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CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 La vision

Chez I’humain, la vision joue un réle de premier plan pour recueillir les
informations spatio-temporelles de I’environnement. Environ, le tiers du cortex cérébral
serait impliqué de prés ou de loin dans I’intégration de stimuli visuels (Nieuwenhuys et

al. 2007).

Chez les mammiféres, [’expérience sensorielle est nécessaire pour le
développement normal des aires sensorielles corticales ainsi que pour la maturation et le
raffinement de leurs connexions synaptiques (Wiesel et Hubel 1963; Shatz 1990; Katz et
Shatz 1996; Crair et al. 1998; Katz et Crowley 2002; Sur et Rubenstein 2005; Cang et al.
2005; Espinosa et Stryker 2012). Lors du développement, I’établissement des circuits
neuronaux est déterminé génétiquement en fonction de 1’expression d’une variété de
molécules de guidage axonal (Goodman et Shatz 1993; Tessier-Lavigne et Goodman
1996). Cependant, le raffinement et la maturation des nouvelles connexions synaptiques
sensorielles sont principalement régis par les nombreux changements locaux de I’activité
électrique ‘et métabolique neuronale, qui sont eux-mémes modifiés par 1’expérience

sensorielle (Riddle et al., 1993; Zheng and Purves, 1995).

Lorsqu’il y a la perte de la vision chez un individu en bas 4ge les niveaux
d’activité neuronale sont modifiés ce qui altére le développement normal des aires
visuelles corticales (Shatz et Stryker 1978). La perte de la vision entraine une diminution
importante de [’activité visuelle afférente, et conséquemment, des modifications
physiologiques et biochimiques importantes dans les connexions synaptiques du cortex

visuel de I’individu aveugle.



1.2 La perte de la vision

La perte de la vision peut survenir dans plusieurs types de conditions
pathologiques comme le glaucome, la dégénérescence maculaire, le diabéte, une tumeur
au cerveau, I’anophtalmie congénitale ou suite a des traumas craniens. Une étude a
I’échelle mondiale révele qu’il y avait environ 733 millions d’individus touchés par une
déficience visuelle importante (acuité visuelle inférieure a 6/12) en 2010 et augmenterait
a 930 millions d’ici 2020, engendrant des colts totaux relatifs aux soins de la vision qui
avoisineraient les 2800 milliards de dollars américains (Gordois et al. 2012).
Considérant I’incidence importante des troubles visuels, il n’est pas étonnant qu’il y ait
de nombreuses études qui portent sur les conséquences fonctionnelles, anatomiques et

biochimiques de la perte de la vision sur les différents cortex sensoriels primaires.

1.2.1 Modifications fonctionnelles chez les humains

Plusieurs modifications des voies visuelles ont été observées chez des individus
ayant perdu la vision en tres bas age, comme une augmentation du métabolisme et du
débit sanguin dans le cortex visuel primaire comparativement a des individus voyants ou
ayant perdu la vision a I’age adulte (Wanet-Defalque et al. 1988; Veraart et al. 1990). De
plus, certaines études montrent une réduction de la taille (Kitajima et al. 1997; Jiang et
al. 2009) et du volume (Pan et al. 2007; Ptito et al. 2008), mais aussi une augmentation
de I’épaisseur du cortex visuel primaire chez des sujets aveugles comparativement a des

sujets contrdles voyants (Jiang et al. 2009).

Egalement, des études ont démontré que le cortex visuel primaire est activé
lorsqu’un sujet aveugle précoce effectue des taches auditives (Weeks et al. 2000; Roder
et al. 2002; Gougoux et al. 2005; Renier et al. 2010; Renier et al. 2013) et tactiles
(Kujala et al. 1992; Sadato et al. 1996; Buchel et al. 1998; Renier et al. 2010; Renier et
al. 2013) (Figure 1.1). Pour expliquer ce phénoméne, des études suggérent que la
diminution d’activité visuelle afférente dans le cortex cérébral des aveugles précoces fait

intervenir les aires corticales qui sont normalement dévoudes aux fonctions visuelles



pour bonifier certaines habiletés discriminatives auditives et tactiles (Renier et al. 2010;

Renier et al. 2013).

Early Blind > Sighted Control : Auditory Processing

Sighted

Early Blind > Sighted Control : Tactile Processing

Figure 1.1  Patrons d’activation du cortex visuel primaire des sujets aveugles
précoces par des stimuli auditifs et tactiles.
Résultats des résonances magnétiques fonctionnelles qui démontrent une
activation marquée du cortex visuel primaire par des stimuli auditifs (A)
et tactiles (B) chez des individus aveugles précoces comparativement a
des individus voyants (Renier et al. 2013).

Il a été démontré que les individus atteints de cécité précoce posseédent une plus
grande habileté a discriminer certains stimuli auditifs comme le déplacement d’une
source sonore en mouvement (Poirier et al. 2006; Saenz et al. 2008), la localisation du
son (Kujala et al. 1992; Leclerc et al. 2000; Gougoux et al. 2005; Collignon et al. 2009),
la variation des timbres sonores (Kujala et al. 1997; Gougoux et al. 2004; Hamilton et al.
2004; Kujala et al. 2005) et le traitement du langage (Burton et al. 2002; Amedi et al.
2003; Burton et al. 2003; Burton et McLaren 2006).



D’autres études ont démontré que les individus atteints de cécité précoce
possédent une plus grande habileté a discriminer des stimuli tactiles par rapport aux
individus voyants (Goldreich et Kanics 2003; Goldreich et Kanics 2006; Alary et al.
2009), mais aussi une meilleure perception tactile d’objets et de patrons tridimensionnels
(3D) (Heller et al. 1996a; Heller et al. 1996b; Amedi et al. 2001; Cattaneo et al. 2008),
une plus grande mémoire tactile (Bonino et al. 2008) et une habileté supérieure a lire le
Braille (Cohen et al. 1997; Hamilton et Pascual-Leone 1998; Kupers et al. 2007; Liu et
al. 2007). De plus, chez des sujets aveugles précoces, on observe une diminution de leur
seuil d’activation tactile par rapport a celui des sujets voyants (Sterr et al. 1998) ainsi

qu’une plus grande résolution spatiale tactile (Van Boven et al. 2000).

La relation entre I’activation du cortex visuel primaire lors de tiches non visuelles
et les habiletés supérieures de discrimination sensorielle des individus aveugles précoces
a ¢été¢ démontrée en inactivant le cortex visuel a I’aide de stimulations magnétiques
transcraniennes de hautes fréquences (TMS) lors de la lecture de symboles de Braille.
Ces travaux démontrent que les sujets aveugles précoces perdent leur habileté a
discriminer les symboles de Braille comparativement aux sujets voyants (Figure 1.2)
(Cohen et al. 1997; Sadato et al. 2002; Pascual-Leone et al. 2005). Ces résultats
montrent que le cortex visuel primaire d’un individu aveugle précoce participe, avec le
cortex somatosensoriel, dans I’intégration de certaines fonctions tactiles. Le cortex
visuel semble donc prendre en charge des fonctions somatosensorielles et recevoir des
afférences sensorielles des autres modalités intactes chez les humains aveugles précoces

(Bavelier et Neville 2002).

Certaines études proposent que le recrutement du cortex visuel primaire puisse étre
influencé, non seulement par la perte de la vision, mais aussi par I’expérience, le
comportement et la difficulté de la tiche entreprise par ’individu. En effet, il a été
suggéré que les performances supérieures des sujets aveugles dans la discrimination
tactile seraient causées par un apprentissage sensoriel au lieu d’une plus grande
sensibilité tactile (Hollins 1989; Grant et al. 2000). Par exemple, une étude a montré que

la performance des sujets voyants pour la discrimination de points similaires aux



symboles de Braille est similaire & celle des sujets aveugles aprés seulement trois ou

quatre sessions de pratique (Grant et al. 2000).
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Modulation de I’activité corticale par TMS de hautes fréquences.

A) Patron d’activation du cortex visuel primaire d’un individu aveugle
précoce lors de la lecture du Braille. B) Résonance magnétique en phase
T2 du lobe occipital d’un individu aveugle congénital présentant une
alexie au Braille suite 2 une ischémie occipitale bilatérale. C) Résultats
obtenus des sujets aveugles précoces sur la détection et 1’identification de
plusieurs symboles de Braille suite a I’inhibition des fonctions de leur
cortex somatosensoriel primaire (en rouge) et leur cortex visuel primaire
(en bleu) par des stimulations magnétiques transcrdniennes de hautes
fréquences. On remarque la diminution des habiletés discriminatives des
sujets aveugles pour I’identification des symboles de Braille lorsqu’ils
subissent des stimulations magnétiques de hautes fréquences sur le cortex
visuel primaire (Pascual-Leone et al. 2005).

Cependant, I’apprentissage ne parviendrait pas a expliquer les performances

supérieures de sujets voyants aux yeux bandés lors de la discrimination du Braille. En

effet, des études démontrent que le cortex visuel primaire des sujets voyants aux yeux



bandés était activé lors de taches de discriminations tactiles et que cette activation était
particuliérement importante aprés le cinquiéme jour d’expérimentation (Pascual-Leone
et Hamilton 2001; Kauffman et al. 2002). Les études suggerent que les performances
supérieures des sujets voyants aux yeux bandés dépendraient de 1’activation de leur
cortex visuel primaire suite a des modifications de la connectivité corticale (Pascual-
Leone et Hamilton 2001) et, que bander les yeux des sujets voyants entrainerait
probablement le recrutement rapide du cortex visuel primaire lors de la discrimination

de stimuli tactiles (Kauffman et al. 2002).

11 a été suggéré que la perte de la vision pouvait entrainer des modifications de la
connectivité du cortex visuel primaire par plusieurs mécanismes, notamment par la mise
en place de nouvelles connexions corticocorticales, aussi par un renforcement de
connexions corticocorticales existantes ou bien un démasquage de connexions
corticocorticales silencieuses dans le cortex visuel primaire des sujets aveugles précoces,
permettant ainsi ’activation intermodale de celui-ci et des performances supérieures de
discrimination sensorielle (Bavelier et Neville 2002; Pascual-Leone et al. 2005).
Cependant, le délai de cinq jours nécessaire au cortex visuel primaire d’un sujet voyant
aux yeux bandés pour modifier sa connectivité et mieux performer lors de tiches tactiles
suggere que la perte de la vision induit des changements biochimiques rapides plutdt que
des réorganisations anatomiques lentes des connexions corticales visuelles, considérant
’inactivation compléte du cortex visuel primaire lors d’une tiche de discrimination
tactile chez les sujets voyants aux yeux bandés aprés environs 20 heures de vision
normale (Kauffman et al. 2002). Ces observations ont incité plusieurs études a utiliser
des modéles animaux aveugles pour vérifier 1a nature des modifications anatomiques et

biochimiques dans la connectivité du cortex visuel primaire.



1.2.2 Modifications fonctionnelles chez les animaux

Des modéles animaux de cécité précoce ou congénitale sont utilisés pour 1’étude
des effets de la perte compléte d’activité visuelle sur les structures sous-corticales et
corticales du cerveau. La privation visuelle entraine des modifications importantes du
cortex cérébral de ces modéles animaux, notamment la prise en charge du cortex visuel
primaire par les modalités sensorielles intactes (Yaka et al. 1999; Izraeli et al. 2002;
Kahn et Krubitzer 2002; Piché et al. 2004; Piché et al. 2007) et la présence d’afférences
non visuelles au cortex visuel primaire en provenance d’une variété de structures sous-
corticales et corticales associées aux modalités sensorielles intactes (Izraeli et al. 2002;

Karlen et al. 2006).

Par exemple, des études ont mis en évidence une activation auditive (Morrell
1972; Yaka et al. 2000; Bronchti et al. 2002; Izraeli et al. 2002; Chabot et al. 2007,
Larsen et al. 2009) et tactile (Toldi et al. 1996; Kahn et Krubitzer 2002) du cortex visuel
primaire de modeles animaux de cécité précoce telle qu’observée chez les humains. De
plus, des études comportementales ont démontré une meilleure performance des furets
(King et Parsons 1999) et des chats (Rauschecker et Kniepert 1994) aveugles lors de
certaines tiches de discrimination auditive comparativement & des contrdles voyants.
Egalement, d’autres études comportementales ont mis en évidence une meilleure
performance des rats énucléés a la naissance lors d’une tdche qui requiert une plus
importante utilisation de leurs vibrisses comparativement a des contréles voyants (Toldi
et al. 1994). Ces études montrent qu’il existerait des similarités entre les interactions
intermodales humaines et animales dans le cortex visuel primaire suite a une privation

visuelle.

1.2.3 Modifications anatomiques

Les modifications fonctionnelles observées chez les sujets aveugles précoces
suggerent que la privation visuelle entraine des modifications anatomiques dans le
cortex cérébral, notamment dans les cortex sensoriels primaires, la connectivité corticale

et les composantes synaptiques.



1.2.3.1 Modifications anatomiques corticales

Au niveau des cortex sensoriels primaires, il a ét¢ démontré que la privation
visuelle entraine une réduction de la taille du cortex visuel primaire chez les primates
(Hubel et Wiesel 1977; Rakic 1988; Dehay et al. 1989), les chats (Price et al. 1994), les
opossums (Krubitzer 2007; Karlen et Krubitzer 2009), les rats-taupes (Cooper et al.
1993; Bronchti et al. 2002), les souris (Kaiserman-Abramof 1979; Kaiserman-Abramof
et al. 1980; Majdan et Shatz 2006; Chabot et al. 2007) et les hamsters (Trevelyan et
Thompson 1995; Trevelyan et al. 2007; Desgent et al. 2010) aveugles précoces.

La privation visuelle entrainerait aussi des modifications anatomiques dans les
autres cortex sensoriels primaires. En effet, une hypertrophie des aires auditives a été
observée chez des souris juvéniles et adultes isolées a 1’obscurité pour une période
d’environs trois mois (Gyllensten et al. 1965). D’autres études ont également montré que
la taille du champ de tonneaux des souris (Bronchti et al. 1992; Rauschecker et al. 1992)
et le cortex somatosensoriel primaire des souris et des hamsters (Majdan et Shatz 2006;
Desgent et al. 2010) énucléés a la naissance est plus grande que celle des contrdles

voyants.

Conséquemment, la diminution de la taille des cortex visuel primaire et
I’augmentation de la taille des cortex auditif et somatosensoriel primaires observées par
les études suggeérent que la connectivité du cortex visuel primaire et celle des autres

modalités sensorielles puissent étre modifiées suite a la privation visuelle.

1.2.3.2 Modifications anatomiques de la connectivité corticale

Tout d’abord, il faut savoir qu’il existe plusieurs types de connexions dans le
cortex cérébral, comme les connexions glutamatergiques thalamocorticales qui
transportent 1’activité excitatrice entre les structures sous-corticales et le cortex cérébral,
les connexions glutamatergiques corticocorticales qui transportent 1’activité excitatrice

entre les différentes aires du cortex cérébral et les connexions GABAergiques



intracorticales qui modulent I’activité excitatrice qui circule dans le cortex cérébral

(Bear et al. 2002; Purves 2007).

Au niveau des connexions glutamatergiques thalamocorticales, on devrait
s’attendre a ce que leur densité soit diminuée dans le cortex visuel primaire étant donné
la baisse des niveaux d’activité visuelle afférente lors de la privation visuelle. Or, des
études ont démontré que la densité des connexions thalamocorticales n’est pas
significativement diminuée entre le thalamus visuel, le corps genouillé latéral dorsal
(CGLA), et le cortex visuel primaire de modeles animaux aveugles précoces (Karlen et
al. 2006; Charbonneau et al. 2012). Donc, il est probable que la densité de ces
connexions thalamocorticales visuelles soit maintenue par le transport d’activité

intermodale vers le cortex visuel primaire.

Une étude faite dans notre laboratoire concorde avec cette hypothése puisqu’une
expression importante de la protéine c-fos a été observée dans le cortex visuel primaire
des souris ZRDCT anophtalmes suite & des stimuli auditifs (Chabot et al. 2007). Puisque
la protéine c-fos est exprimée principalement dans les terminaisons des connexions
thalamocorticales (Amir et Stewart 1999), les résultats montrent que les connexions
thalamocorticales visuelles participent a [’activation intermodale du cortex visuel
primaire des souris ZRDCT anophtalmes congénitales. De plus, I’étude révele qu’il n’y
a aucune expression significative de la protéine c-fos chez les souris C57Bl/6 énucléées
bilatéralement a la naissance et C57Bl/6 voyantes (Figure 1.3) (Chabot et al. 2007) ce
qui laisse croire que la privation visuelle entraine des modifications différentes selon le

mode¢le de privation sensorielle.



Figure 1.3

10

Control

Activation du cortex visuel primaire par des stimuli auditifs.
Représentation graphique de I’expression de la protéine c-fos dans les
neurones du cortex visuel primaire suite a des stimuli auditifs chez les
souris C57B1/6 contrdles, ZRDCT anophtalmes et C57Bl/6 énucléées.
(Gauche) Coupe coronale du cortex visuel primaire (V1) pour les 3
modeles de souris. (Droite) Reconstruction des différentes couches
corticales du cortex visuel primaire dans lesquelles les neurones C-Fos-
positifs forment des points bleus. Notez I’activation marquée du cortex
visuel primaire de la souris ZRDCT anophtalme lors de stimuli auditifs
comparativement au cortex visuel primaire des souris C57Bl/6 énucléées
et controles. Notez également la présence d’une activation non-nulle de
certains neurones dans le cortex visuel primaire des souris contrdles et
énucléées (Chabot et al. 2007).

La privation visuelle pourrait également entrainer une augmentation de la densité

de connexions thalamocorticales non-visuelles. En effet, des connexions

thalamocorticales entre le cortex visuel primaire et les noyaux thalamiques non-visuels,
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tels que les noyaux latéraux postérieurs (LP), médiaux antérieurs (AM) et latéraux
dorsaux (LD) ont été observés chez divers modéles animaux aveugles congénitaux,
énucléés a la naissance ainsi que des modéles animaux voyants (Charbonneau et al.

2012).

Premierement, les connexions thalamocorticales des noyaux LP ont été observées
chez les hamsters (Dursteler et al. 1979) et les souris (Godement et al. 1979; Kaiserman-
Abramof et al. 1980; Garrett et al. 1992; Charbonneau et al. 2012). La privation visuelle
entrainerait une augmentation de la densité des connexions thalamocorticales des
noyaux LD dans le cortex visuel primaire des souris ZRDCT anophtalmes
comparativement aux souris controles (Godement et al. 1979; Kaiserman-Abramof et al.

1980).

Deuxiémement, les connexions thalamocorticales des noyaux LD ont été
observées chez les campagnols des prairies (Campi et al. 2010), les hamsters (Dursteler
et al. 1979), les souris (Garrett et al. 1992; Charbonneau et al. 2012) et les opossums
(Karlen et al. 2006). Certaines études montrent qu’une privation visuelle entraine une
augmentation de la densité des connexions thalamocorticales des noyaux LD chez les
souris ZRDCT anophtalmes que les souris contréles (Godement et al. 1979; Kaiserman-
Abramof et al. 1980) tandis qu’une autre étude montre que la privation visuelle entraine
une augmentation de la densité des connexions chez les souris C57Bl/6 énucléées

comparativement aux souris anophtalmes et contréles (Charbonneau et al. 2012).

Troisiemement, les connexions thalamocorticales des noyaux AM ont été
observées chez les rats (Rieck et Carey 1985) et les souris (Charbonneau et al. 2012). La
privation visuelle entrainerait une augmentation de la densité des connexions
thalamocorticales des noyaux AM dans le cortex visuel primaire des souris ZRDCT
anophtalmes comparativement aux souris C57Bl/6 énucléées ou voyantes contrdles

(Charbonneau et al. 2012).
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En somme, les évidences suggérent que la privation visuelle entraine une
augmentation de la densité des connexions thalamocorticales des noyaux non-visuels
chez les souris ZRDCT anophtalmes, mais peu de changements chez les souris énucléées
ou voyantes. Aussi, [’augmentation de la densité des connexions thalamocorticales non-
visuelles serait probablement en mesure d’expliquer, avec les connexions
thalamocorticales du CGLd, la présence d’activité thalamocorticale et les niveaux élevés
d’expression de la protéine c-fos dans le cortex visuel primaire des souris ZRDCT

anophtalmes dans I’é¢tude de Chabot et collégues.

Au niveau des connexions glutamatergiques corticocorticales, des études ont
démontré qu’il y avait des connexions corticocorticales directes entre le cortex visuel
primaire et les cortex auditifs chez des humains (Klinge et al. 2010), des primates
(Falchier et al. 2002), des chats (Hall et Lomber 2008) et des souris (Larsen et al. 2009;
Laramée et al. 2012; Charbonneau et al. 2012) et somatosensoriel primaire des souris
(Wang et Burkhalter 2007; Charbonneau et al. 2012; Wang et al. 2012). Aussi, des
connexions corticocorticales indirectes entre le cortex auditif primaire et le cortex visuel
primaire en faisant des synapses avec les neurones du cortex visuel secondaire ont été

observées chez des souris énucléées bilatéralement a la naissance (Laramée et al. 2011).

Ceci étant dit, il a été suggéré que la privation visuelle entrainerait des
modifications dans la connectivité du cortex visuel primaire de sujets aveugles précoces,
notamment par la mise en place de nouvelles connexions corticocorticales, le
démasquage de connexions corticocorticales silencieuses ou par une amplification des
connexions corticocorticales existantes (Bavelier et Neville 2002; Pascual-Leone et al.
2005). Donc, on devrait s’attendre a ce que la privation visuelle entraine une
augmentation de la densité des connexions corticocorticales directes et indirectes dans le

cortex visuel primaire des modeles animaux de cécité précoce.

Cependant, la majorité des études animales montre que la privation visuelle
n’entraine pas la formation de nouvelles connexions corticocorticales ou une

amplification des connexions corticocorticales du cortex visuel primaire chez des
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modeles animaux de cécité précoce (Karlen et al. 2006; Charbonneau et al. 2012).
Conséquemment, il a été suggéré que la privation visuelle pourrait probablement
entralner une augmentation de la densité des connexions corticocorticales en
démasquant les connexions corticocorticales silencieuses dans le cortex visuel primaire

de sujets aveugles précoces (Charbonneau et al. 2012).

Au niveau des connexions GABAergiques intracorticales, la diminution des
niveaux d’activité visuelle afférente occasionnée par la privation visuelle devrait
entrainer une diminution de la densité de ces connexions dans le cortex visuel primaire
de modeles de cécité précoce afin de favoriser un retour a I’équilibre excitation-

inhibition.

Un grand principe de ’homéostasie du cortex cérébral est le maintien d’un
équilibre entre les niveaux d’activité glutamatergique et GABAergique par divers
mécanismes homéostatiques. Par exemple, une diminution des niveaux d’activité
glutamatergique entraine une augmentation de I’excitabilit¢é des synapses
glutamatergiques et une diminution des niveaux d’activité GABAergique sur les
neurones glutamatergiques. A I’opposé, une augmentation des niveaux d’activité
glutamatergique dans le cortex entraine une augmentation proportionnelle des niveaux
d’activité GABAergique intracorticale (Turrigiano 1999; Turrigiano et Nelson 2000;
Turrigiano et Nelson 2004; Maffei et al. 2004; Maftei et al. 2012). Cette tendance du
cortex cérébral a modifier les niveaux d’activité neuronale est représentée par le concept

d’équilibre excitation-inhibition.

Dongc, la privation visuelle pourrait entrainer une diminution de la densité des
connexions GABAergiques intracorticales pour contrebalancer la diminution des
niveaux d’activité glutamatergiques dans le cortex visuel primaire. Or, il a été¢ démontré
chez des rats privés visuellement que la densité des connexions GABAergiques dans le
cortex visuel primaire n’est pas modifiée suite a la privation visuelle (Maffei et al.
2006). Toutefois, une étude révéle que les signaux inhibiteurs des connexions

GABAergiques sur les neurones glutamatergiques sont diminués dans le cortex visuel
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primaire (Maffei et al. 2004). Ces évidences suggerent que la privation visuelle entraine
la modification des synapses GABAergiques plutét que la densité des connexions

GABAergiques dans le cortex visuel primaire.

1.2.3.3 Modifications anatomiques synaptiques

Au niveau des synapses, des études ont démontré qu’il y avait une diminution de
la densité d’épines dendritiques dans le cortex visuel primaire des rats énucléés
bilatéralement (Ryugo et al. 1975b), des lapins énucléés ou ayant des lésions du
thalamus visuel (Globus et Scheibel 1967) et des souris élevées a I’obscurité (Valverde
1967). De plus, une étude montre que la privation visuelle entraine la modification des
terminaisons présynaptiques des connexions thalamocorticales du cortex visuel primaire
de chats énucléés monoculairement a la naissance, notamment une diminution de la

taille des boutons présynaptiques (Tieman 1984).

I est 2 mentionner qu’une augmentation de la densité des épines dendritiques et du
nombre de neurones a été observée dans le cortex auditif de rats aprés avoir subi une
privation visuelle ou une désafférentation somatosensorielle (Ryugo et al. 1975a). De
plus, il a été montré que la densité des épines dendritiques du cortex somatosensoriel

primaire n’est pas augmentée chez des souris €levées a I’obscurité (Valverde 1967).

En somme, la privation visuelle pourrait possiblement entrainer des changements
dans I’expression des composantes biochimiques présynaptiques et postsynaptiques dans

les différents cortex sensoriels primaires de sujets aveugles précoces.

1.2.4 Modifications biochimiques

A D’échelle biochimique, les composantes synaptiques les plus souvent affectées
par la variation des niveaux d’activité sont les récepteurs membranaires de
neurotransmetteurs (Bear et Malenka 1994; Malinow et Malenka 2002; Malenka et Bear
2004; Ju et al. 2004).
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Ces récepteurs membranaires ont pour rdle de lier les neurotransmetteurs dans la
fente synaptique et d’induire I’entrée d’ions dans les épines dendritiques pour induire
une dépolarisation (excitation) ou une hyperpolarisation (inhibition) neuronale (Bear et
al. 2002). Le glutamate est le principal neurotransmetteur utilisé par les neurones
excitateurs du systéme nerveux central des mammiféres (Fonnum et al. 1979; Watkins et
Evans 1981; Palmada et Centelles 1998; Meldrum 2000; Reimer et al. 2001) tandis que
I’acide y-aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur (Jones
1993; Markram et al. 2004).

Les récepteurs impliqués dans la transmission synaptique glutamatergiques sont
classifiés et nommés selon leur agoniste spécifique : les récepteurs AMPA lient I’acide
2-amino-3-(5-methyl-3-oxo-1,2-oxazol-4-yl) propanoique et NMDA lient [|’acide
N-Methyl-D-aspartique (Dingledine et al. 1999). Les récepteurs AMPA sont des
hétérotétraméres (dimere de dimeres) formés de deux paires de sous-unités GluR
(Watkins et Jane 2006). Les sous-unités sont numérotées de un a quatre (GluR1 a
GluR4) et forment des diméres fonctionnels par association de GluR1 et GluR4 ainsi que
GluR2 et GIuR3 (Mayer 2006; Sobolevsky et al. 2009). Les récepteurs NMDA sont
composés de dimére de dimére sous forme de sous-unités NR (Watkins et Jane 2006). 11
existe trois types de sous-unité NR (NR1, NR2 et NR3) qui forment le récepteur NMDA
par une association entre la sous-unité obligatoire NR1 et une sous-unité NR2 (NR2A ou

NR2B) ou NR3 (Cull-Candy et Leszkiewicz 2004; Furukawa et al. 2005).

Lorsqu’il y a une privation visuelle, les sous-unités qui composent les récepteurs
AMPA et NMDA sont modifiées dans les cortex visuel, auditif et somatosensoriel
primaires. Par exemple, il a été démontré que 1’expression des sous-unités NR2A des
récepteurs NMDA est significativement réduite dans le cortex visuel primaire de rats
(Albanese et al. 1983; Cotrufo et al. 2003) et de souris (Chen et Bear 2007) élevé a
’obscurité. De plus, un recrutement accru sur la membrane des neurones
postsynaptiques des sous-unités GIuR1 et NR2B des récepteurs AMPA et NMDA
respectivement a €té observé dans le cortex visuel primaire d’animaux aveugles élevés a

I’obscurité, ce qui entralnait une augmentation de [’amplitude des potentiels
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postsynaptiques excitateurs (PPSE) (Figure 1.4) (Philpot et al. 2001; Desai et al. 2002;
Yashiro et al. 2005; Goel et al. 2006; Chen et Bear 2007; Yashiro et Philpot 2008).

Figure 1.4

Visual cortex
GluR1 GluR2
NR DR NR DR
s — — e
R1/R2 ratio
250 ~ -
& 200
E Z 150
© %5 100 -
A n
0 - S
NR DR NR DOR NR DR

Modulation de la force excitatrice postsynaptique dans V1.

Ftude d’immunobuvardage de type Western sur la modulation de
I’expression des sous-unités GluR1 et GIluR2 des récepteurs
glutamatergiques dans le cortex visuel primaire de rats élevés a
I’obscurité. Les graphiques démontrent une augmentation marquée de
I’expression des sous-unités GluR1 des récepteurs glutamatergiques
postsynaptiques chez les rats élevés a 1’obscurité (DR-dark reared)
comparativement aux rats des rats ¢levés dans un régime de luminosité
normal (NR-normal-reared) ou rats contrdles. De plus, aucune
modulation significative des sous-unités GluR2 n’a ét€ constatée entre les
rats aveugles et les controles (Goel et al. 2006).

Certaines modifications biochimiques ont également été observées dans les cortex

auditif et somatosensoriel primaires de rats élevés a 1’obscurité, notamment une

diminution significative des niveaux d’expression des sous-unités GluR1 lorsque les

niveaux d’expression sont comparés a ceux des rats contréles (Figure 1.5) (Goel et al.

2006). Ces résultats concordent avec certaines évidences qui montrent que la perte d’un

sens entraine des modifications dans les structures des autres modalités sensorielles

intactes (Ryugo et al. 1975a; Bavelier et Neville 2002). Ceci est important puisque la

rivation visuelle pourrait entrainer une augmentation des niveaux d’expression de
p

certaines protéines présynaptiques dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires.
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Nous en discuterons un peu plus loin dans la section sur I’enrichissement sensoriel des

autres modalités sensorielles lors de la privation visuelle.

Somatosensory cortex
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Figure 1.5  Modulation de la force excitatrice postsynaptique dans S1.

Etude d’immunobuvardage de type Western de I’expression  des
sous-unités GluR1 et GluR2 des récepteurs glutamatergiques dans le
cortex somatosensoriel primaire de rats élevés a 1’obscurité. Les
graphiques démontrent une diminution significative de 1’expression de la
sous-unité GluR1 des récepteurs glutamatergiques postsynaptiques chez
les rats élevés a ’obscurité (DR) comparativement aux rats élevés dans
un régime de luminosité normal (NR). De plus, aucune modulation
significative de la sous-unité GluR2 n’a été constatée entre les rats élevés
a ’obscurité et les rats élevés dans un régime de luminosité normal (Goel
et al. 2006).

La privation visuelle entraine aussi des modifications biochimiques au niveau des
composantes présynaptiques dans le cortex visuel primaire. En effet, une étude a
démontré que les terminaisons présynaptiques des neurones du cortex visuel primaire
des rats privés visuellement relachent plus rapidement leur contenu vésiculaire en
neurotransmetteurs lorsqu’elles sont soumises & des dépolarisations successives
comparativement aux terminaisons présynaptiques des rats élevés dans un régime de
luminosité normal (contrdles) (Figure 1.6) (Yashiro et al. 2005). Aussi, ces résultats
impliquent que, suite & une privation visuelle, une plus grande quantité de vésicules
synaptiques se fusionne avec la membrane présynaptique pour relacher la totalité de leur

contenu en neurotransmetteurs pour une méme dépolarisation. Conséquemment, les
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terminaisons présynaptiques épuisent plus rapidement leur réserve de vésicules

synaptiques fonctionnelles dans les synapses du cortex visuel primaire privé

visuellement que les synapses du cortex visuel qui regoit de 1’activité visuelle afférente.

Ces résultats suggérent qu’il y a un recyclage important des vésicules synaptiques

vides dans les terminaisons présynaptiques du cortex visuel primaire suite a une

privation visuelle. De ce fait, on devrait s’attendre a ce que la perte de la vision entraine

la modification des niveaux d’expression des protéines responsables du remplissage de

neurotransmetteurs dans les vésicules synaptiques du cortex visuel primaire.

Figure 1.6
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Modulation de la force excitatrice présynaptique dans V1.
Représentation graphique d’un test de Paired-pulse facilitation ou
facilitation neuronale (Thomson 2000) pour les synapses du cortex visuel
primaire chez des rats élevés a 1’obscurité. La valeur des amplitudes
relatives des potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE/EPSC) se
retrouve en ordonnée pour les synapses des rats élevés a 1’obscurité
(Noir) et des rats élevés dans un régime de luminosité normal (contréles)
(Blanc). Aprés environ 30 décharges successives, la relache de
neurotransmetteurs excitateurs par la terminaison présynaptique des
synapses du cortex visuel primaire des rats aveugles n’est plus en mesure
d’induire une dépolarisation du neurone postsynaptique comparativement
aux synapses des rats élevés dans un régime de luminosité normal
(contrdles) (Yashiro et al. 2005).
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1.3 Les transporteurs vésiculaires de neurotransmetteurs

Il est connu que la transmission synaptique de 1’activité neuronale nécessite la
synthése et la libération de neurotransmetteurs comme le glutamate et le GABA (Bear et
al. 2002). Dans les terminaisons présynaptiques, les neurotransmetteurs sont
emmagasinés dans des vésicules synaptiques a 1’aide des transporteurs vésiculaires
spécifiques aux neurotransmetteurs (Masson et al. 1999; Daniels et al. 2006; Edwards
2007). Ensuite, les vésicules sont entreposées prés de la membrane présynaptique
jusqu’a la dépolarisation du neurone, entrainant alors la fusion des vésicules synaptiques
avec la membrane plasmique et la relache des neurotransmetteurs dans la fente

synaptique (Jahn et Sudhof 1993; Jahn et Sudhof 1994).

Certaines études ont démontré que les transporteurs vésiculaires contrdlent la
quantité de neurotransmetteurs contenue dans la vésicule synaptique (Colliver et al.
2000; Gong et al. 2003) et qu’une augmentation du nombre de transporteurs vésiculaires
sur la membrane plasmique des vésicules synaptiques entraine une augmentation de la
taille des vésicules et de leur concentration en neurotransmetteurs (Figure 1.7) (Edwards
2007). De plus, il est connu que les seuils de dépolarisation de la membrane
postsynaptique sont augmentés lorsqu’il y a une plus grande quantité de
neurotransmetteurs relichée par les vésicules dans la fente synaptique (Edwards 2007).
Donc, il y aurait une corrélation entre le nombre de transporteurs vésiculaires sur la
vésicule synaptique et la modification des seuils de dépolarisation postsynaptique

(Daniels et al. 2006).

Comme certaines évidences montrent que la privation visuelle entraine une
augmentation de la probabilité de relache de neurotransmetteurs des synapses
excitatrices du cortex visuel primaire (Yashiro et al. 2005), il est possible que les
niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires glutamatergiques soient également
augmentés dans les terminaisons présynaptiques des connexions thalamocorticales et

corticocorticales du cortex visuel primaire.
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De plus, si I’on considére que les niveaux d’activité glutamatergique afférente sont
diminués suite a la privation visuelle, on devrait s’attendre & ce que les niveaux
d’activité GABAergique soient également diminués dans le cortex visuel primaire.
Conséquemment, il est probable que la perte de la vision entraine une diminution des
niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires GABAergiques pour réduire la
quantité de GABA libérée a la synapse et ainsi diminuer les signaux inhibiteurs sur les

neurones glutamatergiques.
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Figure 1.7  Effets des transporteurs vésiculaires sur la vésicule synaptique.

A gauche, un seul transporteur vésiculaire de neurotransmetteurs est en
mesure de remplir efficacement une vésicule synaptique afin que celle-ci
puisse relacher un quantum lors de 1’exocytose. A droite, ’ajout d’un
second transporteur vésiculaire induit une augmentation de la taille de la
vésicule synaptique (osmotic swelling). En conséquence, la quantité de
neurotransmetteurs emmagasinée dans la vésicule synaptique est
augmentée ce qui permet la formation d’un plus grand quantum lors de la
transmission synaptique (Edwards 2007).

Ceci étant dit, trois transporteurs vésiculaires spécifiques du glutamate et un
spécifique au GABA ont été décrits, possédant chacun des caractéristiques qui
permettent de les différencier, notamment par leur localisation dans les connexions

synaptiques des régions corticales et sous-corticales.
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1.3.1 Transporteurs vésiculaires glutamatergiques

VGIuT1 possede les caractéristiques clés pour I’insertion de glutamate dans la
vésicule synaptique; comme une importante affinité pour le glutamate, une incapacité a
transporter D’aspartate, la glutamine ou le GABA. Egalement, il démontre une
dépendance face au gradient de proton (ApH), au gradient électrique du potentiel
transmembranaire vésiculaire (AY) et au chlore diphasique (Disbrow et al. 1982; Naito
et Ueda 1985). Ceci est important puisque 1’insertion de glutamate dans une vésicule
nécessite la sortie d’un proton (H") pour faciliter I’entrée du neurotransmetteur contre
son gradient de concentration (Gasnier 2000). Pour obtenir une concentration importante
de proton dans la lumiere de la vésicule et favoriser I’échange, une pompe vacuolaire
H'ATPase activée par le magnésium (Mg?) sur la membrane vésiculaire génere le
gradient de proton. De plus, le déplacement des protons dans la lumiére de la vésicule
entraine 1’établissement d’un gradient électrique transmembranaire (AY) (Forgac 2000;
Bai et al. 2001). Le gradient électrique transmembranaire (AW) est le potentiel inducteur
(driving force) principal pour I’accumulation du glutamate dans la vésicule synaptique

(Edwards 2007).

VGIuT1 se localise principalement dans les terminaisons présynaptiques des
connexions glutamatergiques corticocorticales du cortex cérébral et de 1’hippocampe
(Figure 1.7) (N1 et al. 1995; Fremeau, Jr. et al. 2004a; El Mestikawy et al. 2011). Cette
caractéristique est trés importante puisqu’elle permettrait d’étudier exclusivement les
modifications biochimiques présynaptiques des connexions corticocorticales du cortex
visuel primaire. Comme certaines évidences suggerent que la privation visuelle
entrainerait probablement un démasquage des connexions corticocorticales silencieuses,
on pourrait s’attendre a ce que les niveaux d’expression de VGIuT1 soient augmentés

dans le cortex visuel primaire de sujets aveugles précoces.
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De plus, il a été démontré que les niveaux d’expression de VGIuT! seraient
corrélés avec la probabilité de reliche du glutamate et de la force excitatrice des
synapses (Wilson et al. 2005). Donc, il est probable que ’activité intermodale présente
dans les connexions corticocorticales visuelles puisse également entrainer une

augmentation des niveaux d’expression de VGluT1 dans le cortex visuel primaire.

VGIuT2 est comparable a VGluT1 sur le plan fonctionnel et structurel. Plusieurs
études ont démontré les capacités de VGIuT2 a transporter spécifiquement le glutamate
dans les vésicules synaptiques (Herzog et al. 2001) et sa localisation dans les neurones
glutamatergiques (Bellocchio et al. 1998; Herzog et al. 2001). Toutefois, VGIuT2 est
principalement exprimé dans les régions sous-corticales comme le thalamus, le cervelet
et le pons et se localise préférentiellement dans les terminaisons présynaptiques des
connexions glutamatergiques thalamocorticales (Aihara et al. 2000; Hisano et al. 2000;
Kaneko et Fujiyama 2002; Fremeau, Jr. et al. 2004a; El Mestikawy et al. 2011). Bien
que les connexions thalamocorticales proviennent des structures sous-corticales du
cerveau, leurs terminaisons axonales font des connexions synaptiques avec des neurones
de la couche 4 des différents cortex sensoriels primaires (Figure 1.8). De ce fait, la
localisation sélective de VGIuT2 dans les terminaisons des connexions thalamocorticales
est la principale différence qui le distingue des VGIuT1, permettant ainsi d’étudier les
connexions thalamocorticales séparément des connexions corticocorticales dans les

différentes couches du cortex cérébral.

Certaines évidences suggerent que la privation visuelle entraine la mise en place
de nouvelles connexions thalamocorticales du cortex visuel primaire, notamment chez
les opossums énucléés bilatéralement a4 la naissance (Karlen et al. 2006). Or, il a
démontré que la perte de la vision n’entrainait pas la formation de nouvelles connexions
thalamocorticales chez les modéles animaux aveugles ou voyants (Charbonneau et al.
2012). Alors, on devrait s’attendre a ce que les niveaux d’expression de VGIuT2 soient
diminués dans le cortex visuel primaire des modeles animaux aveugles précoces étant

donné la diminution de la ’activité visuelle afférente suite a la perte de la vision.
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VGIuT3 possede les mémes caractéristiques que VGIuT! et VGIuT2 (Fremeau, Jr.

et al. 2002; Schafer et al. 2002). Toutefois, des études ont démontré qu’il est situé

uniquement dans les neurones non-glutamatergiques (Figure 1.8). Plus spécifiquement,

VGIuT3 serait exprimé dans environs 80 % des neurones sérotoninergiques des noyaux

du raphé (Schafer et al. 2002) et dans certaines terminaisons axonales de neurones

sérotoninergiques de I’hippocampe et du cortex cérébral (Amilhon et al. 2010),

acétylcholinergiques du striatum, du nucleus basalis et dans certaines sous-populations

d’interneurones GABAergiques de I’hippocampe et du cortex cérébral (Schafer et al.

1998; Gras et al. 2002; Somogyi et al. 2004). Etant donné sa co-localisation dans les

neurones non-glutamatergiques (Gras et al. 2002; Gras et al. 2008; Amilhon et al. 2010;

El Mestikawy et al. 2011), VGIuT3 ne sera pas analysé dans notre étude.

Figure 1.8
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Distribution des transporteurs vésiculaires du glutamate chez le rat.
Représentation schématique de la distribution des brins d’ARN messager
qui code pour les transporteurs vésiculaires du glutamate (VGIuTs) sur
une coupe coronale du cerveau du rat. Le transporteur vésiculaire du
glutamate 1 (VGIuT1) est exprimé principalement dans le cortex cérébral
et dans I’hippocampe (Rouge) tandis que le transporteur vésiculaire du
glutamate 2 (VGIuT2) est principalement exprimé dans les régions sous-
corticales, incluant le thalamus et le pons et la couche 4 (couche
granulaire) du cortex cérébral (Bleu). Le transporteur vésiculaire du
glutamate 3 (VGIuT3) est exprimé dans les neurones sérotoninergiques
des noyaux du raphé, dans les neurones acétylcholinergiques du striatum
et du cortex frontal et dans certains interneurones GABAergiques du
cortex cérébral et de I’hippocampe (Vert). (Fremeau, Jr. et al. 2004b)
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1.3.2 Transporteur vésiculaire GABAergique

Le GABA posséde également un transporteur vésiculaire spécifique (VGAT-
vesicular GABA ftransporter) sur la membrane des vésicules synaptiques des
interneurones inhibiteurs corticaux et sous-corticaux (Chaudhry et al. 1998). Les
VGATs, comme les VGIuTs, utilisent de maniére équivalente le gradient H'
électrochimique établit par une pompe (H')-ATPase vacuolaire et le gradient électrique
du potentiel transmembranaire vésiculaire (AY) pour incorporer le GABA dans la
vésicule synaptique (Fykse et Fonnum 1988). Les VGAT sont localisés dans la majorité
des terminaisons présynaptiques des interneurones GABAergiques du cerveau des
mammiferes, principalement dans le cortex cérébral, I’hippocampe et les cellules de

Purkinje du cervelet (Chaudhry et al. 1998; EI Mestikawy et al. 2011).

Les VGAT contrdlent la quantité de GABA inséré dans les vésicules synaptiques
et, tout comme les VGIuTs, influencent 1’activité présynaptique neuronale. Il est connu
que la modulation de I’activité excitatrice des connexions glutamatergiques est effectuée
principalement par I’inhibition GABAergique, a défaut de quoi Dactivité excitatrice
synaptique pourrait devenir trop importante dans le milieu cortical et entrainer de
I’excitotoxicité neuronale (Miller et MacKay 1994; Miller 1996; Douglas et Martin
2009). Donc, comme la privation visuelle induit une diminution importante de ’activité
visuelle afférente et la tendance du cortex cérébral a maintenir un équilibre excitation-
inhibition, on devrait s’attendre a ce que les niveaux d’expression de VGAT soient

diminués dans le cortex visuel primaire d’un sujet aveugle précoce.

1.4 Enrichissement sensoriel

Nous avons mentionné auparavant que certaines modifications ont été observées
dans les modalités sensorielles intactes suite a la privation visuelle, notamment une
hypertrophie des aires auditives (Gyllensten et al. 1965) et du champ de tonneaux du
cortex somatosensoriel primaire (Bronchti et al. 1992; Rauschecker et al. 1992) de

différents modeles animaux de cécité précoce.
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Ces évidences ont mené un groupe de chercheurs a proposer que la privation
visuelle soit une forme d’enrichissement sensoriel pour les modalités sensorielles
restantes (Ryugo et al. 1975a) et que I’hypertrophie des aires sensorielles intactes
pourrait provenir de I’adoption d’un comportement qui sollicite davantage les autres

modalités sensorielles suite a la perte d’un sens (Rauschecker et al. 1992).

Egalement, il a été proposé que la sollicitation accrue des autres sens pourrait
probablement expliquer les modifications fonctionnelles et/ou les capacités
discriminatives accrues observées chez des sujets aveugles précoces (Rauschecker
1995). Par exemple, un individu aveugle pourrait utiliser davantage son ouie et ses sens
tactiles pour se déplacer ou s’orienter dans son environnement (Merabet et Pascual-
Leone 2010). De ce fait, le comportement de la personne aveugle favorise une
sollicitation accrue des modalités sensorielles intactes qui entrainera probablement une
augmentation de [’activité sensorielle afférente. Or, nous supposons que ces
modifications pourraient étre mises en évidence par une hausse des niveaux d’expression
de VGIuT2 dans les connexions thalamocorticales des cortex auditif et somatosensoriel

primaires.

Il est connu que ’enrichissement sensoriel entraine des modifications dans le
cortex cérébral, notamment au niveau synaptique. En effet, une étude récente montre une
augmentation de I’activité excitatrice thalamocorticale dans le cortex visuel primaire de
rats voyants lorsqu’ils sont élevés dans une grande cage a trois étages contenant une
roue d’exercice et divers objets de toutes formes dont des tubes, des caches et des
échelles (Figure 1.9) (Mainardi et al. 2010). L’étude suggere que la potentialisation de
’activité excitatrice thalamocorticale proviendrait de 1’enrichissement environnemental
ce qui entrainerait une augmentation des niveaux d’expression de VGIuT2 dans le cortex
visuel primaire (Figure 1.10) étant donné que 1’environnement rehausserait 1’expérience
visuelle des rats élevés dans le milieu enrichi comparativement aux rats élevés en milieu

contréle (Mainardi et al. 2010).
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Figure 1.9  Exemple d’un enrichissement environnemental.

L’enrichissement environnemental constitue la modification d’un
environnement standard et des conditions de vie d’animaux de laboratoire
afin d’optimiser la qualité et I’intensité des stimuli sensoriels offerts par
I’environnement. Le role de I’enrichissement environnemental est de

. promouvoir un milieu de vie qui offre des niveaux accrus de stimuli
multisensoriels, d’interaction sociale, d’activité physique et de favoriser
I’exploration chez les animaux (Baroncelli et al. 2010). (Image faite par
M. Marchi)

Ces résultats suggérent que I’enrichissement sensoriel de I’environnement
entraine une hausse de I’activité excitatrice afférente dans le cortex visuel primaire. De
ce fait, on devrait s’attendre a ce que les niveaux d’expression de VGIuT2 augmentent
dans les connexions thalamocorticales du cortex visuel primaire de sujets aveugles
précoces considérant la perte de la vision comme une forme d’enrichissement sensoriel

pour les modalités sensorielles intactes.
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Figure 1 10 Modulation de la force excitatrice présynaptique thalamocorticale.

(A gauche) Immunobuvardage de type Western sur des protéines du
cortex visuel primaire de rats voyants controles (non-EE) et élevés en
milieu enrichi (EE). (A droite) Histogramme de ’expression relative des
VGIuT2 dans le cortex visuel primaire des rats voyants contrdles
(non-EE) et élevés en milieu enrichi (EE). Il y a une augmentation
significative d’environ 10 % de ’expression des VGIuT2 dans le cortex
visuel primaire des rats dans le milieu enrichi comparativement aux rats
controles. La force excitatrice présynaptique thalamocorticale est
modulée a la hausse lors d’un enrichissement environnemental (Mainardi
et al. 2010).

L’étude montre que I’enrichissement environnemental entrainerait également une
augmentation de I’activité excitatrice corticocorticale dans le cortex visuel primaire des
rats élevés en milieu enrichi, notamment par la hausse des niveaux d’expression de
VGIuT1 comparativement au niveau d’expression de VGIuT1 chez les rats élevés dans
un milieu non-enrichi (Figure 1.11). Or, I’étude suggere que I’enrichissement sensoriel
favorise la transmission de 1’activité excitatrice intracorticale dans laquelle est impliquée
la protéine VGIuT1. Considérant la privation visuelle comme une forme
d’enrichissement sensoriel pour les autres modalités sensorielles intactes, on pourrait
s’attendre a ce que les niveaux d’expression de VGIuT1 soient augmentés dans les

cortex auditif et somatosensoriel primaires des sujets aveugles précoces.
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Figure 1.11 Modulation de la force excitatrice présynaptique corticocorticale.

(A gauche) Immunobuvardage de type Western sur des protéines du
cortex visuel primaire de rats voyants contréles (non-EE) et élevés en
milieu enrichi (EE). (A droite) Histogramme de I’expression relative des
VGIuT1 dans le cortex visuel primaire des rats voyants contrdles
(non-EE) et élevés en milieu enrichi (EE). Il y a une augmentation
significative d’environ 10 % de I’expression des VGIuT1 dans le cortex
visuel primaire des rats €levés en milieu enrichi comparativement aux rats
controles. La force excitatrice présynaptique corticocorticale est modulée
a la hausse lors d’un enrichissement sensoriel environnemental (Mainardi
etal. 2010).

Suite a [ID’enrichissement sensoriel, une importante quantité d’afférences
excitatrices qui provient de la périphérie va emprunter les connexions glutamatergiques
thalamocorticales vers leur cortex sensoriel respectif et entrainer une augmentation des
niveaux d’activité glutamatergique thalamocorticale. Conséquemment a la hausse des
niveaux d’activité excitateur dans les modalités sensorielles, on devrait s’attendre a une
augmentation des niveaux d’activité GABAergique intracorticale afin de favoriser un
retour vers 1’équilibre excitation-inhibition cortical. De ce fait, 1l est possible que les
niveaux d’expression de VGAT soient augmentés dans les cortex auditif et

somatosensoriel primaires des sujets aveugles précoces.
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1.5 Modéle animaux

Deux souches de souris seront utilisées dans nos expériences. La souris C57BI/6,
qui est couramment utilisée dans les recherches biomédicales, et la souris ZRDCT/An,
une souris anophtalme congénitale (Chase et Chase 1941) utilisée dans plusieurs études
sur le role de I’information visuelle sur le développement des aires visuelles (Olavarria
et Van Sluyters 1984; Rhoades et al. 1985; Laemle et al. 1993; Laemle et al. 1999; Piché
et al. 2004; Laemle et al. 2006; Chabot et al. 2007; Chabot et al. 2008).

La souris C57Bl/6 est utilisée a deux fins : 1) La souris C57Bl/6 intacte est utilisée
a titre de contrdle et 2) comme un premier modele de cécité lorsqu’elle subit une
énucléation bilatérale dans les 24 heures suivant la naissance. La souris ZRDCT/An
anophtalme est utilisée comme second modele de la cécité. Chez cette souris, ni la
rétine, ni le nerf optique ne se développent durant la période embryonnaire (Chase et
Chase 1941). Cette anophtalmie congénitale survient suite a une mauvaise fermeture de
la fente colobomique lors de la formation des globes oculaires (Tucker et al. 2001). Les
vésicules optiques émergent normalement de la face antérieure du tube neural, mais leur
taille est réduite. De ce fait, elles ne parviennent pas a maintenir un bon contact avec la
surface de I’ectoderme. Ces modifications font suite a une mutation du locus ey/ dans la
région codante de I’exon du géne Rx/rax du chromosome 18 (Tucker et al. 2001). Ce
modele de cécité permet d’analyser un cortex visuel primaire qui n’a jamais regu

d’activité visuelle pré- et postnatale.

Avant I’ouverture des yeux, la corrélation de 1’activité entre les cellules voisines
de la rétine est & la base des processus développementaux comme la ségrégation des
influx d’activité visuelle provenant des deux yeux ainsi que le raffinement de cartes
rétinotopiques dans les aires visuelles primaires et associatives (Ackman et al. 2012). De
plus, il a été démontré que les cartes rétinotopiques du cortex visuel primaire chez la
souris ne se concrétisent qu’une semaine apres la naissance (Cang et al. 2005). Au cours
du développement de la rétine, des vagues spontanées de potentiel d’action ont été
observées. Elles proviendraient de domaines restreints d’activité corrélée qui forment

des mosaiques d’activation a D’intérieur de la couche de cellules ganglionnaires
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(Nieuwenhuys 1994; Feller et al. 1996). Ces cellules ganglionnaires de la rétine
projettent des axones vers le corps géniculé latéral dorsal (CGLd) ou ils font synapses
avec les cellules magnocellulaires et parvocellulaires thalamiques (Nieuwenhuys 1994;
Shatz 1996). Lorsqu’elles quittent le CGLd, les radiations optiques cheminent jusqu’a la
sous-plaque corticale ou elles feront synapses vers le 16° jour aprés la conception, pour
ensuite atteindre le cortex visuel primaire vers le 21 jour post-conception (Clancy et al.
2001). De ce fait, I’énucléation bilatérale au premier jour postnatal, soit 21 jours post-
conception, n’affecterait pas I’établissement des connexions thalamocorticales visuelles,
ni les effets de I’activité spontanée aléatoire de la rétine embryonnaire mais empécherait
la maturation des cartes rétinotopiques dans le cortex visuel primaire aprés la naissance
puisque celles-ci ne recevraient pas d’expérience visuelle. D’ailleurs, la présence
d’activité visuelle embryonnaire dans le cortex visuel primaire chez la souris énucléée
est la principale différence entre le premier et le second modéle de cécité dans notre
étude puisqu’il n’y a pa.s d’activité visuelle de la rétine embryonnaire chez les souris

anophtalmes congénitales.

1.6 Objectifs de recherche et hypothéses

Dans cette étude, nous avons tenté de vérifier si la privation visuelle modifie les
niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires glutamatergiques et GABAergiques
dans les différents cortex sensoriels primaires de modeles animaux adultes de cécité
précoce. De plus, nous allons vérifier si la privation visuelle entraine la modification des
niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires glutamatergiques et GABAergiques
dans les modalités sensorielles intactes, considérant les effets d’un enrichissement
sensoriel sur les forces excitatrices et inhibitrices présynaptiques dans le cortex visuel

primaire (Mainardi et al. 2010).
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Dans un premier temps, considérant la privation visuelle comme un facteur
modifiant ’activité sensorielle afférente dans le cortex visuel primaire de sujets
aveugles, nous allons vérifier I’expression des transporteurs vésiculaires du glutamate
(VGIuT1-VGIuT2) et du GABA (VGAT) dans le cortex visuel primaire de souris
adultes C57Bl/6 énucléées bilatéralement a la naissance et ZRDCT anophtalmes

congénitales.

Tout d’abord, considérant la diminution de ’activité visuelle afférente qui provient
de la périphérie suite a une privation visuelle et les études qui montrent des connexions
thalamocorticales plus importantes chez les souris ZRDCT anophtalmes, nous nous
attendons a ce que les niveaux d’expression de VGIuT2 soient diminués
significativement dans le cortex visuel primaire des souris C57Bl/6 énucléées, mais peu

modifiés chez les souris ZRDCT anophtalmes.

Ensuite, considérant sa localisation dans les connexions corticocorticales et
’activation intermodale du cortex visuel primaire par des stimuli auditifs et tactiles,
nous nous attendons a ce que les niveaux d’expression de VGIuT1 soient augmentés
significativement dans le cortex visuel primaire des souris adultes C57Bl/6 énucléées et

ZRDCT anophtalmes.

Finalement, considérant que les niveaux d’activité excitatrice visuelle sont
fortement diminués suite & une privation visuelle et le principe d’équilibre excitation-
inhibition corticale, nous nous attendons a ce que les niveaux d’expression de VGAT
soient diminués significativement dans le cortex visuel primaire des souris adultes

CS57Bl/6 énucléées et ZRDCT anophtalmes.
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En second lieu, considérant I’hypothése qu’une privation visuelle serait une forme
d’enrichissement sensoriel pour les autres sens, nous allons vérifier les niveaux
d’expression des transporteurs vésiculaires du glutamate (VGIuT1-VGIuT2) et du
GABA (VGAT) dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires de souris adultes

CS57Bl/6 énucléées bilatéralement a la naissance et ZRDCT anophtalmes congénitales.

Tout d’abord, considérant la privation visuelle comme une forme
d’enrichissement sensoriel pour les autres modalités sensorielles et 1’augmentation de
I’activité excitatrice afférente suite a I’utilisation accrue des sens auditifs et tactiles chez
les sujets aveugles, nous nous attendons également a ce que les niveaux d’expression de
VGIuT?2 soient augmentés significativement dans les cortex auditif et somatosensoriel

primaires de nos souris adultes C57Bl/6 énucléées et ZRDCT anophtalmes.

Ensuite, considérant la privation visuelle comme une forme d’enrichissement
sensoriel pour les autres modalités sensorielles et I’augmentation de 1’activité excitatrice
intracorticale chez les animaux élevés en milieu enrichi, nous nous attendons également
a ce que les niveaux d’expression de VGIuT1 soient augmentés significativement dans
les cortex auditif et somatosensoriel primaires de nos souris adultes C57Bl/6 énucléées

et ZRDCT anophtalmes.

Finalement, considérant 1’augmentation de 1’activité excitatrice corticale suite a
I’utilisation accrue des autres sens lors d’une privation visuelle et le principe d’équilibre
excitation-inhibition corticale, nous nous attendons a ce que les niveaux d’expression de
VGAT soient augmentés significativement dans les cortex auditif et somatosensoriel

primaires des souris adultes C57B1/6 énucléées et ZRDCT anophtalmes.



CHAPITRE II

MATERIEL ET METHODE

2.1 L’environnement expérimental

Toutes les manipulations sur nos mod¢les animaux respectent les directives du
Conseil canadien de Protection des Animaux (CCPA) en science et ont été approuvées

par le comité de bons soins aux animaux de I’Université du Québec a Trois-Riviéres.

Pour notre étude, les souris étaient hébergées dans un milieu enrichi. Le milieu
était constitué d’une grande cage (19 cm x 10,5 cm x 8 cm) dans laquelle des tubulures
de plastique étaient disposées de fagon aléatoire. Les tubulures servent a la formation de
tunnels et de nids par les souris. De plus, la nourriture était cachée afin de favoriser
I’exploration. L’utilisation d’un milieu enrichi est important puisqu’il a ét¢ démontré
que I’enrichissement environnemental est directement impliqué dans la modification de
composantes synaptiques (Sale et al. 2010; Mainardi et al. 2010; Scali et al. 2012), de la
taille et de la densité des neurones corticaux (Beaulieu et Colonnier 1989a; Beaulieu et
Colonnier 1989b) et du développement du cortex visuel (Cancedda et al. 2004; Sale et
al. 2004; Tognini et al. 2012).

Les animaux étaient maintenus dans un cycle lumiére-obscurité de 14 h - 10 h. La
température était maintenue entre 20 et 22 °C et la ventilation était programmée pour
faire 7.59 changements d’air par heure dans la salle d’hébergement. Les souris étaient

nourries tous les jours et elles avaient accés a de I’eau fraiche en permanence.
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2.2 Enucléation bilatérale

L’énucléation des souris C57Bl/6 doit se faire dans un délai inférieur a 24 h
suivant la naissance puisque les axones thalamocorticaux ont fait synapse avec les
neurones du cortex visuel primaire et il est important d’empécher D’activité visuelle

afférente d’étre acheminée au cortex visuel primaire.

L’énucléation consiste a retirer le globe oculaire et a sectionner le nerf optique et
’artére ophtalmique. Pour ce faire, le souriceau est profondément anesthésié par
hypothermie. Avec une lame de scalpel courbée, la fente palpébrale est incisée de
maniére a apercevoir 1’oeil. L’oeil est alors retiré avec des pinces courbées (Dumont #7,
Fine Science Tools Inc., Vancouver, Canada) en appuyant doucement sur les rebords de
’orbite tout en maintenant une pression sur les cotés du globe oculaire. Apres que 1’oelil
soit sorti de son orbite, I’artére ophtalmique et le nerf optique sont sectionnés et le globe
oculaire est retiré. Afin de diminuer I’hémorragie, un morceau de Gelfoam® (Upjohn,
Kalamazoo, Michigan, USA) est déposé a I’intérieur de I’orbite et la fente palpébrale est
refermée en rapprochant les paupiéres 1’une contre 1’autre pour faciliter leur fusion. Une
fois les deux yeux retirés, la souris est réveillée sous une lampe chauffante et retournée

dans le nid.

Pour diminuer les risques d’infanticide caus€ par la manipulation des souriceaux,
la mére était transférée dans une autre cage avec, au minimum, ’un de ses bébés. Les
souriceaux utilisés restaient dans la cage initiale afin de conserver I’odeur de la mere et

étaient transportés a la salle de chirurgie.
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2.3 Extraction des protéines corticales

L’extraction des protéines corticales a été effectuée chez les souris agées de 59-61
jours. L’4ge a été choisi afin de s’assurer que les protéines corticales proviennent de

souris adultes et que la période critique de plasticité soit terminée.

Au départ, les souris sont anesthésiées avec 2 mL d’isoflurane a I’intérieur d’une
cloche a induction jusqu’a ce que nous n’observions plus de réflexe moteur de retrait des
pattes postérieures. Lorsqu’elles ont atteint un niveau d’anesthésie chirurgicale, elles
sont décapitées avec des ciseaux. Le cerveau est prélevé et déposé dans une solution de

PBS 0.01 M maintenu a une température de 4°C.

Figure 2.1  Matrice de coupe en acrylique.
La matrice est composée d’une fente longitudinale et 13 fentes coronales.
Les fentes coronales sont numérotées de 1’avant (bulbes olfactifs) vers
’arriére (moelle épiniére). Les tranches de cerveau ont une épaisseur de
1 mm. (Echelle : 10 mm)

Par la suite, les cerveaux sont déposés a I’intérieur d’une matrice de coupe
(Acrylic Brain Matrix for Adult Mouse, World Precision Instruments, Sarasota, US).
Cette matrice épouse en son centre la forme d’un cerveau de souris (Figure 2.1). Sa
fonction est de maintenir les cerveaux dans une position reproductible pour effectuer des
tranches dans des plans coronaux standardisés. A cet effet, la matrice comporte des
fentes coronales équidistantes d’un millimétre ainsi qu’une fente médiane longitudinale

afin d’effectuer une coupe sagittale médiane du cerveau. La matrice est déposée sur de la
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glace et le cerveau est recouvert d’une solution contenant 4 mM HEPES, 0.32 M
sucrose, 1 mM Na3VO,, S mM NaF et le mélange d’inhibiteurs de protéase (Halt™
protease inhibitor cocktail EDTA-Free, Pierce Thermofisher, Illinois, US). Pour couper
les tranches, une lame de rasoir (Personna®, American Safety Razor Compagny,
Verona, VA, USA) est insérée dans les fentes coronales 1, 5 a 10, 13 mm. Ensuite, les
tranches de 1 millimétre sont identifiées selon leur position dans la matrice et placées sur
une lame de verre. Chaque tranche est recouverte de la solution de préservation et la

lame est également déposée sur la glace afin de préserver I’intégrité des protéines.

Sous une loupe, les cortex visuels (V1), auditif primaire (Al), somatosensoriel
primaire (S1) et frontal (Fr) sont retirés des tranches de cerveau avec une fine lame de
scalpel. La localisation des régions corticales échantillonnées est effectuée en fonction
des plans stéréotaxiques d’un atlas du cerveau de la souris (Paxinos et Franklin 2001).
Les plans de coupes sélectionnés pour les tranches correspondent assez fidélement a des
plans stéréotaxiques identifiables (Figure 2.1, 2.2 et 2.3). Les échantillons obtenus
lors de I|’extraction sont conservés individuellement a -80°C jusqu’a 1’étape

d’homogénéisation.
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Pour notre étude, nous avons utilisé le cortex frontal a titre de cortex contrdle afin
de s’assurer que les modifications biochimiques observées dans les cortex sensoriels
primaires ne sont pas causées par des troubles qui affectent le cortex cérébral en entier,

comme il a déja été utilisé par le passé (Yashiro et al. 2005; Chen et Bear 2007).

Or, le cortex frontal recgoit des afférences sensorielles des aires associatives pour
intégrer ’ensemble des informations sensorielles et ainsi participer a la planification des
actions a entreprendre par I’individu (Miller 1999). Cependant, le cortex frontal n’est
pas un cortex sensoriel primaire puisqu’il est généralement composé des aires cognitives
et motrices, notamment les cortex moteurs primaire (M1) et secondaire (M2)
(Figure 2.2) (Paxinos et Franklin 2001). De ce fait, il peut étre utilisé comme cortex

contréle pour nos expérimentations.

Figure 2.2  Localisation et extraction des échantillons de tissus du cortex frontal
chez la souris.
Des tranches coronales de cerveau de souris sont produites pour identifier
et retirer les échantillons de protéines corticales qui contiennent les aires
motrices et cognitives du cortex frontal (Fr). Les différentes aires
corticales sont identifiées a I’aide de 1’atlas de cytoarchitecture de cerveau
de souris (Paxinos et Franklin 2001) pour la tranche correspondante. En
A, I’échantillon recueilli provient de la coupe 1-2 du cerveau de souris.
(Echelle : 1000 pm)
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Localisation et extraction des échantillons de tissus du cortex
somatosensoriel primaire chez la souris.

Des tranches coronales de cerveau de souris sont produites pour identifier
et retirer les échantillons de protéines corticales qui contiennent le champ
de tonneaux du cortex somatosensoriel primaire (S1BF). Les différentes
aires corticales sont identifiées a I’aide de I’atlas de cytoarchitecture de
cerveau de souris (Paxinos et Franklin 2001) pour la tranche
correspondante. En B, I’échantillon recueilli provient de la coupe 4-5 du
cerveau de souris. En C, I’échantillon recueilli provient de la coupe 6-7
du cerveau de souris. (Echelle : 1000 pm)
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Localisation et extraction des échantillons de tissus des cortex visuel
et auditif primaires chez la souris.

Des tranches coronales de cerveau de souris sont produites pour identifier
et retirer les échantillons de protéines corticales qui contiennent le cortex
visuel primaire (V1) et le cortex auditif primaire (Al). Les différentes
aires corticales sont identifiées a I’aide de I’atlas de cytoarchitecture de
cerveau de souris (Paxinos et Franklin 2001) pour la tranche
correspondante. En D, 1’échantillon recueilli provient de la coupe 8-9 du
cerveau de souris. En E, I’échantillon recueilli provient de la coupe 9-10
du cerveau de souris. (Echelle : 1000 pm)
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2.4 Homogénéisation des protéines

Les échantillons de chaque cortex (visuel, auditif, somatosensoriel et frontal) de
deux souris sont combinés afin d’obtenir une quantité suffisante de protéine. 16
cerveaux de souris ont €té utilisés pour produire 8 réplicas différents (N=8) par modéle
de privation visuelle (énucléées et anophtalmes) et modele contrle (voyantes).
Premiérement, les échantillons de cortex sensoriels sont déposés dans des tubes
contenant 500 pL de solution de lyse (20 mM TRIS-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM
NazVO,, 1| mM NaF, 1 % Triton X-100 et le cocktail d’inhibiteurs de protéases Halt™)
et homogénéisés a I’aide d’un piston motorisé (Pellet Pestle® Motor, Kimble&Kontes,
New Jersey, US) pendant cinq minutes. Le Triton X-100, un détergent non-ionique, est

utilisé avec la solution de lyse pour faciliter la solubilisation des membranes.

Deuxiemement, les tubes d’homogénats corticaux sont soniqués (Tabletop
Ultrasonic Cleaners 1510 Brainsonic®, Branson) pendant dix minutes sur la glace. La
sonication sert a dissocier les membranes et faciliter la reliche des composantes
intracellulaires dans le mélange. Par la suite, les tubes sont centrifugés & 1000 x g
pendant dix minutes. Cette centrifugation permet de retirer les résidus nucléaires ainsi
que les structures vasculaires et conjonctives corticales de 1’homogénat. Ensuite, le
surnageant est prélevé et déposé dans un tube de 1.5 mL. C’est a partir de cette fraction
de I’homogénat, le surnageant post-nucléaire (PNS) que le dosage des protéines

corticales a été effectué.

2.5 Dosage des protéines

La concentration en protéine des PNS des cortex visuel, auditif, somatosensoriel et
frontal a été déterminée afin de pouvoir effectuer les dilutions qui permettront de
déposer des quantités comparables de protéines corticales dans chaque puits pour

1’électrophorese.
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Pour ce faire, nous utilisons la méthode de dosage par I’acide bicinchoninique
« Thermoscientific Pierce® Microplate BCA Protein assay kit - Reducing agent
compatible » en suivant les recommandations du fabricant. Le kit de dosage a 1’acide
bicinchoninique (BCA) met en relation une réduction du Cu®" en Cu'" par des protéines
en milieu alcalin et une détection colorimétrique précise et sensible des cations cuivrés
(Cu'") par la BCA. Un composé pourpre est produit lors de la chélation de 2 molécules
de BCA pour un ion Cu'". Le ratio du complexe BCA/cuivre est soluble dans ’eau et
affiche une importante absorbance linéaire 2 562 nm avec une augmentation graduelle

de protéines.

Afin de déterminer la concentration de protéine dans les PNS, une courbe standard
d’absorbance est produite avec de 1’albumine de sérum bovin (BSA-bovine serum
albumin) (Figure 2.4). Les différents volumes de BSA, dans des concentrations
croissantes de 0 a 2000 ng/mL, sont déposés dans les puits d’une plaque de 96 puits.

Un volume de 9 pL de PNS des différents cortex est également déposé dans la
plaque. Ensuite, 260 pL de la solution contenant la BCA est posé sur les protéines dans
les puits. Par la suite, la plaque est agitée pendant une minute afin de démarrer la
réaction de réduction, recouverte d’un papier d’aluminium et incubée a 37 °C pendant
30 minutes. Apres, on laisse reposer la plaque cinq minutes avant de débuter la mesure
de I’absorbance par le lecteur de plaque (Multiskan*EX Microplate Photometer,
Thermoscientific). La concentration en protéines corticales du PNS est déterminée avec
I’équation linéaire de la courbe standard ou Y est I’absorbance obtenue et X représente

la concentration recherchée. Ensuite, le PNS dosé est aliquoté et conservé a -80 °C.

Le volume de PNS déposé dans un aliquot doit contenir une quantité de protéines
suffisante pour effectuer une seule expérimentation d’immunobuvardage. Ceci est
important pour favoriser la conservation a long terme des protéines et éviter le gel et

dégel des protéines entre chaque expérimentation.
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Courbe standard de BSA utilisée pour le calcul de la concentration
des protéines corticales.

Représentation graphique de la courbe standard d’absorbance de la BSA.
Les wvaleurs moyennes d’absorbance sont définies pour chaque
concentration de BSA dans les puits. L’équation mathématique Y = Ax +
B ou A est la pente de la droite et B est I’ordonnée a 1’origine (0,0)
permet le calcul de la concentration de chaque échantillon de protéines
corticales extraites. La valeur de R® représente le coefficient de
corrélation au carré ou le coefficient de détermination de la courbe
standard.

2.6 Klectrophorése

L’électrophorése est une méthode de purification des protéines en fonction de leur

poids moléculaire, leur densité ou leur charge, par leur migration a I’intérieur d’un gel

de polyacrylamide. Plusieurs éléments influencent le processus de séparation, dont la

concentration de polyacrylamide, les tampons, le pH, le temps de migration et les

propriétés des protéines investiguées.
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Pour notre étude, les protéines ont été séparées par une électrophorése qui utilise le
dodécylsulfate de sodium (SDS-sodium dodecyl sulfate) a I’intérieur de gels de
polyacrylamide discontinus. La concentration d’acrylamide/bisacrylamide pour le gel de
compression est de 4 % et de 10 % pour le gel de résolution. Une quantité fixe de
protéines corticales (5 pg) a été déposée dans chaque puits. L’application d’une
différence de potentiel constante de 200 volts pendant une heure entrainera une
migration des protéines en fonction de leur charge et leur poids moléculaire. Par la suite,
les gels sont retiréds de leur cuve de migration et déposés sur des papiers-filtres
humidifiés afin d’effectuer le transfert des protéines contenues dans le gel de
polyacrylamide sur une membrane de polyvinylidene fluoride (PVDF). Brievement, les
membranes sont hydratées avec du méthanol pur (MeOH) pendant 30 secondes puis
déposées dans une solution de transfert pendant 15 minutes (192 mM Glycine, 25 mM
TRIS-Base) pour les équilibrer. Ce procédé est essentiel puisqu’il permet aux protéines
d’adhérer efficacement sur la membrane de PVDF et de résister aux différents stress

chimiques.

Par la suite, les membranes sont déposées sur les gels et maintenues entre deux
papiers filtres humidifiés avant d’étre immergés dans un bac rempli de solution de
transfert (192 mM Glycine, 25 mM TRIS-Base). Les protéines sont alors transférées du
gel vers la membrane de PVDF par un voltage constant de 60 volts pour une durée de
deux heures a 4 °C. Une fois le transfert complété, les membranes sont retirées et
déposées dans un bac en prenant soin de mettre la face qui contient les protéines vers le
haut, recouvertes d’une solution de blocage composée de 20 mL de lait sans gras 5 %
dans un tampon de PBS 0.01 M-tween 0.05 % et placées a 4 °C jusqu’au lendemain. Ce
blocage permet de diminuer les liaisons non spécifiques de I’anticorps sur la membrane

de PVDF.



2.7 Immunobuvardage de type Western (Western Blot)

Les anticorps utilisés sur la membrane de PVDF seront dirigés contre les
transporteurs  vésiculaires du glutamate: VGIuTl et VGIuT2 (Anticorps
primaire polyclonal de lapin: Anti-VGIuT1 [#135 303], Anti-VGIuT2 [#135 403],
Synaptic Systems), un transporteur vésiculaire du GABA (Anticorps primaire polyclonal
de lapin: Anti-VGAT [#131 003] Synaptic Systems) et I’a-tubuline a titre de protéine de
référence (Anticorps primaire monoclonal de souris: [#Ab7291], Abcam, Cambridge,

US).

Les membranes sont incubées dans une solution d’anticorps primaire contenant 10
mL de lait sans gras 0.5 % et de PBS 0.01 M-tween 0.05 % (VGIuT 1 et 2: 1:8000;
VGAT 1:2500). Le tout est agité pendant deux heures a la température ambiante. Aprées,
la membrane est lavée pendant dix minutes avec du PBS 0.01 M-Tween 0.05 % a quatre

reprises afin d’éliminer les anticorps primaires non fixés sur la membrane.

Pour la détection des anticorps anti-VGIuT1, anti-VGIuT2 et anti-VGAT, un
anticorps secondaire polyclonal de chévre conjugué avec une peroxydase de raifort
(HRP-horseradish peroxydase) (Affinity Purified HRP Goat anti-rabbit IgG, #
CLGRHRP, Cedarlane, Burlington, ON) est dirigé contre le lapin. De plus, un anticorps
secondaire polyclonal d’ane conjugué avec la HRP (Peroxydase-Conjugated AffiniPure
Donkey anti-mouse IgG, #715-035-150, Jackson Immunoresearch laboratories inc.,
West Grove, PA) est dirigé contre I’anticorps primaire de souris fixé a ’a-tubuline. Les

deux anticorps secondaires sont utilisés a des concentrations de 1 :10000.

La membrane est incubée dans une solution d’anticorps secondaire contenant 10
mL de lait sans gras 0.5 % et de PBS 0.01 M-tween 0.05 % et agitée pendant deux
heures a la température ambiante. Par la suite, la membrane est lavée pendant dix
minutes avec du PBS 0.01 M-Tween 0.5 % a quatre reprises pour €liminer les anticorps

secondaires non fixés sur la membrane.



45

Afin d’utiliser une quantité optimale de protéines corticales pour nos
expérimentations, nous avons effectué une mise au point pour la quantité de PNS
déposée dans chaque puits ainsi que pour la concentration des anticorps spécifiques aux
VGIuT1, VGIuT2, VGAT et a-tubuline (Figure 2.6). Le poids moléculaire des protéines
est de 63 kDa, 62 kDa, 57 kDa et 50 kDa respectivement.
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Figure 2.6  Détermination de la zone de détection linéaire dynamique.
Exemple de courbe présentant le signal obtenu lors de la révélation de
VGAT en fonction de la quantité de protéines chargées. Une quantité
croissante de protéine (1, 3, 5, 7, 9, 11 ug) a été chargée et la densité
optique des bandes obtenues lors de la révélation par chimiluminescence
a été mesurée avec le logiciel Image J. Le signal obtenu entre 3 et 9 pg de
protéines est dans la zone de réponse linéaire de I’appareil (r’=0,9919).

La visualisation des protéines est effectuée a D’aide d’une méthode
d’immunodétection indirecte qui amplifie la chimiluminescence produite par la réaction
enzymatique de la HRP avec la solution de luminol-peroxyde. La molécule d’HRP
catalyse la transformation du luminol en 3-aminophthalate qui produit une lumiére de
faible intensité a 428 nm. La lumiére émise par les bandes de protéines spécifiques est
captée a ’aide d’une caméra (ORCAII-ER camera, C4742-98-24ERG, Hamamatsu) et

les images sont sauvegardées pour des analyses densitométriques ultérieures.
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Brievement, la solution de révélation (Super Signal West Femto Chemiluminescent
Substrate, Thermofisher Pierce®) constituée de luminol, de peroxyde et d’eau
déminéralisée dans un rapport 1:1:2 est déposée sur la membrane qui est incubée a la
température ambiante pendant cinq minutes. Par la suite, la solution est enlevée et la
membrane est placée entre deux feuilles d’acétate pour éviter que la membrane séche
lors de la prise de photos. Aprés la prise de photos, la membrane de PVDF est retirée des

feuilles d’acétate et déposée dans un contenant rempli de PBS 0.01 M-tween 0.05 %.

2.8 Test densitométrique et ImageJ

Le programme Image] (National Institute of Health, USA) a été utilisé sur

Microsoft Windows pour effectuer 1’analyse densitométrique.

L’image de la membrane obtenue lors de la révélation des anticorps est prise en
photo et transformée en une image .TIFF (Tagged image file format). Ce format d’image
s’adapte aux différents systémes d’imagerie en plus d’€tre non compressé ce qui permet

de conserver toutes les informations dans une seule image.

Comme il s’agit de chimiluminescence, sur les images obtenues, les bandes de
protéines sont blanches sur un fond noir. Cependant, pour favoriser I’analyse des bandes,
la luminosité de la membrane est inversée afin de voir des bandes de protéines noires sur
un arriére-plan blanc. Les images des membranes sont optimisées en modifiant les
parameétres de la prise d’image du logiciel de la caméra (VisionWorks®LS, Image
Acquision and Analysis Software, UVP-LLC, Upland, CA, USA) comme le contraste, la
luminosité et le niveau de saturation de la caméra afin d’obtenir une image claire et des
bandes de protéines bien définies (voir figure 2.7). Pour se faire, un programme a été
mis au point dans VisionWorks®LS qui permet de contrdler la durée d’exposition de la
membrane et de choisir le moment exact de la prise de I’image. Il est important de noter

que l'opacit¢ et la forme des bandes de protéines sont les plus importantes

caractéristiques pour I’analyse et la| présentation|des résultats. Pour notre étude, nous

considérons une image valide lorsque celle-ci comporte des bandes rectangulaires
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uniformes de couleurs foncées pour chaque échantillon de protéines corticales et de
I’uniformité de I’arriére-plan (couleur et texture) par rapport aux bandes de protéines.
Une fois I’image de la membrane optimisée, nous utilisons le programme Imagel] pour
effectuer des analyses densitométriques sur les bandes de protéines dans les images

.TIFF optimisées.

Figure 2.7  Exemple d’une image optimisée d’une membrane de PVDF.

L’image de la membrane est considérée optimisée selon les critéres
suivants : 'uniformité de 1’arriere-plan (couleur et texture), la forme et la
couleur de la bande de protéines. Lorsqu’il y a des défauts majeurs
comme la présence d’artéfacts ou de bulles sur les protéines, I’image n’est
pas utilisée pour 1’analyse densitométrique. Sur cette image, I’arriére-plan
et les bandes de protéines sont bien définis. De plus, il n’y a pas
d’artéfacts dans les bandes de protéines. Nous pouvons donc considérer
cette image de la membrane contenant les échantillons du cortex auditif
primaire et I’anticorps VGIuT2 comme optimisée et 1’utiliser dans nos
résultats.

Avec D’outil de sélection rectangulaire d’Imagel, les bandes de protéines sont
encadrées individuellement en prenant soin de sélectionner aussi des zones de haut en
bas de celles-ci pour permettre la soustraction du bruit de fond de la membrane
(Figure 2.8). Ensuite, le programme rend des graphiques de densité de pixels en fonction
de la distance sur la zone de sélection. L’analyse est représentée sous la forme d’une
courbe dont I’aire sous la courbe donne la densité optique relative totale pour la bande
de protéine sélectionnée (Figure 2.9). 1l est a noter que les valeurs du bruit de fond sont

comptabilisées par Image]. Pour remédier & ce probléme, une ligne a la base de la
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courbe est rajoutée au graphique afin de soustraire le bruit de fond a la valeur de densité

optique analysée.

Figure 2.8
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Sélection des bandes de protéines VGluT2 sur la membrane de
PVDF.

Rectangle bleu : encadrement individuel de chaque bande de protéines de
gauche a droite. A titre de reproductibilité, I’ordre des échantillons de
protéines corticales est toujours le méme: 1) PNS Contrdle, 2) PNS
Enucléée, 3) PNS Anophtalme. Pour cette membrane, les anticorps anti-
VGIuT2 reconnaissent des épitopes dans le marqueur de poids
moléculaire utilisé pour identifier nos protéines et forment une bande a
75 kDa. La bande est considérée comme un artéfact puisque les protéines
de VGIuT?2 sont situées uniquement a 62 kDa.
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Figure 2.9  Analyse de la densité de pixels par échantillon de protéines corticales.
ImagelJ considére tous les pixels a ’intérieur de I’encadré et produit un
profil densitométrique de la densité optique relative de la zone analysée.
En ordonnée, la hauteur de la pointe représente la noirceur de la bande
tandis qu’en abscisse, la largeur de la pointe correspond a 1’étendue de la
bande de protéines. L’aire sous la courbe (en jaune) représente la surface
analysée par ImageJ. Un trait est dessiné a la base de la courbe pour
¢liminer les valeurs du bruit de fond de la membrane. Le résultat de
I’analyse densitométrique pour la premiere bande de la membrane de la
figure 2.8 est affiché dans ’encadré de droite.

Les mesures de la densité optique sont reprises par trois fois et la valeur moyenne
est utilisée comme résultat final. Les valeurs sont ensuite compilées et soumises a un test
de Kruskal-Wallis afin de détecter des différences entre les groupes expérimentaux.
Nous utilisons un seuil de signification statistique fixé a 0.01 pour que nos conclusions
statistiques soient établies sur des bases plus séveres que si elles étaient basées sur un

seuil de 0.05.



CHAPITRE III

RESULTATS

Au départ, nous avons analysé les niveaux d’expression de VGIuT2 dans les
différents cortex sensoriels primaires afin de vérifier si la privation visuelle entrainait la
modification des niveaux d’activité glutamatergique thalamocorticale chez nos souris
adultes aveugles précoces. Nos résultats indiquent qu’il n’y a pas de changements
significatifs pour les niveaux d’expression de VGIuT2 dans les cortex visuel (P = 0.583),
auditif (P =0.494) et somatosensoriel (P =0.908) primaires des souris adultes C57Bl/6
énucléées et ZRDCT anophtalmes (Figure 3.1).

Pour I’analyse des niveaux d’expression de VGIuT2 dans le cortex contrdle, nos
résultats indiquent qu’il n’y a pas de changements significatifs (P = 0.296) des niveaux
d’expression de VGIuT2 dans le cortex frontal des souris adultes C57B1/6 énucléées et

ZRDCT anophtalmes (Figure 3.1).

Ensuite, nous avons effectué¢ les mémes expériences pour analyser les niveaux
d’expression de VGIuT1 dans les différents cortex sensoriels primaires afin de vérifier si
la privation visuelle entrainerait la modification des niveaux d’activité¢ glutamatergique
corticocorticale chez nos souris adultes aveugles précoces. Nos résultats
d’immunobuvardages Western indiquent qu’il n’y a pas de changements significatifs des
niveaux d’expression de VGIuT1 dans les cortex visuel (P = 0.146), auditif (P = 0.847)
et somatosensoriel (P =0.43) primaires des souris C57Bl/6 énucléées et ZRDCT

anophtalmes (Figure 3.2).
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Figure 3.1  Expression de VGIuT2 dans les cortex sensoriels primaires des souris
énucléées et anophtalmes.
En abscisse, les cortex visuel (V1), auditif (A1), somatosensoriel (SI)
primaires et le cortex frontal (Fr). En ordonnée, I’expression de VGIluT2
en pourcentage par rapport au niveau observé chez la souris controle
(% ctrl). Légende : Blanc - Souris voyantes contrdles; Bleu - Souris
aveugles énucléées; Noir - Souris aveugles anophtalmes. Les valeurs
obtenues ont toutes €té normalisées en utilisant la protéine a-tubuline
comme protéine de référence. Les barres d’erreur montrent 1’erreur
standard par rapport a la moyenne (SEM). La moyenne des résultats de
sept (n=7) pour Al, S1 et Fr et de huit (n=8) réplicats pour V1 a été
reportée graphiquement. Les résultats ne montrent aucune modulation
significative de 1’expression de VGIuT2 dans les cortex visuel
(P =10.583), auditif (P =0.494) et somatosensoriel (P = 0.908) primaires
des souris adultes aveugles précoces. De plus, les niveaux d’expression de
VGIuT2 ne sont pas significativement modifiés dans le cortex frontal
(P =0.296) des souris adultes aveugles précoces suite a la perte de la
vision.

Pour I’analyse des niveaux d’expression de VGIuT1 dans le cortex contrdle, nos
résultats indiquent qu’il n’y a pas de changements significatifs (P =0.47) des niveaux
d’expression de VGIuT1 dans le cortex frontal des souris adultes C57Bl/6 énucléées et
ZRDCT anophtalmes (Figure 3.2).
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Figure 3.2  Expression de VGlIuT1 dans les cortex sensoriels primaires des souris
énucléées et anophtalmes.
La moyenne des résultats de sept replicats (n=7) pour V1, Al, Sl et Fr a
¢été reportée graphiquement. Les résultats ne montrent aucune modulation
significative de I’expression de VGIuT1 dans les cortex visuel
(P =0.146), auditif (P =0.847) et somatosensoriel (P = 0.43) primaires
des souris adultes aveugles précoces. De plus, les niveaux d’expression de
VGIuT1 ne sont pas significativement modifiés dans le cortex frontal
(P=0.47) des souris adultes aveugles précoces suite a la perte de la
vision. Légende : voir la figure 3.1.

Par la suite, nous avons effectué les immunobuvardages sur les protéines VGAT
des différents cortex sensoriels primaires afin de vérifier si la privation visuelle
entrainait la modification des niveaux d’activité GABAergique intracorticale chez nos
souris adultes aveugles précoces. Nos résultats indiquent que les niveaux d’expression
de VGAT ne sont pas significativement modifiés dans les cortex visuel (P =0.81),
auditif (P=0.12) et somatosensoriel (P =0.1) primaires des souris adultes C57Bl/6
énucléées et ZRDCT anophtalmes (Figure 3.3).

Pour I’analyse des niveaux d’expression de VGAT dans le cortex contrdle, nos
résultats indiquent qu’il n’y a pas de changements significatifs (P = 0.463) des niveaux
d’expression de VGAT dans le cortex frontal des souris adultes C57Bl/6 énucléées et
ZRDCT anophtalmes (Figure 3.3).



200 -

150 -

100

VGAT (%ctrl)

50 4

53

N=8 N=8 N=7 N=6

— o — W e s a-tubuline

OCTRL
EmENU
EANO

Figure 3.3

S1 Fr

Cortex

Expression de VGAT dans les cortex sensoriels primaires des souris
énucléées et anophtalmes.

La moyenne des résultats de huit (n=8) pour V1 et Al, de sept (n=7) pour
S1 et de six (n=6) réplicats pour Fr a été reportée graphiquement. Les
résultats ne montrent aucune modulation significative de I’expression de
VGAT dans les cortex (P =0.81), auditif (P=0.12) et somatosensoriel
(P=0.1) primaires des souris adultes aveugles précoces. De plus, les
niveaux d’expression de VGAT ne sont pas significativement modifiés
dans le cortex frontal (P =0.463) des souris adultes aveugles précoces
suite a la perte de la vision. Légende : voir la figure 3.1



CHAPITRE IV

DISCUSSION

Au laboratoire de neuroanatomie fonctionnelle, 1’objectif général est I’étude des
effets de la privation visuelle sur les différentes modalités sensorielles. Plus précisément,
nous étudions les modifications anatomiques, physiologiques et biochimiques produites
par une diminution importante de 1’activité visuelle afférente sur les cortex visuel,

auditif et somatosensoriel primaires de mod¢les animaux.

Nous avons effectué des immunobuvardages de type Western sur des échantillons
PNS de protéines corticales afin de déterminer si la privation visuelle entrainait la
modification des niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires glutamatergiques et
GABAergiques dans le cortex frontal et les cortex visuel, auditif et somatosensoriel
primaires de nos souris adultes aveugles précoces. Nos résultats montrent qu’il n’y a
aucune modulation significative des niveaux d’expression de VGIuTl, VGIuT2 et
VGAT dans ces cortex sensoriels primaires et le cortex frontal chez nos souris adultes

C57Bl/6 énucléées bilatéralement et ZRDCT anophtalmes.

4.1 Considérations générales

Généralement, les expérimentations sur nos modeles animaux débutaient tot le
matin et nous avons sacrifié les souris entre 10 h et 13 h environ. Du coup, certaines
souris ont été sacrifiées plus t6t et d’autres plus tard, suggérant ainsi la possibilité que
I’heure a laquelle les souris ont été sacrifiées puisse avoir un effet sur nos résultats. 11 est
a noter que nos souris voyantes et aveugles ont ¢été euthanasiées au hasard a titre de

reproductibilité et pour ne pas favoriser certaines souches animales.
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On peut s’attendre que I’exposition a la lumiere durant le jour affecte davantage
les souris voyantes que les souris aveugles puisque les souris voyantes vont recevoir de
’activité visuelle afférente dans le cortex visuel primaire tandis que les souris aveugles
n’en recevront pas. De ce fait, les afférences visuelles entraineraient probablement une
augmentation des niveaux d’expression de VGIuT2 dans le cortex visuel primaire des
souris voyantes, considérant que les niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires

dépendent de ’activité neuronale (Daniels et al. 2006; Daniels et al. 2011).

Pour contréler ce facteur, nous avons utilisé les valeurs uniques de densité optique
des niveaux d’expression de VGIuT2 des souris énucléées comme nouveau modéle
controle. Nous avons refait I’intégralité des calculs en utilisant les valeurs de densité
optique spécifiques de chaque réplica afin de produire de nouvelles moyennes pour
vérifier 8’1l y a une modification significative des niveaux d’expression de VGIuT2 dans
nos échantillons de cortex sensoriels primaires. Les résultats démontrent qu’il n’y a
aucun changement significatif des niveaux d’expression de VGIuT2 lorsque nous
utilisons les souris énucléées comme contrdles (Figure 4.1A). Aussi, nous avons fait les
mémes analyses avec les souris anophtalmes comme modéle contréle pour vérifier si la
souche affectait nos résultats et n’avons obtenu aucune modification significative des

niveaux d’expression de VGIuT2 entre les différents modéles animaux (Figure 4.1B).

En somme, nous pouvons donc considérer les souris voyantes comme des
contréles valables pour notre étude et ainsi prétendre que nos analyses ne sont pas
biaisées par ’effet de quelques heures d’activité visuelle sur les cortex sensoriels

primaires de nos souris controles lors des expérimentations.

Ensuite, nous avons vérifié si notre contrdle cortical, les protéines du cortex frontal
(Fr), était modifié suite a la perte de la vision. Nos résultats montrent qu’il n’y a pas de
changements significatifs dans les niveaux d’expression de VGIuT1, VGIuT2 et VGAT
dans le cortex frontal de nos souris adultes aveugles, ce qui concorde avec les résultats
d’une étude similaire sur la modification biochimique des protéines postsynaptiques

chez des rats élevés a I’obscurité (Yashiro et al. 2005). Nous pouvons donc conclure que
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nos résultats sont spécifiques aux cortex sensoriels primaires et non la conséquence de

troubles affectant le cortex cérébral en entier.

5
4
W
3
o
P
3
194
>
<)
4
<«
g
o
-~
3
O
>
Figure 4.1

200

150

100

50

200

150

100

50

P =0.466 P=0.947 P=0927 P=0317

OCTRL
BENU
HANO

P=0478 P=0974 P=0.776 P=0.541

OCTRL
WENU
EANO

V1 Al S1 Fr

Expression des VGIuT2 dans les différents cortex sensoriels
primaires en utilisant les souris adultes énucléées et anophtalmes
comme modéle de souris controle.

Histogramme A : En abscisse, les cortex visuel (V1), auditif (Al),
somatosensoriel (S1) primaires et le cortex frontal (Fr). En ordonnée,
niveaux d’expression de VGIuT2 en pourcentage par rapport au niveau
observé chez la souris énucléée (%ENU). Histogramme B : En abscisse,
les cortex visuel (V1), auditif (A1), somatosensoriel (S1) primaires et le
cortex frontal (Fr). En ordonnée, niveaux d’expression de VGIuT2 en
pourcentage par rapport au niveau observé chez la souris anophtalme
(%ANO). 11 n’y a aucune différence significative des niveaux
d’expression de VGIuT?2 entre les différents modeles animaux en utilisant
les souris énucléées ou anophtalmes comme mod¢le de souris contrdle.
Légende : voir Figure 3.1.
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Outre ces considérations, certaines particularités des neurones du cerveau
pourraient également avoir un impact sur les niveaux d’expression des transporteurs
vésiculaires du glutamate, notamment par la co-localisation des VGluTs dans les

neurones non-glutamatergiques.

Nous avons mentionné auparavant que VGIuT3 se co-localise dans les neurones
non-glutamatergiques (sérotoninergiques et acétylcholinergiques) (Schafer et al. 1998;
Gras et al. 2002; Gras et al. 2008; Amilhon et al. 2010; El Mestikawy et al. 2011). Or,
une accumulation d’évidences montre que les transporteurs vésiculaires VGIuT1 et
VGIuT2 puissent étre également co-localisés dans certains neurones non-
glutamatergiques du cerveau (El Mestikawy et al. 2011). Par exemple, il a été démontré
que VGIuT1 est co-exprimé avec VGAT dans les neurones GABAergiques du cortex
cérébral de rats adultes (Fattorini et al. 2009) et dans certaines cellules bipolaires de la
rétine de chats (Kao et al. 2004). De plus, il a été démontré que VGIuT2 est co-localisé
dans la grande majorité des neurones GABAergiques du noyau périventriculaire
antéroventral de I’hypothalamus (Ottem et al. 2004) et dans une population de
terminaisons présynaptiques du gyrus dentelé (Boulland et al. 2009). Aussi, il a été
démontré que certains neurones noradrénergiques (Kawano et al. 2006) et
dopaminergiques (Dal et al. 2008; Descarries et al. 2008; Mendez et al. 2008; Fortin et
al. 2012) sont en mesure d’exprimer VGIuT2 en plus de leurs transporteurs vésiculaires
spécifiques. Une autre étude a démontré une co-localisation de VGIuT1 et VGIuT2 dans
les motoneurones acétylcholinergiques de la moelle épiniére de rats (Herzog et al. 2004).
Toutefois, la co-localisation des transporteurs vésiculaires du glutamate dans les
neurones non-glutamatergiques ne devrait pas modifier les résultats de notre recherche
puisque celle-ci implique des terminaisons présynaptiques principalement sous-

corticales que nous n’avons pas utilisées dans notre échantillonnage.

De plus, il est nécessaire de mentionner que certaines études sur le développement
du cortex cérébral ont démontré une co-localisation entre VGIuT1 et VGIuT2 dans le
cortex préfrontal de souris jeunes (P0-P22) et adultes (12 semaines) (Nakamura et al.

2005) et dans les cortex somatosensoriel et visuel primaires de jeunes souris (P7-P10)
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(Nakamura et al. 2007). Les évidences d’une co-localisation des VGIuT1 et VGIuT2
dans les terminaisons présynaptiques des neurones des cortex sensoriels primaires sont
intéressants puisque, selon les auteurs, celle-ci serait présente lorsque la plasticité
synaptique est initiée durant le développement cortical. Comme la perte de la vision ou
la privation visuelle favorise les mécanismes de plasticité synaptique, il est possible que
les niveaux d’expression de VGIuT1 et VGIuT2 aient été¢ modifiés par la co-localisation
des transporteurs vésiculaires du glutamate lors du développement cortical de nos souris
aveugles précoces. Or, nos résultats indiquent clairement qu’il n’y a aucune modification
significative entre les niveaux d’expression de VGIuT1 et VGIuT2 des souris adultes
voyantes et ceux des souris adultes aveugles. De ce fait, la présence d’une co-
localisation des VGIuTs dans les terminaisons présynaptiques des neurones corticaux
n’interfere probablement pas avec nos résultats d’analyse et n’est possiblement pas

modifiée lors d’une privation visuelle permanente.

Ceci étant dit, d’autres composantes du systéme nerveux central pourraient étre en
mesure de modifier nos résultats puisqu’il a été démontré par immunomarquage et RT-
PCR sur cellule unique que certaines cellules gliales, notamment les astrocytes,
expriment les 3 transporteurs vésiculaires du glutamate lorsqu’ils sont prélevés
directement in vivo ou en culture (Morimoto et al. 2003; Zhang et al. 2004; Montana et
al. 2004; Bezzi et al. 2004). Ces observations suggérent alors que les astrocytes sont
aptes a relacher du glutamate dans la fente synaptique (Montana et al. 2004). Or, nous
pouvons supposer que les astrocytes du cortex cérébral peuvent modifier a la hausse ou a
la baisse les niveaux d’expression des VGluTs selon I’activité synaptique des neurones
avoisinants. Conséquemment, nous aurions pu rectifier nos hypotheéses en considérant
cette particularité des astrocytes. Cependant, les échantillons de cortex sensoriel que
nous avons utilisé pour nos souris adultes voyantes et aveugles précoces contiennent a la
fois les neurones et les cellules gliales du cortex sensoriel isolé, réduisant ainsi I’impact
des VGIluTs présents dans les terminaisons synaptiques des astrocytes. Puisque nos
résultats ne montrent aucune modification significative des niveaux d’expression des
transporteurs glutamatergiques dans les différents cortex sensoriels primaires de nos

modéles animaux, il est peu probable que I’expression des VGluTs dans les cellules
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gliales soit directement impliquée dans les modifications biochimiques des terminaisons

présynaptiques neuronales lors d’une privation visuelle permanente.

4.2 Modifications des connexions synaptiques dans le cortex visuel primaire

Nous avions comme premier objectif de quantifier les niveaux d’expression des
transporteurs vésiculaires glutamatergiques et GABAergiques dans le cortex visuel
primaire de souris adultes aveugles précoces. Nos résultats démontrent que 1’expression
de VGIuT1, VGIuT2 et VGAT n’est pas significativement modifiée dans le cortex visuel
primaire des souris C57Bl/6 énucléées et ZRDCT/An adultes comparativement aux

souris C57BI voyantes.

4.2.1 VGIluT2

I1 était attendu que, suite & une privation visuelle, la diminution des niveaux
d’activité visuelle afférente dans les connexions glutamatergiques thalamocorticales
provoque une diminution des niveaux d’expression de VGIuT2 dans le cortex visuel
primaire de nos souris adultes C57Bl/6 énucléées et ZRDCT anophtalmes, mais de
moindre envergure chez les souris ZRDCT anophtalmes. Toutefois, nos résultats
montrent que les niveaux d’expression de VGluT2 demeurent inchangés dans le cortex

visuel primaire de nos deux modéles animaux de cécité précoce.

Auparavant, nous avons mentionné qu’il y avait des connexions glutamatergiques
thalamocorticales entre le cortex visuel primaire et les noyaux thalamiques LP
(Godement et al. 1979; Dursteler et al. 1979; Kaiserman-Abramof et al. 1980; Garrett et
al. 1992; Charbonneau et al. 2012), LD (Dursteler et al. 1979; Garrett et al. 1992; Karlen
et al. 2006; Campi et al. 2010; Charbonneau et al. 2012) et AM (Rieck et Carey 1985;
Charbonneau et al. 2012) et qu’une étude avait démontré que ces connexions étaient plus
importantes chez la souris anophtalme que la souris voyante (Charbonneau et al. 2012).
Or, les résultats de ces études corroborent avec notre hypothése de départ qui suppose
que les niveaux d’expression de VGIuT2 ne soient pas ou peu modifiés dans le cortex

visuel primaire des souris adultes ZRDCT anophtalmes.
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De plus, une étude avait mis en évidence une connexion thalamocorticale directe
entre les collicules inférieurs (CI) et le cortex visuel primaire chez les souris ZRDCT
anophtalmes (Laemle et al. 2006) qui aurait pu expliquer 1’absence de modifications des
niveaux d’expression de VGIuT2 dans le cortex visuel primaire de nos souris adultes
anophtalmes. Toutefois, ces expérimentations ont été contestées et contredites par une
é¢tude dans notre laboratoire qui montre clairement qu’il n’y a aucune connexion
thalamocorticale directe entre les CI et le cortex visuel primaire des souris ZRDCT

anophtalmes (Chabot et al. 2008).

Bien qu’il n’y ait pas de connexions thalamocorticales directes entre le cortex
visuel primaire et les autres modalités sensorielles (Charbonneau et al. 2012), certaines
études ont démontré la présence de nouvelles projections sous-corticales entre les
collicules inférieurs et le CGLd chez des animaux aveugles précoces comme le rat taupe
(Doron et Wollberg 1994; Kudo et al. 1997), ce qui pourrait également expliquer
I’absence de modification des niveaux d’activité dans le cortex visuel de nos souris
aveugles. D’ailleurs, d’autres études ont démontré que le CGLd est activé lors de stimuli
auditifs chez le rat taupe (Bronchti et al. 1989; Heil et al. 1991). 1l est donc possible que
les neurones du collicule inférieur, qui sont normalement situés entre les noyaux
cochléaires du tronc cérébral et le thalamus auditif, projettent également vers le thalamus
visuel et permettraient I’entrée d’afférences auditives dans le cortex visuel primaire des

souris aveugles précoces.

Or, certaines études ont confirmé cette hypothése puisqu’ils ont mis en évidence
des connexions sous-corticales entre le CGLd et le CI qui sont capables d’activer le
cortex visuel primaire par des stimuli auditifs chez des hamsters énucléés a la naissance
(Izraeli et al. 2002) et chez la souris ZRDCT anophtalme (Piché et al. 2004). Ces
connexions sous-corticales pourraient alors expliquer ’absence de modifications de
I’expression de VGIuT2 dans le cortex visuel primaire de nos souris ZRDCT
anophtalmes puisqu’elle permettrait le transport d’activité excitatrice auditive qui
proviendrait du CI vers le cortex visuel primaire en passant par le CGLd. Du coup, il est

possible que ’activité auditive transmise par le CGLd favorise le maintien des niveaux
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d’expression de VGIuT2 dans les connexions glutamatergiques thalamocorticales du
cortex visuel primaire des souris adultes ZRDCT anophtalmes, appuyant ainsi nos
résultats pour les niveaux d’expression de VGIuT2 chez la souris adulte ZRDCT

anophtalme.

Toutefois, ’activité intermodale transmise par cette connexion entre le CI et le
CGLd ne parvient pas a expliquer les résultats obtenus chez la souris adulte C57BI/6
énucléée bilatéralement. Il était attendu a ce que les niveaux d’expression de VGIluT2
soient diminués dans le cortex visuel primaire des souris C57BI/6 énucléées, considérant
’absence d’activation intermodale du cortex visuel primaire lors de stimuli auditifs chez
les souris C57BI1/6 énucléées comparativement aux souris ZRDCT anophtalmes (Chabot
et al. 2007). En effet, I’étude ne montre pas une augmentation des niveaux d’expression
de la protéine c-fos dans le cortex visuel primaire de souris voyantes et énucléées
bilatéralement lorsque celles-ci sont expos€es a des stimuli auditifs (Figure 1.3). Les
résultats indiquent plutét que [’activation intermodale du cortex visuel primaire est
présente uniquement chez les souris anophtalmes congénitales (Chabot et al. 2007). De
ce fait, on pourrait probablement conclure que I’impact des nouvelles connexions sous-
corticales entre le. CI et le CGLd sur les niveaux d’activité glutamatergique
thalamocorticale ne soit pas assez important pour induire des changements significatifs
ou détectables sur les niveaux d’expression de VGIuT2 dans le cortex visuel primaire
des souris C57BI/6 énucléées dans nos conditions expérimentales. Egalement, il se peut
que la connexion sous-corticale entre le CI et le CGLd ne soit pas fonctionnelle chez les
souris C57Bl/6 énucléées ou voyantes, empéchant ainsi le transport adéquat de I’activité
excitatrice auditive vers le CGLd et le cortex visuel primaire par les connexions

glutamatergiques thalamocorticales.

L’étude de Chabot et collégues ne montre aucune modification de I’expression de
la protéine c-fos dans le cortex visuel primaire des souris C57Bl/6 énucléées. Cependant,
un trés faible niveau d’expression de la protéine c-fos ne signifie pas automatiquement
qu’il n’y a pas d’activité auditive dans le cortex visuel primaire des souris adultes
C57Bl/6 énucléées. Pour valider leurs résultats et les ndtres, il serait pertinent

d’effectuer une analyse des niveaux d’expression de I’ARN messager de la protéine c-
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fos dans le cortex visuel primaire chez des souris voyantes, énucléées et anophtalmes
pour ainsi quantifier précisément les niveaux d’activité des neurones du cortex visuel

primaire suite a des stimuli auditifs.

Une autre explication du maintien des niveaux d’expression de VGIuT2 pourrait
venir de ’absence d’une activité organisée dans le cortex visuel primaire des souris
adultes aveugles précoces qui empécherait 1’élimination sélective des synapses
thalamocorticales lors du développement cortical normal. Normalement, le
développement du cerveau consiste en la croissance d’axones, de synapses et de
dendrites, déclenché par la synaptogenese. Or, il a été démontré chez les humains que la
densité synaptique du cortex visuel atteint un maximum avoisinant les 150 % des
niveaux adultes pendant les 4 a 12 mois apres la naissance par la synaptogenése, pour
ensuite diminuer graduellement vers les niveaux adultes normaux au alentour de la
cinquiéme année de vie par des mécanismes de révision synaptique, de régression
synaptique ou de pruning (Johnson 1997). Bien que I’absence d’activité rétinienne
n’affecte pas le plan ou I’ampleur de la synaptogenese (Winfield 1981; Bourgeois et
Rakic 1996), des évidences montrent que la révision synaptique dans le cortex visuel

dépendrait de I’expérience visuelle (Stryker et Harris 1986; Bourgeois et al. 1989).

Cependant, la privation visuelle semble interrompe les mécanismes de régression
synaptique, favorisant ainsi le maintien d’une densité synaptique élevée dans le cortex
visuel primaire de sujets adultes aveugles précoces (Jiang et al. 2009). De ce fait, bien
que Dactivité thalamocorticale afférente soit diminuée, les niveaux d’expression de
VGIuT2 pourraient étre maintenus par un grand nombre de synapses non-éliminées par
les mécanismes de régression synaptique. Cette hypothese concorderait avec deux études
d’imagerie fonctionnelle qui montrent une augmentation du débit sanguin et du
métabolisme du glucose dans le cortex visuel primaire de sujets adultes aveugles
précoces, suggérant que les résultats proviendraient de 1’absence d’une élimination
sélective des synapses par les mécanismes de révision synaptique pendant le
développement cortical visuel (Wanet-Defalque et al. 1988; Veraart et al. 1990). Il

faudrait alors vérifier la densité des puncta VGluT2-positif et I’intensité de ces puncta
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dans le cortex visuel primaire de nos souris adultes C57Bl/6 énucléées et ZRDCT
anophtalmes pour voir s’il y a effectivement une surpopulation de synapses chez les

aveugles précoces et ainsi confirmer nos résultats.

4.2.2 VGIuT1

Il était aussi attendu que I’expression de VGIuT1 soit augmentée dans le cortex
visuel primaire de nos souris aveugles, considérant la prise en charge du cortex visuel
primaire par les autres modalités sensorielles intactes (Sadato et al. 1996; Cohen et al.
1997; Renier et al. 2013). Nos résultats montrent que les niveaux d’expression de
VGIuT!1 ne sont pas significativement modifiés dans le cortex visuel primaire de nos

souris adultes aveugles précoces.

L’activation du cortex visuel primaire par des stimuli non-visuels peut étre induite
par des changements dans les connexions corticocorticales entre le cortex visuel
primaire et les cortex associatifs multimodaux lors de la privation visuelle. En effet, les
cortex associatifs auraient comme fonction de moduler la réponse neuronale sensorielle
par une activité des connexions corticocorticales feedback (Bullier et al. 2001; Pascual-
Leone et Walsh 2001). Par exemple, les cortex associatifs pariétal, frontal et temporal,
ou l’intégration de [D’activité multimodale est effectuée, utilisent les connexions
corticocorticales feedback qu’ils entretiennent avec le cortex visuel primaire pour
amplifier P’activité hétéromodale afférente lors d’une perte de vision (Macaluso et
Driver 2003; Macaluso et Driver 2005; Driver et Noesselt 2008). De ce fait, le cortex
visuel primaire serait en mesure de participer a I’intégration de stimuli non-visuels suite
au renforcement spécifique de ces connexions corticocorticales (Weeks et al. 2000). Ces
processus sont également présents dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires
puisqu’ils possédent des connexions corticocorticales avec les cortex associatifs
multimodaux (Cappe et Barone 2005; Cappe et al. 2009; Cappe et al. 2012). D’ailleurs,
une étude a montré des connexions corticocorticales entre le cortex associatif pariétal et
les aires visuelles chez un sujet sourd lorsqu’il portait son attention sur le champ visuel

périphérique (Bavelier et al. 2000).
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Cependant, il a été démontré qu’il n’y a pas ou peu de modifications dans les
" connexions corticocorticales du cortex visuel primaire chez des sujets aveugles précoces
(Larsen et al. 2009; Charbonneau et al. 2012). Donc, on pourrait s’attendre a ce que la
densité des boutons présynaptiques soit modifiée dans le cortex visuel primaire au lieu
de la densité des connexions corticocorticales pour expliquer le maintien des niveaux

d’expression de VGIuT1 chez nos souris adultes aveugles précoces.

Nous avons mentionné auparavant que des études ont montré une diminution de la
densité d’épines dendritiques dans le cortex visuel primaire de modéles animaux privés
visuellement (Globus et Scheibel 1967; Valverde 1967; Ryugo et al. 1975b). De plus, il
a été démontré lors d’études sur les modifications biochimiques des synapses que la
réduction de certaines composantes postsynaptiques, comme [’internalisation de
récepteurs AMPA (Ripley et al. 2011) ou lors de I’inhibition de la synthése de protéines
synaptiques (McCann et al. 2007) entraine une diminution du nombre de boutons
présynaptiques. Donc, il est possible que la densité des boutons présynaptiques puisse
étre également diminuée dans le cortex visuel primaire de nos souris adultes aveugles

précoces.

Or, une étude a montré qu’il y avait une diminution de la densité d’épines
dendritiques dans le cortex auditif de sujet schizophréne (Sweet et al. 2009), suggérant
ainsi que la densité des composantes postsynaptiques glutamatergiques est réduite dans
ce cortex (Moyer et al. 2013). Donc, on pourrait s’attendre a ce que la diminution de la
densité d’épines dendritiques dans la schizophrénie entraine une réduction simultanée de
la densité des boutons glutamatergiques présynaptiques dans le cortex auditif. Nous
n’avons pas étudié la densité des épines dendritiques ou des boutons présynaptiques
dans notre étude. Cependant, il est possible d’établir un lien entre les résultats des études
sur la schizophrénie et celles qui montrent une diminution du nombre d’épines
dendritiques dans le cortex visuel primaire suite a la privation visuelle (Valverde 1967,
Globus et Scheibel 1967; Ryugo et al. 1975b). De ce fait, il est fort probable que la
densité de boutons glutamatergiques présynaptiques dans le cortex visuel primaire soit

également diminuée.
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Toutefois, ’étude sur les sujets schizophrénes révéle que, non seulement le
nombre de boutons présynaptiques n’est pas modifié malgré la perte d’épines
dendritiques, mais aussi que les niveaux d’expression de certains marqueurs
présynaptiques, VGIuT1 et VGIuT2, ne sont pas altérés a I’intérieur des vésicules
synaptiques (Moyer et al. 2013). Ces résultats concordent avec les ndtres puisque nous
n’avons pas observé de modification de I’expression de VGIuT1 et VGluT2 dans le

cortex visuel primaire de souris aveugles.

Pour expliquer leurs résultats, les auteurs suggeérent que les boutons
présynaptiques effectuent des connexions avec le corps de la dendrite du neurone
postsynaptique au lieu de I’épine, considérant la tendance des boutons synaptiques a se
résorber en I’absence de connexion synaptique stable avec I’épine dendritique (De Paola
et al. 2006). De ce fait, I’étude de la densité des puncta VGIuT1- et VGIuT2-positif et
I'intensité de ces puncta dans le cortex visuel primaire de nos souris adultes C57Bl/6
énucléées et ZRDCT anophtalmes deviendrait encore plus importante pour vérifier ce
qui se produit aux connexions synaptiques corticocorticales et thalamocorticales dans le

cortex visuel primaire de sujets aveugles précoces.

4.2.3 VGAT

L’inhibition GABAergique joue un rdle important dans le maintien d’un niveau
équilibré d’activité corticale, a défaut de quoi la force excitatrice synaptique pourrait
devenir trop importante par rapport au niveau d’activité normal dans le milieu et altérer
le ratio signal-bruit cortical (Douglas et al. 1995; Douglas et Martin 2007b). Le ratio
signal-bruit est décrit comme le rapport entre l’activité neuronale thalamocorticale
afférente sur 1’activité neuronale produite par les décharges spontanées des neurones
glutamatergiques au repos (Douglas et al. 1995). Dans la neurotransmission, un signal de
faible intensité est difficile a détecter tandis qu’un signal de forte intensité est transmis

plus facilement dans le cortex cérébral (Douglas et al. 1995; Murphy et Miller 2009).
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En temps nommal, I’équilibre excitation-inhibition est maintenu par des
mécanismes d’homéostasie synaptique qui modulent diverses propriétés de la synapse,
notamment la force présynaptique et postsynaptique (Miller 1996; Turrigiano et Nelson
1998). Lorsque 1’équilibre excitation-inhibition cortical est bouleversé, les mécanismes
d’homéostasie synaptique entraineraient des changements pré- et postsynaptiques,
comme il a été observé suite a la privation visuelle (Yashiro et al. 2005; Goel et al.

2006).

Comme la privation visuelle induit une diminution importante de 1’activité visuelle
afférente et que le cortex cérébral tend & maintenir un équilibre excitation-inhibition, il
serait attendu & ce que la force inhibitrice présynaptique soit diminuée dans le cortex
visuel primaire de nos souris adultes énucléées et anophtalmes. Cependant, nos résultats
montrent qu’il n’y a aucune modification des niveaux d’expression de VGAT dans le
cortex visuel primaire de nos souris adultes aveugles précoces. Comme ces résultats sont
a I’opposé de ce a quoi on s’attendait, nous avons émis deux nouvelles hypotheses pour

tenter d’expliquer ces résultats.

Premiérement, nous avons suggéré que la privation visuelle n’entraine pas une
modification des niveaux d’activité excitatrice corticale chez des sujets aveugles
précoces, permettant ainsi le maintien des niveaux d’activité glutamatergiques et
GABAergiques dans le cortex visuel primaire. Cette hypothe¢se semble peu probable
étant donné qu’il y a des évidences que la privation visuelle altére les niveaux d’activité
excitatrice dans le cortex visuel primaire de sujets aveugles précoces (Wanet-Defalque et

al. 1988; Veraart et al. 1990).

Deuxiémement, nous avons suggéré que la privation visuelle induit initialement
une diminution des niveaux d’activité excitatrice dans le cortex visuel primaire de souris
aveugles précoces, mais des mécanismes d’homéostasie synaptique favoriseraient un
retour a des niveaux d’activité excitatrice normaux a 1’dge adulte, comme il a été

suggéré par une étude sur la modification des récepteurs glutamatergiques et
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GABAergiques postsynaptiques dans le cortex visuel primaire de chats

monoculairement énucléés a la naissance (Beston et al. 2010).

En effet, des études montrent que la modification des composantes biochimiques
postsynaptiques dans le cortex visuel primaire suite a la privation visuelle altére la
trajectoire développementale corticale, notamment par une accélération de la maturation
des récepteurs glutamatergiques (Chen et al. 2000; Beston et al. 2010) et par une
augmentation de la force inhibitrice postsynaptique (Beston et al. 2010) dans le cortex
visuel primaire de chatons privés visuellement. Or, les études révelent que les forces
excitatrice et inhibitrice postsynaptiques retournent a des niveaux normaux une fois que
les chatons atteignent 1’age adulte. Ceci est important puisque notre étude montre des
niveaux d’activité excitatrice et inhibitrice présynaptiques similaires entre les souris
adultes aveugles et voyantes. De ce fait, nos résultats présynaptiques coincideraient avec
leurs résultats postsynaptiques, suggérant ainsi que la privation visuelle entraine
initialement la modification des composantes biochimiques présynaptiques chez nos
souris aveugles précoces et, par la suite, un retour a des niveaux d’activité excitatrice et

inhibitrice présynaptiques normaux a I’age adulte.

Il est important de mentionner qu’aucune étude n’a été faite chez des rats ou des
souris aveugles -précoces qui démontrent que la modification des composantes
biochimiques postsynaptiques dans le cortex visuel primaire altere la trajectoire
développementale corticale suite a la privation visuelle (Chen et al. 2000). Cependant,
certaines €vidences suggerent qu’une altération de la trajectoire développementale
corticale serait aussi présente chez les rongeurs aveugles précoces suite a la privation

visuelle (Chen et Bear 2007).

Considérant cette derniere hypothése comme plausible, ’absence de modifications
significatives des niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires glutamatergiques
et GABAergiques dans le cortex visuel primaire de nos souris adultes aveugles précoces
pourraient étre expliquées par une altération de la trajectoire développementale corticale

suite a la perte de la vision. Donc, il est probable que la privation visuelle entraine
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initialement la modification des transporteurs vésiculaires glutamatergiques et
GABAergiques dans le cortex visuel primaire de nos souris aveugles précoces et induire,
avec les mécanismes d’homeéostasie synaptique, un retour a des niveaux d’activité
excitatrice et inhibitrice similaires a ceux des souris voyantes a I’age adulte grace aux

mécanismes d’homéostasie synaptique.

Malheureusement, il n’existe pas beaucoup d’études sur les effets exacts de la
privation visuelle sur la trajectoire développementale du cortex visuel primaire et de ses
composantes biochimiques synaptiques. Plusieurs études, principalement chez les

rongeurs aveugles précoces, seront nécessaires pour confirmer ces hypothéses.

Dans nos conditions expérimentales, on devrait s’attendre a ce que les mécanismes
d’homéostasie synaptique rétablissent 1’équilibre excitation-inhibition dans le cortex
visuel primaire des animaux adultes aveugles précoces. Or, certaines évidences montrent
que les mécanismes d’homéostasie synaptique ne sont pas toujours en mesure de rétablir
I’équilibre excitation-inhibition lorsque les niveaux d’activité excitatrice sont modifiés.
Par exemple, considérant I’enrichissement sensoriel comme un facteur entrainant une
augmentation des niveaux d’activité excitatrice, une étude montre une diminution
significative des niveaux d’expression de VGAT dans le cortex visuel primaire des rats
adultes élevés en milieu enrichi comparativement aux rats adultes contrdles (Figure 4.2.)
(Mainardi et al. 2010). Donc, les mécanismes d’homéostasie synaptique ne parviennent
pas a rétablir les niveaux d’expression de VGAT dans le cortex visuel primaire suite a
I’augmentation des niveaux d’activité glutamatergique afférente et ainsi maintenir

I’équilibre excitation-inhibition.

De ce fait, on pourrait s’attendre a ce que les mécanismes d’homéostasie
synaptique ne parviennent pas a rétablir les niveaux d’expression de VGAT dans le
cortex visuel primaire de nos souris aveugles précoces rendu a 1’dge adulte. Si tel est le
cas, il nous est difficile d’expliquer pourquoi I’expression de VGAT n’est pas modifiée
dans le cortex visuel primaire des souris adultes C57Bl/6 énucléées et ZRDCT

anophtalmes.
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Figure 4.2  Modulation de la force inhibitrice présynaptique corticale.

(A gauche) Immunobuvardage de type Western sur des protéines du
cortex visuel primaire de rats voyants contrles (non-EE) et élevés en
milieu enrichi (EE). (A droite) Histogramme de I’expression relative des
VGAT dans le cortex visuel primaire des rats voyants contrdles (non-EE)
et élevé en milieu enrichi (EE). Il y a une diminution significative
d’environ 50 % de ’expression des VGAT dans le cortex visuel primaire
des rats élevés en milieu enrichi comparativement aux rats contréles. La
force inhibitrice présynaptique corticale est modulée a la baisse lors d’un
enrichissement environnemental (Mainardi et al. 2010).

Toutefois, nous supposons que d’autres mécanismes interviennent lors du
développement cortical et entrainent les modifications observées par Mainardi et al suite
a I’enrichissement sensoriel chez 1’adulte. En effet, une étude a démontré la hausse de
I’expression de génes impliqués dans la formation de nouvelles synapses, dans la
réorganisation ou le renforcement de synapses existantes et dans 1’excitabilité neuronale
chez la souris adulte élevée en milieu enrichi (Rampon et al. 2000). De plus, certaines
études montrent chez des animaux élevés en milieu enrichi, une augmentation de
I’épaisseur des cortex occipital et somatosensoriel (Diamond et al. 1964; Mollgaard et
al. 1971), une augmentation de la grosseur du noyau et du corps cellulaire des neurones
du cortex occipital (Diamond 1988) ainsi que des changements de la distribution et du
nombre de synapses et d’épines dendritiques des neurones du cortex occipital
(Mollgaard et al. 1971; Volkmar et Greenough 1972; Greenough et Volkmar 1973;
Black et al. 1990) comparativement a des animaux élevés en milieu non-enrichi. 11 est

probable que la modification de la taille ou de la densité de synapses puissent expliquer
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I’augmentation des VGluTs ou la diminution des VGAT dans le cortex visuel primaire.
Cependant, une étude a démontré que la modification de la densité des boutons
présynaptiques n’induisait aucun changement dans les niveaux d’expression des VGIuT1
et VGIuT2 contenu dans ces boutons (Moyer et al. 2013). De ce fait, ’absence de
modifications des niveaux d’expression de VGAT dans le cortex visuel primaire de nos
sourts adultes aveugles précoces ne peut pas étre expliquée par ces mécanismes lors d’un

enrichissement sensoriel.

Nous avons énuméré quelques hypothéses qui pourraient expliquer nos résultats
négatifs dans le cortex visuel primaire de nos souris adultes C57Bl/6 énucléées et
ZRDCT anophtalmes. Toutefois, il serait nécessaire d’effectuer plus d’études sur les
effets de la privation visuelle sur les niveaux d’expression des transporteurs vésiculaires
glutamatergiques et GABAergiques dans le cortex visuel primaire de mod¢les animaux

aveugles précoces.

4.3 Modifications des connexions synaptiques dans les cortex auditif et
somatosensoriel primaires

Nous avions comme second objectif de quantifier les niveaux d’expression des
transporteurs vésiculaires glutamatergiques et GABAergiques dans les cortex auditif et
somatosensoriel primaires de souris aveugles précoces adultes. Nos résultats démontrent
que I’expression de VGIuT1, VGIuT2 et VGAT n’est pas significativement modifiée
dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires des souris adultes C57Bl/6 énucléées

et ZRDCT anophtalmes comparativement aux souris adultes C57B1/6 voyantes.

43.1 VGluT2

Dans notre étude, nous avons tenté de vérifier ’hypothese que la perte d’un sens
pourrait étre en quelque sorte une forme d’enrichissement sensoriel pour les autres sens
(Ryugo et al. 1975a). Considérant que I’enrichissement sensoriel favorise une

augmentation des niveaux d’expression de VGIuT2 dans les connexions
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thalamocorticales (Mainardi et al. 2010) et en supposant que les souris énucléées et
anophtalmes utilisent leurs sens de fagon similaire lorsqu’elles sont dans les cages, on
devrait s’attendre a ce que les niveaux d’expression de VGIuT2 soient augmentés dans
les cortex auditif et somatosensoriel primaires de nos souris adultes aveugles précoces.
Cependant, nos résultats montrent qu’il n’y a aucune modulation significative des
niveaux d’expression de VGIuT2 dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires des

souris adultes C57Bl/6 énucléées et ZRDCT anophtalmes.

De ce fait, nous supposons que les niveaux d’activité thalamocorticale afférente ne
sont pas augmentés dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires de nos souris
adultes aveugles précoces. Donc, nos résultats ne concorderaient pas avec les résultats
de certaines études qui montrent une augmentation de I’activité excitatrice neuronale
associée a une hausse de I’expérience sensorielle non-visuelle lors d’une privation
visuelle, notamment dans le cortex somatosensoriel primaire de rats aveugles précoces

(Rauschecker et al. 1992; Zheng et Purves 1995).

De plus, il est possible que nos résultats aillent également a I’encontre de certaines
¢vidences comportementales qui suggérent que le comportement des souris aveugles
simulerait probablement des effets comparables a ceux d’un enrichissement sensoriel
(Carroll 1962; Wagner-Lampl et Oliver 1994; Merabet et Pascual-Leone 2010). En effet,
nous nous attendions a ce que 1’utilisation accrue des vibrisses dans I’exploration tactile
de ’environnement et une attention auditive supérieure de nos souris aveugles précoces
entrainent une augmentation des niveaux d’activité excitatrice afférente dans les cortex
auditif et somatosensoriel primaires suite a la privation visuelle. Cependant, nos résultats
montrent que les niveaux d’expression de VGIuT2 ne sont pas augmentés dans les cortex
auditif primaires des souris adultes C57Bl/6 énucléées et ZRDCT anophtalmes suite a la
perte de la vision. Conséquemment, nous supposons que nos souris aveugles n’ont pas
regu autant de stimuli auditifs et tactiles dans leur cage pour favoriser ’augmentation
des niveaux d’activité thalamocorticale. Une explication possible est que nos souris
aveugles précoces n’utilisent pas leurs sens auditif et tactile de mani¢re accrue suite a la

privation visuelle.
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Dans notre étude, nous n’avons pas fait d’analyse comportementale pour vérifier si
les souris aveugles montrent effectivement une utilisation accrue de leurs sens intacts
suite a la privation visuelle. Puisque nos résultats vont a I’encontre d’une augmentation
des niveaux d’activité glutamatergique afférente dans les cortex auditif et
somatosensoriel primaires des animaux aveugles, il serait important d’effectuer plus

d’études pour vérifier si leur comportement est bel et bien modifié.

De plus, nos résultats ne concordent pas avec ceux de I’étude de Mainardi et
colléegues qui montrent une augmentation des transporteurs vésiculaires
glutamatergiques dans le cortex visuel primaire de rats adultes élevés dans un milieu
enrichi (Mainardi et al. 2010) étant donné que nous n’observons aucune modification
significative des niveaux d’expression de VGIuT2 dans les cortex auditif et
somatosensoriel primaires de nos souris adultes aveugles précoces. Donc, nous pouvons
conclure que la privation visuelle ne serait probablement pas une forme
d’enrichissement sensoriel pour les modalités sensorielles intactes dans nos conditions

expérimentales.

43.2 VGT1

Nous nous attendions & ce que les niveaux d’expression de VGIuT1 soient
augmentés dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires de nos souris aveugles
précoces, considérant I’augmentation des niveaux d’activité excitatrice dans ces cortex
suite a la privation visuelle. Cependant, notre étude a révélé qu’il n’y avait aucune
modification significative des niveaux d’expression de VGIuT1 dans les cortex auditif et
somatosensoriel primaires de nos souris adultes aveugles précoces. De ce fait, nos
résultats ne concorderaient pas avec d’une étude qui montrent une augmentation des
niveaux d’expression de VGIuT1 dans le cortex visuel primaire de rats adultes élevés
dans un milieu enrichi (Mainardi et al. 2010), ce qui suggerent également que la

privation visuelle n’est pas une forme d’enrichissement sensoriel pour les autres sens.
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Toutefois, ’étude de Mainardi et collégues révéle que I’augmentation des niveaux
d’activité glutamatergique corticocorticale était directement reliée a la hausse des
niveaux d’activité glutamatergique thalamocorticale (VGIuT2) (Mainardi et al. 2010).
Comme notre étude montre que les niveaux d’expression de VGIuT2 dans les cortex
auditif et somatosensoriel primaires de nos souris adultes aveugles précoces ne sont pas
modifiés significativement, il est possible que 1’absence de modifications significatives
des niveaux d’expression de VGIuTl soit la conséquence de [’absence d’une
augmentation des niveaux d’activité glutamatergique thalamocorticale dans les cortex

auditif et somatosensoriel primaires de nos souris aveugles précoces.

Outre les résultats de 1’étude sur D’enrichissement sensoriel du cortex visuel
primaire des rats adultes voyants, rien ne nous laisse croire qu’il devrait y avoir une
augmentation des niveaux d’expression de VGIuT1 dans les connexions
corticocorticales des cortex auditif et somatosensoriel primaires des souris adultes

C57Bl/6 énucléées et ZRDCT anophtalmes suite a la privation visuelle.

43.3 VGAT

Nous nous attendions a ce que la force inhibitrice présynaptique, indiquée par les
niveaux d’expression de VGAT, soit significativement augmentée dans les cortex auditif
et somatosensoriel primaires afin de moduler la hausse de I’activité excitatrice afférente
dans ces cortex, considérant que la perte de la vision est une forme d’enrichissement
sensoriel pour les autres sens (Ryugo et al. 1975a) et qu’une augmentation des niveaux
d’excitation neuronale entraine une augmentation proportionnelle de I’inhibition
neuronale pour maintenir 1’homéostasie corticale (Douglas et al. 1995; Douglas et
Martin 2004; Douglas et Martin 2007a). Toutefois, nos résultats montrent qu’il n’y a
aucune modulation significative des niveaux d’expression de VGAT dans les cortex
auditif et somatosensoriel primaires des souris adultes C57Bl/6 énucléées et ZRDCT

anophtalmes.
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De ce fait, notre hypotheése de départ ne s’est pas concrétisée puisque 1’équilibre
excitation-inhibition n’est probablement pas altéré dans les cortex auditif et
somatosensoriel primaires selon nos conditions expérimentales, suggérant ainsi que les
mécanismes d’homéostasie synaptique n’ont pas été sollicités pour rétablir 1’équilibre
excitation-inhibition dans ces cortex. Donc, nous supposons que [’absence de
modification des niveaux d’expression de VGAT est corrélée a I’absence d’une
augmentation significative des niveaux d’activité glutamatergique afférente dans les
cortex auditif et somatosensoriel primaires de nos souris adultes aveugles précoces
puisque notre étude montre que les niveaux d’expression des VGIuT1 et VGIuT2 ne sont

pas augmentés dans ces cortex suite a la privation visuelle.

Sur ce, il nous est possible de conclure que le maintien des niveaux d’expression
de VGAT dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires de nos souris adultes
aveugles précoces suggerent que la privation visuelle n’entraine est probablement pas
une sorte d’enrichissement sensoriel pour les autres sens et ainsi, la modification de

I’équilibre excitation-inhibition dans ces cortex dans nos conditions expérimentales.

4.4 Considérations méthodologiques

Dans notre étude, nous avons analysé 1’expression des transporteurs vésiculaires
du glutamate et du GABA dans le surnageant post-nucléaire des cortex visuel, auditif et
somatosensoriel primaires de deux modéles animaux adultes de cécité précoce. Cette
fraction biochimique contient les protéines totales du cortex sensoriel primaire dans
lequel nous avons enlevé les noyaux cellulaires, les résidus tissulaires et vasculaires. 11
serait intéressant pour la suite des expériences d’utiliser une fraction biochimique plus
épurée en protéine synaptique qui contiendrait spécifiquement les vésicules
présynaptiques des cortex sensoriels primaires pour effectuer les immunobuvardages de
type Western. De ce fait, I’étude des niveaux d’expression des VGluTs et VGAT dans
les cortex sensoriels primaires bénéficierait d’une plus grande précision expérimentale
puisque seule ’expression des transporteurs vésiculaires actifs sur la membrane des

vésicules synaptiques serait comptabilisée comparativement a un échantillon de
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surnageant post-nucléaire qui contient I’ensemble des transporteurs vésiculaires

présynaptiques.

De plus, il serait intéressant pour la suite des expériences d’utiliser un protocole
d’¢électrophysiologie pour vérifier si les connexions synaptiques thalamocorticales et
corticocorticales possédent bel et bien des forces excitatrices et inhibitrices
présynaptiques inchangées lors de la perte de la vision dans les cortex visuel, auditif et
somatosensoriel primaires. Comme les probabilités de relaiche de neurotransmetteurs des
synapses du cortex visuel primaire sont augmentées suite a la perte de la vision (Yashiro
et al. 2005) et que I’amplitude excitatrice postsynaptique est augmentée dans le cortex
visuel primaire et diminué dans les cortex auditif et somatosensoriel primaires de rats
élevés a I’obscurité (Goel et al. 2006), il est possible que I’amplitude présynaptique soit
également augmentée dans le cortex visuel primaire de nos modéles animaux aveugles

précoces.



CONCLUSION

Au laboratoire de neuroanatomie fonctionnelle, la majorité des études sont
orientées sur les modifications anatomiques modulées par la perte de la vision dans le
cortex cérébral. Afin d’agrandir notre champ de recherche, nous nous sommes dirigés
sur ’étude des modifications biochimiques induites par la perte de la vision sur les
différents cortex sensoriels. Nous avons établi un protocole expérimental de toutes
pi¢ces comprenant des techniques d’immunobuvardage de type Western et d’extraction
de protéines corticales afin d’étudier I’expression de certains indicateurs de ’activité
présynaptiques, les transporteurs vésiculaires du glutamate et du GABA, dans les cortex
visuel, auditif et somatosensoriel primaires de modéles animaux adultes aveugles

précoces.

En somme, notre étude a permis de démontrer que la perte de la vision n’altére pas
les niveaux d’expression des VGIluTl, VGIuT2 et VGAT dans les terminaisons
présynaptiques des cortex sensoriels primaires chez des modéles animaux adultes de
cécité précoce. Toutefois, notre étude ne permet pas de conclure que les effets de la perte
de la vision sont caractéristiques d’un enrichissement sensoriel pour les modalités
sensorielles restantes chez un individu adulte aveugle. Finalement, il est possible que la
modulation de I’expression des transporteurs vésiculaires du glutamate et du GABA
dans les terminaisons présynaptiques par la perte de la vision ne soit pas assez
importante pour €tre observée dans nos conditions expérimentales, nécessitant ainsi des
études électrophysiologiques et de fractionnement biochimique plus restreint pour
déterminer si la perte de la vision altere les niveaux d’expression des transporteurs

vésiculaires glutamatergiques et GABAergiques dans les aires sensorielles primaires.

Notre étude est innovatrice dans le sens ou elle est la premiére a étudier
I’expression des transporteurs vésiculaires glutamatergiques et GABAergiques dans les
cortex visuel, auditif et somatosensoriel primaires chez des souris adultes aveugles

précoces.
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