés sur la figure 44.. L'analyse des indices
de rétention basés sur le temps (IRT) ou la distance (IRD) ne révele aucun effet, ni du
facteur Lésion (F;3; = 0,20, p > 0,6 pour les IRT et F;3; = 0,74 p > 0,3 pour les IRD)
ni du facteur Traitement (F;3; = 0,01, p > 0,9 pour les IRT et F; 3, = 0,08 p > 0,7 pour
les IRD). L'interaction entre ces deux facteurs n'est pas non plus significative (F;3; =
0,64, p > 0,4 pour les IRT et F; 33 = 0,98, p > 0,3 pour les IRD).

La comparaison des IRT et IRD a 1, valeur correspondant a une recherche au hasard
dans la piscine indique que les 4 groupes expérimentaux manifestent une préférence
significative pour le quadrant cible (SHAM-PBS : t;; = 5,26, p < 0,01 pour les IRT et
ti7 = 4,94, p < 0,01 pour les IRD ; SHAM-DPAT : t;5= 4,84, p < 0,01 pour les IRT et
tis = 4,64, p < 0,01 pour les IRD ; SAPO-PBS : t; s = 3,11, p < 0,05 pour les IRT et t; g
= 3,77, p < 0,01 pour les IRD ; SAPO-DPAT : t; 3= 2,66, p < 0,05 pour les IRT et t; g =
2,07, p = 0,07 pour les IRD).

L'analyse des distances parcourues dans les annuli cible et hasard ne révéle aucune
différence entre les 4 groupes. Seul I'effet du facteur Annulus est significatif (Fi3; =
53,23, p < 0,0001), ce qui s'explique par le fait que tous les rats parcourent des
distances significativement plus longues dans I'annulus cib/e que dans I'annulus Aasard
(p < 0,001). On ne reléeve pas d'effet du facteur Lésion (F;3s = 0,53, p > 0,4), ni du
facteur Traitement (Fy35 = 0,0, p > 0,9) ou de l'interaction entre ces 2 facteurs (Fy 35 =
0,09, p < 0,7). Les interactions Annulus x Lésion (Fi3s = 0,21, p > 0,6), Annulus x
Traitement (F; 35 = 0,21, p > 0,6) et Annulus x Lésion x Traitement (F; 35 = 0,62, p >
0,4) ne sont pas significatives. L'analyse des temps passé dans les annuli cible et
hasard aboutit a des conclusions similaires.

L'analyse des temps passés et des distances parcourues (%) dans la zone de
thigmotaxie au cours du test de rétention ne révéle aucun effet, ni du facteur Lésion
(F131 = 0,63, p > 0,4 pour les temps et F; 31 = 0,09, p > 0,7 pour les distances), ni du
facteur Traitement (Fi 3 = 1,12, p > 0,2 pour les temps et Fy3; = 1,27, p > 0,2 pour
les distances), ni de l'interaction entre ces deux facteurs (F;3; = 0,99, p > 0,3 pour les

temps et F;5; = 0,86, p > 0,3 pour les distances).
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Figure 44.

Protocole de mémoire de référence :
effets des instillations répétées chez des rats entrainés
porteurs d’une Iésion cholinergique du septum médian
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Effets des instillations répétées lors du test de rétention dans un protocole de
mémoire de référence du test de la piscine de Morris.

2 jours apres le test de rétention du 2°™ protocole de mémoire de référence, les
rats sont testés dans un troisitme protocole de mémoire de référence sans
aucune injection. Ils ne recoivent aucune administration de composés
pharmacologiques au cours de ce protocole. La position de la plate-forme
invisible différe ce celles utilisées précédemment.

Moyennes (% erreurs types) des indices de rétention basés sur le temps lors du
test de rétention.
# p < 0,001 (par rapport a 1)

Moyennes (£ erreurs types) des temps passés dans les annuli cible et hasard.
L'annulus cible correspond a la zone de la piscine qui contenait précédemment la
plate forme et I'annulus hasard correspond a une zone de taille équivalente placé
au hasard dans la piscine.
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Enfin, 'ANOVA sur les vitesses de nage des rats au cours du test de rétention ne
montre pas d'effet du facteur Lésion (Fi3; = 0,22, p > 0,6). L'effet du facteur
Traitement est proche de la significativité (Fy3; = 3,34, p = 0,077) indiquant que les
rats ayant préalablement subi une instillation de 8-OH-DPAT ont tendance a nager
significativement plus vite que les rats PBS. L'interaction entre les facteurs Lésion et

Traitement n’est pas significative (F;3; = 0,20, p > 0,6).

Résumé des résultats :

Chez des rats entrainés, une instillation pré-acquisition de 8-OH-DPAT n’induit pas de
déficit d’acquisition, mais le rappel dans un test de rétention effectué 24 heures aprés
la derniere instillation est significativement altéré. Chez les animaux SAPO, une
instillation pré-acquisition de 8-OH-DPAT induit un déficit de performances d’acquisition
et de rétention. Enfin, dans le dernier protocole d'évaluation de la mémoire de
référence effectué sans instillation préalable, les rats des 4 groupes manifestent une
amélioration significative de leurs performances au cours de I'acquisition et un rappel
équivalent des informations spatiales lors d'un test de rétention, ce qui montre que la
répétition des instillations n'a pas désorganisé a long terme les propriétés

fonctionnelles du systeme auquel nous nous sommes intéressés.
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Expérience 6 :
Effets d’une Iésion sélective des neurones
cholinergiques du septum médian dans les déficits

induits par la 8-OH-DPAT chez des rats naifs

A. Animaux

45 rats males de la souche Long-Evans munies d'une canule-guide au niveau du

septum médian sont utilisés.

B. Lésion sélective des neurones cholinergiques

Afin d’induire une lésion sélective des neurones cholinergiques du septum médian, la
moitié des rats sont soumis, une semaine aprés les implantations chirurgicales de la
canule-guide au niveau du septum médian, une instillation intra-septale d’'une dose de
1 ul de 192 IgG saporin a raison d'une concentration de 0,4ug/ul (SAPO) (groupe
SAPO, n = 23 rats). L'autre moitié des rats est soumis a une instillation intra-septale
d’un volume similaire de PBS (groupe SHAM, n = 22 rats).

C. Test de la piscine de Morris

Le protocole expérimental est représenté sur la figure 45.. 11 jours aprés la Iésion
sélective des neurones cholinergiques induite par la 192 IgG saporin, les rats sont
testés dans le test de la piscine de Morris selon un protocole similaire a celui utilisé
dans |'expérience 2 (voir le paragraphe 1.B. Test de la piscine de Morris de
I'expérience 2). Apres une instillation de 192 IgG-saporine, une période de 11 jours
est amplement suffisante pour induire une destruction massive et maximale des

neurones cholinergiques du septum médian (Wiley et Lappi, 1994).
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Lésion cholinergique du SM Pré entrainement

PBS 10 minutes
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Protocole expérimental permettant d‘évaluer limplication des neurones
cholinergiques septo-hippocampiques dans les effets de la 8-OH-DPAT chez des
rats naifs.

Les rats ont préalablement regus une instillation intra-septale de PBS ou de 192
IgG saporin. 11 jours apres, les rats sont soumis a un pré entrainement dans le
test de la piscine de Morris . Le deuxiéme jour de pré-entrainement, tous les rats
regoivent une instillation intra-septale de PBS 10 minutes avant le premier essai.
Ils sont ensuite testés dans un premier protocole de mémoire de référence : ils
recoivent une instillation intra-septale de PBS ou de 8-OH-DPAT 10 minutes
avant le premier essai d'acquisition. Un test de rétention est effectué 24 heures
apreés le dernier essai d'acquisition sans aucun instillation intra-septale. 2 jours
apres, les rats sont testés dans un deuxiéme protocole de mémoire de référence
similaire au précédent a I'exception de la position de la plate-forme. Aucune
instillation n'est effectuée.
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Comme nous l'avons fait systématiquement, les rats sont d’abord soumis a un pré-
entrainement de 2 jours dans un test d’orientation guidée avec une plate-forme visible.
Le deuxiéme jour de pré-entrainement, tous les rats subissent une instillation intra-
septale de PBS, 10 minutes avant le premier essai. Les rats sont ensuite soumis a un
protocole de mémoire de référence dans le test de la piscine de Morris. Au cours des 3
jours consécutifs d’acquisition, les rats des groupes SHAM et SAPO subissent une
instillation intra-septale de 0,5 ul de PBS ou de 8-OH-DPAT (DPAT) a 8 ug / ul, 10
minutes avant chaque séance quotidienne de 4 essais (groupe SHAM-PBS n = 12 rats ;
groupe SHAM-DPAT, n = 10 rats ; groupe SAPO-PBS, n = 12 rats ; et groupe SAPO-
DPAT, n= 11 rats, respectivement). Le quatrieme jour, tous les rats sont testés en vue
d'évaluer leur capacité a se souvenir de I'emplacement de la plate-forme invisible dans
un test de rétention dont la durée est fixée a 60 secondes. Aucune injection n’est
effectuée avant ce test de rétention.

Tous ces animaux sont testés une nouvelle fois dans un deuxi€me protocole de
mémoire de référence identique au précédent, a I'exception de la position de la plate-
forme invisible qui differe de celle utilisée préalablement. La position de la plate-forme
invisible differe également des positions de plate-forme visible utilisées au cours du pré
entrainement. Le protocole comporte également trois jours d’acquisition, a raison de 4
essais par jour, suivis d'un test de rétention effectué a un délai de 24 heures. Aucune
injection n'est effectuée lors de ce deuxiéme test, que ce soit avant l'acquisition ou

avant le test de rétention.

D. Analyses statistiques
L'analyse des performances d’acquisition et de rétention au cours de ce protocole est

faite comme décrit précédemment (voir le paragraphe C. Analyses statistiques de

I'expérience 5).
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E. Résultats

Histologie et immunocytochimie

Le marquage immunocytochimique de la ChAT et de la PARV au niveau du septum
médian est illustré sur la figure 46. . On observe, chez les rats SAPO, une perte du
marquage ChAT-positif dans le SM et le vBDB, alors que le marquage ChAT-positif est
relativement préservé au sein du hBDB. En revanche, I'examen qualitatif du marquage
parvalbumine-positif dans le SM ne révele pas de différence entre les rats SHAM et
SAPO et ce, quel que soit le type de composé instillé au niveau du septum médian au
cours du test (PBS ou 8-OH-DPAT). L'infusion de saporine nous a donc permis d’obtenir
une destruction massive des neurones cholinergiques dans la zone d'instillation (ce que
I'on observe en comparant les figures 40. et 46.). L'examen de la révélation de
l'activité de I'AChE au niveau de I'hippocampe dorsal (figure 46.) confirme la
destruction des neurones cholinergiques septo-hippocampiques: on constate une
déplétion massive de cette activité. Un rat du groupe SAPO-DPAT et un rat du groupe
SAPO-PBS ont été écartés de l'analyse des résultats en raison d'une déplétion
insuffisante du produit de la révélation de I'AChE au niveau de I'hippocampe dorsal et
de la présence au sein du SM et de la vBDB d'un nombre trop important de neurones
ChAT-positifs. De plus, 4 autres rats ont été écartés de I'analyse des résultats en raison
d'une mauvaise implantation de leur canule-guide. De ce fait, il reste 12 rats dans le
groupe SHAM-PBS, 11 rats dans le groupe SHAM-DPAT, 10 rats dans le groupe SAPO-
PBS et 9 rats dans le groupe SAPO-DPAT.
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ChAT Parv AChE

SHAM-DPAT

o LA e

Marquage immunocytochimique de la ChAT et de la Parv dans le septum médian
et révélation histochimique de I’AChE dans I'hippocampe pour I'expérience 6.

Abréviations : ChAT : choline acétyltransférase, Parv : parvalbumine, AChE :
acétylcholinestérase

Figure 46.
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Pré-entrainement

Les résultats du pré-entrainement sont illustrés sur la figure 47.. L'analyse des
distances d'acces a la plate-forme visible montre un effet du facteur Lésion (F; 35 = 4,5,
p < 0,05) et une interaction significative entre les facteurs Lésion et Traitement (F; 35 =
4,6, p < 0,05). En revanche, l'effet du facteur Traitement (F;3s = 0,1, p > 0,7) n'est
pas significatif. L'analyse post-hoc sur linteraction révele que les rats SAPO-PBS
parcourent une distance plus longue avant de trouver la plate-forme comparativement
aux rats SHAM-PBS (p < 0,05). L'effet du facteur Jour est significatif (F;3s = 161,8,
respectivement p < 0,0001): on constate une amélioration significative des
performances entre le premier et le deuxiéme jour de test (p < 0,001). Les interactions
Jour x Lésion (Fy70 = 2,0, p > 0,1), Jour x Traitement (F;7 = 0,0, p > 0,9) et Jour x
Lésion x Traitement (F;70 = 0,6, p > 0,4) ne sont pas significatives. Afin de préciser
I'effet de l'interaction et du facteur Lésion, nous avons effectué une analyse post hoc
sur la triple interaction. Celle-ci démontre que la différence significative entre les rats
SHAM-PBS et SAPO-PBS est due a des différences qui apparaissent lors du premier jour
de test (p < 0,01). De plus, les 4 groupes expérimentaux améliorent leurs
performances de facon significative entre le premier et le deuxiéme jour de test (p <
0,001 pour les distances et les latences). L'analyse des latences aboutit a des
conclusions similaires.

L'analyse des vitesses de nage révele uniquement un effet du facteur Jour (Fi70 =
477,3, p < 0,0001) qui repose sur une augmentation significative des vitesses de nage
entre le premier et le deuxieme jour. On ne note pas d'effet du facteur Lésion (F; 35 =
0,4, p > 0,5), mais l'effet du facteur Traitement est proche du le seuil de significativité
(Fi35= 3,6, p = 0,067) : les rats PBS ont tendance a nager plus vite que les rats DPAT
(p = 0,059). Les interactions Lésion x Traitement (F; 35 = 0,1, p > 0,7), Jour x Lésion
(Fi720 = 0,3, p > 0,6), Jour x Traitement (F1 7 = 1,1, p > 0,3) et Jour x Lésion x

Traitement (F170 = 1,3, p > 0,2) ne sont pas significatives.
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Pré-entrainement :
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