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I. INTRODUCTION

1. Exposition précoce a une expérience stressante et pathologies psychiatriques

Certains événements stressants survenant précocement dans de la vie d’un individu pourraient étre
impliqués dans la survenue de pathologies psychiatriques telles que les troubles de I’humeur, les
troubles affectifs ou cognitifs (Tsankova et al., 2007, Lupien et al., 2009). Par exemple, certains
auteurs ont établi une association entre un traumatisme durant I’'enfance et le risque de développer
a I'age adulte un syndrome dépressif majeur (Heim et Binder, 2012). Ainsi, Patchev et al. (2014) en
utilisant un protocole qualifié d’early life stress, protocole qui consiste a séparer les souriceaux de
leur mére durant 3 heures a des moments variables de la journée, lors des 10 premiers jours de la
vie postnatale (PN) ont mis en évidence des troubles du comportement, des altérations de
I'apprentissage spatial et un phénotype anxieux chez la souris devenue adulte. Des résultats
similaires ont été observés chez I’animal stressé durant le développement (protocole Early life
stress appliqué de J1 a J10 PN) qui a I'age adulte présentait significativement plus de déficiences
cognitives et émotionnelles (Murgatroyd et al., 2009, Meaney 2010). Mueller et Bale (2008) ont
également montré que la souris stressée précocement durant la gestation (avant I'apparition de
I’encéphale du foetus), présentait un phénotype caractérisé par un comportement dépressif associé
a une surexpression du géne codant pour la corticolibérine (corticotropin releasing hormone, CRH)
dans le noyau central de 'amygdale. Le lien entre le stress aigu ou chronique et des troubles
affectifs, cognitifs ou de I’humeur a aussi été confirmé par d’autres auteurs (Holsboer et Ising 2010,
Sousa et Almeida, 2012). Cliniguement, il semblerait que les enfants exposés a un stress important
durant leurs premiéres semaines de vie postnatale, seraient plus susceptibles de développer des
troubles émotionnels et cognitifs tels que des troubles de I'attention, de la mémoire et de
I'apprentissage ou encore des troubles moteurs perdurant durant I'enfance et I'adolescence

(Sapolsky 2000).

Il est intéressant de noter que ces événements de vie générant un stress ne conduisent pas
nécessairement a des changements comportementaux irréversibles. En effet, certaines études ont
observé un rétablissement spontané de certains changements comportementaux (Sousa et
Almeida 2012) et de déficits neuro endocriniens, émotionnels et cognitifs (Murgatroyd et al., 2009)
préalablement induits par un stress chez la souris durant les premiers jours de vie postnatale. La
capacité a reverser les altérations fonctionnelles de I'encéphale et donc probablement structurales
semble dépendre de la qualité, de I'ampleur, de la durée et de la période a laquelle I'animal est

exposé au stress initial.



Parallelement, les auteurs ont également montré que chez les souris ayant subi un stress précoce
durant la vie postnatale, le taux de glucocorticoides (GC) était augmenté a I’état basal et en
condition de stress. Cette augmentation concernait a la fois I'amplitude et la durée du pic du taux
de glucocorticoides (Patchev et al., 2014). Ces résultats suggeérent une perte d’efficacité du rétro
contrdle négatif de I'axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (hypothalamic-pituitary-adrenal,
HPA) et/ou une hyperactivation des neurones hypothalamiques responsables in fine de la sécrétion
de glucocorticoides. Cette augmentation du taux de glucocorticoides vient confirmer les résultats
observés chez les patients souffrants d’anxiété ou de syndrome dépressif majeur. En effet, ces
derniers présentent un taux excessivement élevé de glucocorticoides (Holsboer et Ising, 2010). De
plus, chez les enfants nés prématurés, il a été démontré que le nombre de procédures invasives et
le degré de sévérité de I'état de santé a la naissance étaient corrélés a des taux élevés de cortisol

de base. Ces taux élevés persistaient a 8 et 18 mois (Grunau et al., 2009).

Ces différentes études mettent en évidence les effets d’expériences stressantes précoces durant le
développement ou I'enfance sur le comportement de I'animal et la survenue potentielle de
certaines pathologies psychiatriques. Elles permettent également d’établir une corrélation entre
ces différents événements stressants et la régulation de la sécrétion de glucocorticoides a I'age

adulte suggérant ainsi un éventuel mécanisme éthiopathogénique des pathologies psychiatriques.

Certaines régions de I'encéphale étant impliquées dans le controle des émotions et des fonctions
cognitives, ces études laissent supposer que les troubles comportementaux, les déficits moteurs
(Manto et al., 2013), cognitifs (Stoodley et al., 2012) et émotionnels (Schmahmann et al., 2007),
observés chez I'animal soumis a un stress précocement lors du développement, peuvent résulter

d’une altération structurale des régions concernées.

Ainsi, plusieurs études récentes ont rapporté une forte corrélation entre les altérations structurales
et fonctionnelles du cervelet et des pathologies psychiatriques comme la schizophrénie (Chen et
al., 2013 ; Fatemi et al., 2013), les troubles bipolaires (Baldacara et al., 2011 ; Liang et al., 2013), la
dépression (Bledsoe et al.,, 2011 ; Liu et al., 2012 ; Ma et al., 2013 ; Peng et al., 2011), I'anxiété
(Nakao et al.,, 2011 ; Schutter et al., 2012, Talati et al., 2013), les déficits de I'attention —
hyperactivité (An et al., 2013 ; Tomasi et al., 2012 ; Wang et al., 2013) et I'autisme (Marko et al.,
2015 ; Wegiel et al., 2014).

Si le cervelet est principalement décrit comme une structure impliquée dans I'équilibre et le
contréle moteur, de nombreuses études ont contribué a démontrer qu’il intervenait également
dans d’autres fonctions comme la régulation des émotions, I'inhibition de prise de décision

impulsive, I'attention, la mémoire de travail (Andreasen et al., 2008 ; Bugalho et al., 2006 ; Gottwald



et al., 2003 ; Ravizza et al., 2006 ; Schmahmann et al., 2007) ou encore |'apprentissage (Doya et al.,
2000 ; Moustafa et al., 2013 ; Schweighofer et al., 2001). Ces résultats sont supportés par le fait que
certaines régions cérébelleuses se projettent sur les aires motrices, mais aussi sur le cortex

préfrontal et le systéme limbique.

1.1. Déficits de I'attention, hyperactivité (DAH) et cervelet

Chez I'adolescent agé de 15 a 18 ans souffrant de déficits de I'attention ou d’hyperactivité, une
diminution de volume de I'encéphale et du cervelet ont été observées (Castellanos et al., 2002).
Une autre étude longitudinale qui a suivi des enfants souffrants des mémes déficits sur une période
de 2 a 14 ans, a comparé les différences de volume du cervelet chez ces patients et un groupe
« controle ». Les enfants atteints de DAH présentaient une réduction de volume du vermis par
rapport au groupe « contréle » (Mackie et al, 2007). Cependant les auteurs n’ont pas pu
déterminer si les anomalies cérébelleuses observées étaient présentes des la naissance ou si elles

s’étaient développées durant la croissance de I'enfant.

1.2. Troubles du spectre autistique (TSA) et cervelet

Les TSA sont définis comme des troubles envahissants du développement. lls incluent un ensemble
de symptdmes qui peuvent étre caractérisés par la triade suivante, 1) troubles moteurs, tels que
des mouvements stéréotypés et répétitifs ; 2) déficits dans les interactions sociales ; 3) anomalies

de la communication verbale et non verbale.

Le cervelet se projetant indirectement via le thalamus sur le cortex moteur et le cortex préfrontal,
deux structures impliquées dans le controle moteur et les fonctions cognitives sociales, est une

structure d’intérét dans I’étude des TSA.

Trois anomalies architectoniques majeures sont fréquemment observées chez les patients atteints
de TSA :
1) Une diminution du volume du cervelet (Phillips et al., 2015) ;
2) Des anomalies de nombre et des anomalies fonctionnelles de cellules de Purkinje ;
En utilisant un modeéle animal, Tsai et al. (2012) ont démontré que les souris dont la
fonctionnalité des cellules de Purkinje était perturbée présentaient un comportement proche
des TSA, notamment un comportement moteur et social anormal (Tsai et al., 2012 ; Wang et
al., 2014). Ces résultats semblent confirmer les études post mortem effectuées chez ’homme.
En effet, ces derniéres ont montré une diminution du nombre des cellules de Purkinje chez les
patients atteints de TSA (Wang et al., 2014 ; Skefos et al., 2014). Etant donné que les cellules

de Purkinje sont des cellules inhibitrices, une moindre quantité de ces cellules engendre un
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défaut d’inhibition sur les aires corticales et sous-corticales induisant ainsi une hyperactivation

des régions cérébrales observée chez la plupart des patients TSA (Baron-Cohen et al., 2009).

3) Un défaut des boucles de rétrocontréle entre les aires cérébelleuses et cérébrales.

De plus, plusieurs études ont démontré que les défauts d’adaptation des comportements
sociaux observés chez les patients atteints de TSA pourraient résulter d’un rétro contréle
déficient des circuits neuronaux établis entre le cervelet et le cortex cérébral (Rogers et al.,
2013 ; Sivaswamy et al., 2010). Par ailleurs, les fibres des pédoncules cérébelleux moyens et
inférieurs connectant le cervelet au lobe frontal sont désorganisées. Ces déficits
organisationnels pourraient expliquer les déficits de coordination, et I'ataxie observés chez

certains patients souffrants de TSA (Dunn et al., 2001).

1.3. Schizophrénie et cervelet

La schizophrénie est une pathologie psychiatrique sévere, hautement liée a des facteurs
génétiques, environnementaux et neuro développementaux. Les symptOmes apparaissent
généralement a la fin de I'enfance ou au début d’adolescence. lls regroupent des troubles de la
pensée (idées délirantes, hallucinations), un langage désordonné, un comportement anormal ou
catatonique (American psychiatric association, 2013). Les patients rapportent également des
déficits cognitifs tels que des troubles de la mémoire (Aleman et al., 1999), de I'apprentissage
(Saykin et al., 1991) et des fonctions exécutives (Ueland et al., 2004). Plusieurs de ces symptomes
sont similaires aux symptomes observés chez les patients atteints de lésion du cortex cérébelleux

(Langegrebe et al., 2006 ; Vitrac et al,. 2017).

Des études de neuro-imagerie menées chez des patients schizophrénes ont montré que les déficits
cognitifs observés pouvaient étre liés a un dysfonctionnement cérébelleux, notamment causé par
des connections cortico-cérébelleuses anormales (Uledand et al., 2004 ; Konarski et al., 2006 ; Laidi
et al., 2015). Certains auteurs suggérent que ces altérations des circuits cortico-ponto-cérébello-
thalamo-corticaux pourraient étre considérées comme un mécanisme étiopathogénique de la
schizophrénie. Par ailleurs, par le biais de I'imagerie fonctionnelle, Andreasen et al. (1996) ont
évalué I'activité cérébrale des patients schizophréenes soumis a un exercice de mémoire. lls ont ainsi
démontré que ces patients présentaient un niveau d’activité plus faible des circuits cortico-ponto-

cérébello-thalamo-corticaux en comparaison a un groupe de patients sains.

D’autres études d’imagerie structurale ont mis en évidence une réduction de volume du cervelet

notamment du vermis chez les patients schizophrénes (Levitt et al., 1999 ; Nopoulos et al., 1999).



Une diminution du flux sanguin du cortex cérébelleux, notamment du vermis durant des taches
cognitives comme l'attention, la mémoire, incluant des taches a court a terme, la mémoire de
travail (Crespo-Facorro et al., 2007), et les interactions sociales (Andreasen et al., 2008) a été

observée par imagerie fonctionnelle chez les patients schizophrénes.

En résumé, chez ces patients, plusieurs anomalies cérébelleuses ont été observées, comme une
diminution de volume, une diminution du flux sanguin ou encore des voies neuronales corticales
dysfonctionnelles. Cependant, ces caractéristiques sont également communes a d’autres
pathologies (TSA, DAH). Chez les patients TSA, la réduction de volume du cervelet pourrait étre liée
a la diminution du nombre de cellules de Purkinje. Chez les patients schizophrénes et les patients
sains, le nombre de cellules de Purkinje est identique (Andersen et al., 2003). La diminution de
volume du cervelet chez les patients schizophrénes pourrait s’expliquer par une réduction ou par

I'absence de certaines régions du cervelet (Phillips et al., 2015) .

1.4. Troubles bipolaires et cervelet

Selon American psychiatric association (2013), les troubles bipolaires sont définis par une
alternance de périodes maniaques et dépressives, les symptomes dépressifs survenant
immédiatement aprés un épisode maniaque. Ce dernier est caractérisé par un sentiment de
grandeur, une euphorie, une hyperactivité et un caractére impulsif alors que les symptémes
dépressifs regroupent un manque de motivation, une déficience ou agitation psychomotrice
(American psychiatric association, 2013). Les mécanismes physiopathologiques exacts des
symptomes des troubles bipolaires et le mode d’action des traitements comme le lithium ne sont
pas parfaitement connus. Plusieurs études ont démontré des modifications cérébelleuses,
notamment une atrophie chez ces patients souffrant de troubles bipolaires (Baldacara et al., 2011 ;

Andreasen et al., 2008 ; Brambilla et al., 2002 ; Jurjus et al., 1994 ; Monkul et al., 2008).

Soares et Mann (1997) ont mis en évidence une diminution du volume de certaines régions
cérébelleuses chez les patients atteints de troubles bipolaires et chez les patients souffrant
d’épisodes dépressifs majeurs en comparaison a des patients sains. Cette diminution de volume
était corrélée a la progression de la maladie et a la sévérité des symptomes. En comparaison a des
patients sains, le volume de la région vermienne V3 (correspondant aux lobules VIl — X de la
classification de Larsell et Jansen, 1972) était réduit de maniére significative chez les patients qui
rapportaient de multiples épisodes bipolaires. Le volume du vermis V2 (correspondant aux lobules
VI — VIl de la classification de Larsell et Jansen, 1972) était également plus faible chez les patients
ayant connu plusieurs crises en comparaison au volume mesuré lors d’un premier épisode bipolaire.

Ces résultats ont été confirmés par Mills et al. (2005). Cependant une étude plus récente, n'a
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montré aucune différence de volume du cervelet entre les patients bipolaires et les patients sains
(Laidi et al., 2015). A noter que dans cette étude, les antécédents médicamenteux des patients
n’ont pas été pris en compte. Or il a été démontré que la réduction de volume du cervelet était
moindre chez les patients sous traitement médicamenteux (anti-manic drug regime) alors qu’elle

est plus importante chez les patients non traités (Kim et al., 2013).

Enfin une étude réalisée par imagerie fonctionnelle (IRM) a montré que les patients bipolaires
résistants aux traitements présentaient un hypermétabolisme du glucose au sein de cervelet

(Ketter et al., 2001).

1.5. Syndrome dépressif majeur (SDM) et cervelet

Le diagnostic de syndrome dépressif majeur s’établit aprés I'apparition d’au moins un épisode
dépressif qui se caractérise par des symptomes cognitifs et moteurs (American psychiatric
association, 2013). Le plus fréquemment, les symptémes cognitifs regroupent des difficultés
d’attention ou des difficultés a prendre des décisions (American psychiatric association, 2013),
fonctions supportées par le systeme limbique et le cortex préfrontal (Drevets et al., 2000). Les
patients souffrant de SDM présentent également de nombreuses anomalies cérébelleuses. Le
volume du vermis, une région cérébelleuse impliquée dans la régulation des émotions et la

cognition, était réduit chez les patients SDM (Yucel et al., 2013 ; Brambilla et al., 2002).

Le flux sanguin dans le vermis semble également étre modifié. Les patients dépressifs sous
différents types de traitements montrent une activité métabolique neuronale et un flux sanguin
cérébelleux augmentés (résultats obtenus par analyses d’IRM fonctionnelle). Ces résultats étaient
positivement corrélés a la sévérité des épisodes dépressifs, a la sévérité des déficits cognitifs et a la

résistance aux traitements antidépresseurs (Guo et al., 2013 ; Guo et al., 2012 ; Liotti et al., 2002).

De plus, chez les patients dépressifs non traités, certains auteurs ont observé des anomalies dans
les circuits nerveux entre le cervelet et le cortex cingulaire antérieur (Ma et al., 2013), impliqué

dans les émotions affectives, les rapports sociaux, le contréle moteur et la motivation (Paus, 2001).

Les circuits neuronaux entre le cervelet et le lobe frontal étaient également perturbés chez les
patients dépressifs majeurs, chez les patients dépressifs résistants aux traitements (Schmahmann

et al., 2007) et dans la population gériatrique dépressive (Alalade et al., 2011).

En résumé, les études ont montré que les patients souffrant de syndrome dépressif majeur
présentaient une réduction de volume du cervelet, une activité cérébelleuse augmentée, et des

anomalies des circuits neuronaux impliquant le cervelet. Il est a noter que I’hyperactivité



métabolique neuronale du cervelet ne semble pas étre liée aux changements d’humeur chez les

patients dépressifs (Kimbrell et al., 2002 ; Graeff, 2007).

1.6. Conclusion

La réduction de volume du cervelet a été observée dans plusieurs pathologies psychiatriques
(syndrome dépressif majeur, ADHD, schizophrénie). Cette diminution de volume est plus
particulierement observée dans le vermis chez les patients dépressifs et ADHD, or cette région est
connue pour étre impliquée dans I'attention (Baldacara et al.,, 2011 ; Townsend et al., 1999). Ce
défaut de taille est également mis en évidence chez les patients bipolaires qui présentent des
déficits de I'attention (Torres et al., 2007). Cependant, pour une méme anomalie, ici la réduction
de volume du vermis, plusieurs symptomes différents sont observés en fonction de la pathologie.
Chaque région cérébelleuse se projette sur différentes régions du cortex cérébral et du
mésencéphale (Sang et al., 2012), la variabilité des symptémes suggere que chaque pathologie
psychiatrique implique un ou plusieurs lobules cérébelleux spécifiques plutét que le cervelet dans

son ensemble.

2. Le cervelet

Le cervelet est classiguement considéré comme une structure supra-segmentaire du systeme
nerveux central impliquée dans I'équilibre, la posture, les mouvements rapides des yeux et la
coordination des mouvements. Il participe également a la régulation d’autres fonctions telles que
les fonctions cognitives et la programmation du mouvement ainsi que dans les régulations
émotionnelles et végétatives de par ses connexions réciproques avec I’hypothalamus (Vuillier et al.,
2011 ; Manto et Habas, 2013). Le cervelet partage des fonctions communes avec I'hippocampe dans

I'apprentissage et la mémorisation.

2.1. Organisation anatomique et fonctionnelle du cervelet

Macroscopiquement, le cervelet est constitué de 2 parties : le cortex cérébelleux composé d’un
vermis impair et médian entouré de part et d’autre par un hémisphere et les noyaux cérébelleux
profonds au nombre de trois de chaque c6té. Plusieurs divisions du cervelet ont été décrites en se

basant :

1) sur la structure anatomique grace aux différentes fissures (fissure primaire et fissure
secondaire). Celles-ci permettent de diviser le cervelet en lobes antérieur, postérieur, et

flocculo-nodulaire, eux méme constitués de plusieurs lobules (Figures 1 et 2) ;



2) sur [l'évolution phylogénétique qui propose ainsi trois parties distinctes:
I'archéocerebellum qui correspond en partie au lobe flocculo-nodulaire, le
paléocerebellum qui est constitué de la majeure partie du lobe antérieur et d’'une petite
partie du lobe postérieur et le néocerebellum qui correspond a la majeure partie du lobe
postérieur (Larsell et Jansen, 1972) (Figure 2) ;

3) sur l'organisation fonctionnelle et la sémiologie clinique autrement dit sur le type
d’afférences regues par le cervelet (Ito et al, 1990 ; Nieuwenhuys et al., 1988). Cette
division fonctionnelle est décrite dans le plan sagittal et distingue les cervelets médian,
intermédiaire et latéral. Pour chacun de ces cervelets, le cortex cérébelleux est associé a
un noyau profond (Tableau 1). S’ajoute a cette organisation fonctionnelle le lobe flocculo-
nodulaire.
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Figure 1 : Coupe sagittale médiane schématique du cervelet. Les nombreuses fissures et sillons qui parcourent
la surface du cervelet permettent de délimiter les lobes et les lobules du cervelet. Ainsi la fissure primaire (fp)
sépare le lobe antérieur du lobe postérieur alors que la fissure postérolatérale (fl) sépare le lobe antérieur du
lobe flocculo-nodulaire (Vuillier et al., 2011).
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Figure 2 : Représentation schématique de la division du cervelet en lobes et en lobules. Nomenclature utilisée
chez les mammiféres. Lob ant. : lobe antérieur; Lob post : lobe postérieur ; Lob flocc.nod. : lobe flocculo-
nodulaire ; Paraflocc. ac. : paraflocculus accessoire ; Flocc. : flocculus; Fiss. Prim. : fissure primaire ; Lob.
Simpl. : lobule simplex ; Lob. Paramed. : lobule paramédian ; Parafl. Dors. : lobule paraflocculus dorsal ; Parafi.
Ventr. : paraflocculus ventral (Larsell, Jansen et Brodal, 1954 modifiée en 1972).

Tableau 1 : Division fonctionnelle du cervelet.

. Cortex Noyaux (N) Afférences S
Appellations . . Autres appellations
cérébelleux profonds majeures
Cervelet médian | Vermis N. fastigial
Cervelet Cortex . , Spinales Spinocerebellum
. P . N. interposé
intermédiaire paravermien
Cortex de |Ia
Cervelet latéral | partie latérale de N. denté Cortex cérébral Cerebrocerebellum
I’hémisphere
Lobe Flocculo- Nodule et . . . . .
. N. vestibulaires Vestibulaires Vestibulocerebellum
nodulaire floccules

*Appellations basées sur les afférences cérébelleuses.

Fonctions motrices du cervelet

La description clinique du syndrome cérébelleux a permis chez I’'homme, d’attribuer au cervelet

plusieurs fonctions motrices dans I'équilibre, la régulation du tonus musculaire, la coordination

musculaire au cours du mouvement volontaire et la programmation du mouvement.

Au cours du mouvement volontaire des membres, le cervelet intermédiaire a pour fonction

principale de coordonner I'action des muscles distaux alors que le cervelet médian contréle les




mouvements des muscles axiaux et des muscles proximaux des membres (Ito, 1984 ; Nieuwenhuys
et al., 1988 ; Duvernoy, 1995).

Le cervelet latéral intervient dans la programmation du mouvement et plus particulierement dans
sa temporalité. Il est également impliqué dans I'apprentissage de nouveaux mouvements. Il permet
donc d’assurer un enchainement progressif et coordonné des mouvements successifs
(Nieuwenhuys et al., 1988 ; Duvernoy, 1995).

La fonction principale du lobe flocculo-nodulaire est d’assurer I'équilibre postural du corps
(Nieuwenhuys et al., 1988). Par ailleurs, il intervient dans la coordination de certains mouvements

réflexes de la téte et des yeux.

Autres fonctions du cervelet

La mise en évidence de voies anatomiques reliant le cervelet aux aires associatives du cortex non
moteur a laissé supposer que le cervelet, en parallele de ses fonctions motrices, est également
impliqué dans la régulation des émotions et des fonctions cognitives (Baillieux et al., 2008). Les
observations cliniques et les données obtenues par imagerie fonctionnelle ont montré qu’il existe
une dichotomie fonctionnelle entre le lobe antérieur (lobules I-V) et le lobule VIl et le lobe

postérieur (lobules VI, VIl incluant les lobules crus |, crus I1).

La neuro-imagerie fonctionnelle chez ’'homme a permis de montrer une activation 1) du lobe
antérieur (lobules I-V), de la région paravermienne du lobule VI et du lobule VIII durant I'exécution
de taches sensorimotrices par le patient ; 2) du lobe postérieur (région vermienne du lobule VI et
lobules VI, ainsi que crus | et crus Il) durant I'exécution de taches impliquant le langage, la mémoire
de travail, les fonctions exécutives ou lors de taches affectives et spatiales (Stoodley et

Schmahmann, 2010).

Différentes études ont mis en évidence la présence de troubles moteurs tels qu’une ataxie, une
altération de I’équilibre et de la démarche chez les patients présentant une lésion tumorale ou
ayant subi un accident vasculaire cérébral localisés au niveau du noyau fastigial, du lobe antérieur
(région vermienne des lobules I-111), des lobules VIl et IX du lobe postérieur (lig et al., 2008 ; Konczak

etal., 2005 ; Schoch et al., 2006).

D’autres auteurs ont présenté une série d’images émotionnelles ou neutres selon les critéres de
I'lAPS (international affective picture scale, Lang et al., 2005) a des patients soumis a un IRM

fonctionnel et a un PETScan. Les résultats ont montré une activation :

1) du vermis dans les situations évoquant une situation triste et de deuil (Beauregard et al., 1998 ;

Gundel et al., 2003 ; Lane et al., 1997) ;
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2) du lobe antérieur de cervelet devant des images évoquant une expérience douloureuse (Becerra
et al., 1999 ; Borsook et al., 2007 ; Ploghaus et al., 1999 ; Singer et al., 2004) ;

3) du lobe postérieur du cervelet dans I'anticipation de la douleur (Ploghaus et al., 1999).

Chez ’'homme, une entité sémiologique qualifiée de « syndrome cérébelleux affectif et cognitif »
regroupe des troubles des fonctions exécutives (ensemble de processus cognitifs dont le role
principal est de faciliter I'adaptation aux nouvelles situations ou aux situations complexes), des
troubles visuo-spatiaux, une perte partielle de la mémoire, des troubles de langage et des troubles
émotionnels mais aucun signe moteur (Schmahmann et Sherman, 1998). Ce syndrome est associé
a une lésion touchant exclusivement le vermis et le lobe postérieur du cervelet. De plus, chez
I’enfant atteint de tumeur cérébelleuse localisée au vermis postérieur, aprés chirurgie d’exérese
tumorale, ont été observés 1) des changements de personnalité, des troubles affectifs, un mutisme
postopératoire qui évolue secondairement en troubles de langage, de la parole et en troubles
comportementaux (anxiété, agressivité, troubles de I’attention) (Richter et al., 2005) ; 2) une hyper
spontanéité, un comportement désinhibé (Aarsen et al.,, 2004). Lorsque la lésion tumorale n’est
pas extensive dans la région vermienne, aucun désordre émotionnel n’a été mis en évidence
(Levisohn et al., 2000). D’autres études ont montré qu’une malformation ou une agénésie de la
région vermienne postérieure était associée a des déficits cognitifs et des symptomes émotionnels
(Tavano et al., 2007). Cette région est également la principale région cérébelleuse qui présente des
différences structurales chez les patients atteints de TSA (Bauman et Kemper, 2005 ; Courchesne
et al., 1998 ; Penn, 2006).

Ces études cliniques montrent que le vermis postérieur est une structure impliquée dans la

modulation des émotions. Il pourrait étre qualifié de « pacemaker émotionnel » (Heath, 1977).

Stoodey et Schmahmann (2010) ont proposé une organisation topographique du cervelet : 1) le
lobe antérieur correspondrait au cervelet sensori-moteur impliqué dans le contréle du
mouvement ; 2) le lobe postérieur correspondrait a la partie plus cognitive ; 3) la partie postérieure

du vermis correspondrait au cervelet limbique (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique de I'organisation fonctionnelle du cervelet. A noter que la région
vermienne postérieure et le noyau fastigial sont qualifiés de cervelet limbique (donnée non illustrée sur le
schéma). Lob. Ant. : Lobe antérieur; Lob. Post. : Lobe postérieur ; Lob. Flocc. Nod. : Lobe Flocculo-nodulaire ;
Fiss. Prim. : Fissure primaire. Flocc. : Flocculus ; Paraflocc.ac. : Paraflocculus accessorius. D’apres Vuillier et al.,
2011 ; Stoodley et Schmahmann, 2010.

Par ailleurs d’autres auteurs en s’appuyant sur des données cliniques obtenues par IRM
fonctionnelle ont décrit une autre organisation fonctionnelle hémisphérique. L’hémisphére
cérébelleux droit intervient plus spécifiquement dans les fonctions du langage alors que
I’'hémisphere gauche est plus spécialisé dans les fonctions visuo-spatiales (Ackermann et al., 2007 ;

Molinari et Leggio, 2007).

Les afférences du cervelet (Vuillier et al., 2011 ; Purves et al., 2011)

Les principales afférences du cervelet sont détaillées dans le tableau 2. Le cervelet recgoit de
nombreuses afférences en lien avec ses différentes fonctions sensori-motrices, cognitives et son
implication dans les régulations émotionnelles et végétatives. Des informations spinales,
vestibulaires, trigéminales ou encore visuelles issues de la périphérie sont transmises au cervelet
apres avoir fait relais dans des structures segmentaires. Ces afférences véhiculent des informations
correspondant a la proprioception inconsciente et consciente ou en rapport avec la sensibilité

épicritique. Parallélement, le cervelet regoit des afférences de structures supra-segmentaires telles
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gue les noyaux du pont recevant les informations du cortex cérébral, la formation réticulée et I'olive
bulbaire. Ces différentes voies permettent au cervelet d’exercer un contréle sur la motricité.

Par ailleurs, des informations en provenance du systéme nerveux autonome sont transmises au
cervelet, elles lui permettent ainsi de réguler certaines fonctions végétatives. Enfin, des fibres
mono-aminergiques se projettent sur le cervelet afin d’exercer un réle de modulation dans la

transmission synaptique.

Les informations issues de I'olive bulbaire sont transmises a la cellule de Purkinje par les fibres
grimpantes alors que toutes les autres sont véhiculées a la cellule de Purkinje par les fibres
moussues qui font synapses avec les cellules a grains qui elle-méme font synapses avec la cellule

de Purkinje par le biais des fibres paralléles.

Les efférences du cervelet (Vuillier et al., 2011 ; Purves et al., 2011)

Le cortex cérébelleux se projette tout d’abord sur les noyaux cérébelleux profonds,
schématiquement le cérébro-cervelet se projette principalement sur le noyau denté, le spino-
cervelet sur les noyaux interposés et le vestibulo-cervelet sur le noyau fastigial.

Le lobe flocculo-nodulaire se projette sur le noyau vestibulaire latéral qui émet 1) le tractus
vestibulospinal latéral modulant ainsi le tonus musculaire et le maintien de I'équilibre postural ; 2)
le tractus vestibulospinal médial. Les efférences du noyau fastigial gagnent les noyaux vestibulaires
médial et inférieur et la formation réticulée avant de se projeter sur la moelle spinale formant ainsi
respectivement les voies vestibulospinale et réticulospinale. Par ces voies, le cervelet médian
intervient sur I’équilibre postural et le tonus musculaire. Parallélement, le noyau fastigial émet des
efférences vers 1) le noyau ventral latéral du thalamus avant d’atteindre le cortex moteur et 2) la
formation réticulée paramédianne pontine.

Le cervelet intermédiaire se projettent par I'intermédiaire des noyaux interposés sur :

- le noyau ventral latéral du thalamus controlatéral puis sur le cortex moteur. Cette voie permet de
moduler le fonctionnement de la voie motrice principale en ajustant les parametres cinématiques
(durée, direction, vitesse et amplitude) afin d’assurer la précision du mouvement mais aussi I'arrét
du mouvement.

- la formation réticulée qui envoie des afférences vers la moelle spinale formant ainsi le faisceau
réticulospinal dont I'un des réles serait de moduler le tonus musculaire.

- la partie magnocellulaire du noyau rouge (le paleorubrum), qui émet des afférences vers la moelle
spinale formant ainsi la voie rubrospinale qui participerait a la réalisation précise du geste final.

La voie cortico-ponto-cérébelleuse se projette sur le cortex cérébelleux qui lui-méme se projette
sur le noyau denté dont les efférences se dirigent vers le noyau ventral latéral du thalamus et

d’autres noyaux diffus avant de gagner le cortex moteur formant ainsi la boucle cortico-ponto-
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cérébello-thalamo-corticale. Le role de cette boucle est d’assurer un enchainement progressif et
coordonné des mouvements successifs (Nieuwenhuys et al., 1988 ; Duvernoy, 1995). Le noyau
denté émet des collatérales vers le noyau rouge parvocellulaire qui lui-méme se projette sur l'olive
bulbaire inférieure afin d’exercer un rétrocontrdle sur I'une des principales afférences du cervelet

(fonction adaptative).

Les principales afférences et efférences du cervelet sont résumées dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Principales afférences et efférences du cervelet. D’aprés Laget, 1973 ; Ito, 1984 ; Strazielle et al.,
1998 ; Vuillier et al., 2001, Purves et al., 2011. VTA : Aire tegmentale ventrale ; VL : ventro-latéral ; VM :

ventro-médian.

Afférences

Efférences

Moelle spinale
- faisceau spino-cérébelleux dorsal
- faisceau spino-cérébelleux ventral

Noyaux du thalamus
(VL, VM, Reuniens- rhomboide)
Relais vers le cortex moteur

Noyau cunéiforme accessoire
- faisceau cunéo-cérébelleux

Formation réticulée pontique, bulbaire et
mésencéphalique

Relais vers :

- la moelle spinale

- les noyaux sensitivo-moteurs du tronc cérébral

Noyaux trigéminaux

- faisceau trigémino-cérébelleux dorsal
- faisceau trigémino-cérébelleux ventral
- fibres trigéminales (nerf V)

Noyau rouge

- magnocellulaire

Relais vers la moelle spinale
- parvocellulaire

Relais vers :

- I'olive bulbaire inférieure
- les noyaux du thalamus

Noyaux vestibulaires
- faisceaux vestibulo-cérébelleux
- fibres vestibulaires (nerf VIII)

Noyaux vestibulaires

Noyaux végétatifs (noyaux du faisceau solitaire,
moteur du nerf vague et parabrachial)

- fibres du nerf glossopharyngien (IX)

- fibres du nerf vague (X)

Colliculus supérieur (tectum)

Formation réticulée bulbaire et pontique
- noyau réticulaire latéral

- noyau réticulaire paramédian

- noyau réticulaire tegmental du pont

- noyaux prepositus

Noyaux du pont

Relais du :

- cortex cérébral (cortex moteur primaire, aires
prémotrices du lobe frontal, cortex somesthésiques
primaire et secondaire du lobe pariétal antérieur,
aires visuelles secondaires du lobe pariétal postérieur,
cortex cingulaire)

- hippocampe

- tectum du mésencéphale

Olive bulbaire

Relais du :

- cortex moteur

- hypothalamus

- noyaux du mésencéphale (noyau rouge, formation
réticulaire, substance grise périaqueducale)

- moelle spinale, complexes nucléaires vestibulaire,
trigéminal et tectal

Fibres mono-aminergiques

- sérotoninergiques (noyaux raphé dorsal et
médian)

- dopaminergiques (VTA et substance noire)

- noradrénergiques (locus coeruleus).
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2.2. Organisation histologique du cervelet

Comme vu précédemment, le cervelet est composé 1) d’un cortex cérébelleux formé d’une partie
centrale, le vermis, entourée latéralement par deux hémispheres cérébelleux et 2) de noyaux
profonds. D'un point de vue architectural, les cellules du cortex cérébelleux s’organisent en trois
couches distinctes, de la profondeur vers la surface externe du cortex : la couche des cellules a
grains, la couche des cellules de Purkinje et la couche moléculaire.

L'organisation fonctionnelle de ces trois couches est bien connue (Manto et Habas, 2013). La couche
granulaire se compose de neurones, les grains, et de deux types d’interneurones inhibiteurs
GABAergiques : les cellules de Golgi et de Lugaro. Les cellules a grains émettent un axone ascendant
qui traverse les couches sus-jacentes et qui se divise en deux branches de direction opposée pour
former les fibres paralléles dans la couche moléculaire. L'extrémité dendritique de ces cellules
effectue un contact synaptique avec les terminaisons renflées des fibres moussues afférentes
formant ainsi une rosette. Les dendrites des grains et les terminaisons des fibres moussues peuvent
également s'associer aux axones des cellules de Golgi au sein de glomérules. La couche des cellules
de Purkinje est une couche monostratifiée constituée par la juxtaposition des corps cellulaires des
cellules de Purkinje qui sont les cellules effectrices du cortex cérébelleux. De nature GABAergique,
elles se projettent sur les noyaux cérébelleux profonds. Leur arborisation dendritique s’étend sur
toute la hauteur de la couche moléculaire et se charge des la troisieme bifurcation d’épines
dendritiques. La couche moléculaire renferme essentiellement 1) les arbres dendritiques des
cellules de Purkinje qui recoivent au niveau distal les fibres paralleles émises par les cellules a grains
et au niveau proximal, sur les troncs lisses, les fibres grimpantes issues de I'olive bulbaire ; et 2)
deux types d'interneurones GABAergiques : les cellules a panier et les cellules étoilées ; ces deux
types cellulaires exergant respectivement un contréle inhibiteur sur les sorties et les entrées des

cellules de Purkinje (Figure 4).
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T Couche moléculaire
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| Couche des cellules
de Purkinje

Couche granulaire

Figure 4 : Représentation schématique de I'organisation cytologique du cervelet. La cellule de Purkinje,
cellule effectrice du cervelet, regoit deux types afférences : les fibres grimpantes qui proviennent de I’olive
inférieure et les fibres moussues qui proviennent des noyaux du pont, du tronc cérébral, de la moelle
épiniére et du systéeme vestibulaire. Ces fibres moussues font synapse sur les grains dans la couche
granulaire. L’axone des grains traverse les couches sus-jacentes et se divise en deux branches pour former
les fibres paralléles. Les cellules a panier et les cellules étoilées exercent un contréle inhibiteur sur les
cellules de Purkinje. CP : Cellule a panier ; CE : cellule étoilée ; FP : fibres paralléles ; CG : cellule a grains ;
GO : cellule de Golgi ; FM : fibres moussues ; FG : fibres grimpantes ; P : cellule de Purkinje et NCP : noyau
cérébelleux profond.

2.3..Développement postnatal du cervelet

Le cervelet, comme I"hippocampe et le cortex cérébral, est une structure dont le développement
débute en prénatal puis se poursuit tardivement jusqu’a la fin de la troisieme semaine postnatale
(Manto et Habas, 2013). Les futures cellules de Purkinje quittent le neuro-épithélium pour former
initialement une couche pluricellulaire (E13-E15). Elles commencent a recevoir alors une multi-
innervation par les fibres grimpantes, projections afférentes de l'olive bulbaire. Ainsi, dans un
premier temps, plusieurs fibres grimpantes se projettent sur chaque cellule de Purkinje.
Simultanément, les précurseurs des grains adoptent un trajet tangentiel et forment en superficie la
couche granulaire externe recouvrant la couche des cellules de Purkinje.

A la naissance, la mise en place des cellules de Purkinje est effective selon une couche
monocellulaire et la couche granulaire externe se divise en deux zones distinctes, une zone externe
ou les futurs grains se multiplient sous I'influence de facteurs mitogenes libérés par les cellules de
Purkinje, et une zone interne qui correspond a une zone de migration. Dans cette derniére zone, les
grains émettent deux expansions polaires horizontales et une expansion verticale qui s'enfonce en
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profondeur en direction des fibres moussues. Lorsque cette expansion verticale atteint la couche
moléculaire, le soma des futurs grains descend le long de cette expansion par translocation en
direction de la future couche granulaire interne. Les expansions horizontales fusionnent en T au
sommet de I'expansion verticale formant ainsi les fibres paralleles qui établissent dans un premier
temps des contacts synaptiques avec les dendrites proximales des cellules de Purkinje (pic J8-J15
PN). La couche granulaire externe disparaitra au terme de la migration descendante des grains (J21
PN).

A partir de J8 PN, sous la dépendance des cellules a panier, les dendrites primaires des cellules de
Purkinje développent leur arborisation par bifurcations successives au sein de la couche
moléculaire. A partir de J12 PN, les dendrites secondaires et tertiaires poursuivent leur
développement selon le méme mécanisme, jusqu'au sommet de la couche granulaire externe, sous
la dépendance des cellules étoilées. Ces dendrites se couvrent en distal d'épines dendritiques.

La multi-innervation des cellules de Purkinje par les fibres grimpantes (J3 a J7 PN) évolue
secondairement vers une mono-innervation postnatale. En effet, initialement plusieurs fibres
grimpantes entrent en contact synaptique avec la base du soma des cellules de Purkinje puis au
pole apical de ces cellules et enfin sur l'arbre dendritique naissant. Il se produit ensuite une
compétition fonctionnelle entre les différentes fibres grimpantes mélées dans le nid périsomatique
selon 4 phases distinctes (Choo et al.,, 2017). La premiére phase correspond a un processus de
sélection fonctionnelle, au cours de laquelle la fibre grimpante la plus active est conservée. A partir
de J9 PN, une translocation de la fibre grimpante sélectionnée est observée au niveau des dendrites
primaires en croissance de la cellule de Purkinje. Parallelement, les autres fibres moins actives
régressent lors de deux derniéres phases distinctes. De J7 a J11 PN, des phénomeénes d’apoptose
permettent I’élimination des fibres non sélectionnées. Puis de J12 a J17 PN, la phase d’élimination
qualifiée de tardive débute lorsque les fibres paralleles ont établi des contacts synaptiques avec
I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje (Watanabe et al., 2011 ; Hashimoto et Kano,
2013 ; Hashimoto et al., 2009). Ainsi une cellule de Purkinje adulte ne se connecte plus qu'a une
seule fibre grimpante au niveau de ses dendrites primaires. De J15 a J30 PN, la fibre grimpante
sélectionnée se développant autour des dendrites proximales, les synapses établies entre les fibres
paralléles et les dendrites proximales des cellules de Purkinje sont éliminées. Seules les synapses
au niveau des fibres distales sont conservées (Ichikawa et al., 2016) et stabilisées grace a la présence
du récepteur GIluRS2 (associée au peptide Cbinl) qui empéche ainsi la fibre grimpante d’établir des
synapses au niveau des fibres distales. De plus, entre J15 et J16 PN, I'expression des récepteurs
NMDA (N-méthyl-D-aspartate) au sein des synapses entre les fibres paralleles et les cellules de

Purkinje est essentielle a I'élimination des fibres grimpantes (Kakizawa et al., 2000). Les synapses
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périsomatiques avec les fibres grimpantes sont remplacées progressivement par des synapses avec

les cellules a panier (Figure 5).

Les précurseurs des interneurones des couches granulaire interne (cellules de Golgi: E19-P2) et
moléculaire (cellules étoilées pic entre J9-J10 PN et a panier pic entre J4-]7 PN) quittent la zone
ventriculaire issue du neuroépithélium pour gagner la substance blanche présomptive ou ils se
divisent et y séjournent plusieurs jours avant de reprendre leur migration vers leur couche cellulaire
respective. Le placement précis des futures cellules de Golgi au sein de la couche granulaire semble
impliquer les grains. Au sein de la couche moléculaire, les précurseurs des interneurones conservent
tardivement leur multipotence avant d’acquérir irréversiblement leur phénotype de cellules
étoilées ou a panier sous l'influence de facteurs génétiques et environnementaux inducteurs

(Manto et Habas, 2013).

Figure 5 : Représentation schématique du développement postnatal du cervelet. Cette période est marquée
par 3 événements majeurs concomitants qui sont cruciaux pour la fonctionnalité du cervelet : 1) la
prolifération et la migration des précurseurs des futures cellules a grains, de la couche granulaire externe a la
couche granulaire interne ; 2) la croissance de I’arborisation dendritique des cellules de Purkinje; 3)
I’établissement et la maturation des connexions synaptiques entre la cellule de Purkinje et ses afférences : les
fibres grimpantes et les fibres paralléles D’aprés Altman dans ITO, 1984.

Chez la souris, le développement du cervelet s’étend sur une période de 6 semaines entre le 7¢m®
jour embryonnaire et le 30°™ jour postnatal. La mise en place des différentes cellules constitutives
des trois couches du cortex cérébelleux et de leurs afférences fait intervenir de nombreux facteurs

tels que la CRH et ses récepteurs, les glucocorticoides, le facteur neurotrophique Brain-derived
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neurotrophic factor (BDNF) et ses récepteurs, les protéines du cytosquelette comme la protéine 2
associée aux microtubules (microtubule-associated protein 2, MAP2) et la sous-unité légere des
neurofilaments (neurofilament light chain, NFL), ou encore le glutamate et ses récepteurs

notamment GluR&62.

3. Corticostérone et Corticolibérine ou Corticotropin-releasing hormone (CRH)

3.1. l’axe Hypothalamo-hypophysaire-surrénalien ou Hypothalamic pituitary adrenal (HPA)

La CRH, peptide de 41 acides aminés, est considérée comme une hormone du stress de par son
implication dans I’activation de I’axe HPA en réponse a un stress. Cet axe implique trois structures
qui vont s’activer en cascade, I'hypothalamus, I’hypophyse antérieure et les glandes surrénales.
Sous l'effet du stress, les neurones du noyau paraventriculaire (NPV) de I’hypothalamus vont
sécréter la CRH. Cette hormone a pour réle de stimuler le relargage de I'adrénocorticotrophine
(adreno-cortico-trophic hormone, ACTH) par I’'hypophyse antérieure. L'ACTH rejoint alors sa cible,
la glande corticosurrénale ou elle active la synthése et la libération dans la circulation sanguine
systémique de glucocorticoides (GC) tels que le cortisol chez I’homme ou la corticostérone chez
I'animal. L'activité de cet axe est fortement régulée par plusieurs structures du SNC. Deux études
ont montré qu’une administration de GC ou une adrénalectomie induisaient respectivement une
diminution de I’activité des neurones du NPV de I’hypothalamus et une hypersécrétion d’ACTH. Ces
résultats démontrent que la premiére boucle régulatrice de I'axe HPA implique les glucocorticoides.
Ils exercent un rétrocontréle négatif sur le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus et
I'antéhypophyse. L'action des GC est médiée par deux récepteurs: les récepteurs aux
glucocorticoides (GR) codés par le geéne Nr3c1 et les récepteurs aux minéralocorticoides (MR) codés
par le géne nr3c2. Les GC se lient sur ces deux récepteurs avec une affinité variable. Lorsque le taux
de GC est a I'état basal, les GC se fixent préférentiellement sur les MR. En revanche, si le taux de
GC est élevé, ils se fixent avec une forte affinité sur les GR. Cette différence d’affinité en fonction
de la concentration en GC suggere que les MR régulent I'état basal de I’axe HPA alors que les GR
participent au rétrocontrole négatif de I’axe (Smith at al., 2006). Les GC modulent I'activité de I'axe
HPA selon deux mécanismes distincts de cinétique différente ; 1) lors de la fixation du GC sur GR,
ces derniers forment un homodimeére au sein de cytoplasme de la cellule pour ensuite traverser la
membrane nucléaire et se fixer sur une courte séquence de nucléotides présente dans I’ADN au
niveau des promoteurs de génes, le GRE (glucocorticoid receptor responsive element). Cette liaison
a 'ADN permet de réprimer ou d’induire I'expression de génes cibles. Les GR sont également
capables de réguler I'expression de génes cibles sans interagir avec le GRE mais en induisant des

interactions protéines — protéines avec des facteurs de transcription comme AP-1 (activating
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protein 1) ou NFkB (Moussard et Mougin, 2006). Les GR sont donc considérés comme des facteurs
de transcription et ce mécanisme d’action est dit génomique. 2) Parallelement, les GR peuvent avoir
une expression membranaire. Lorsque les GC se fixent sur ces récepteurs membranaires, cette
liaison induit une cascade de seconds messagers et active une voie de signalisation qui in fine
module I'expression de génes cibles. Ce mécanisme est dit non génomique puisqu’il n’y a pas
d’interaction directe des GR avec I’ADN (Nicolaides et al., 2005). Ce mécanisme d’action et son réle

physiologique sont peu décrits dans la littérature.

Parallélement au rétrocontrole négatif des GC sur le NPV de I'hypothalamus et I'hypophyse
antérieure, trois autres principales structures du SNC sont impliquées dans la régulation de I'axe
HPA : il s’agit de I'hippocampe, de I'amygdale et du noyau du lit de la strie terminale (BNST : Bed

nucleus of stria terminalis).

Certains auteurs ont montré que des lésions hippocampiques induisaient 1) une augmentation du
taux basal de GC; 2) une réponse exagérée de I'axe HPA lors d’une exposition a un stress avec des
sécrétions d’ACTH et de GC augmentées et prolongées dans le temps. Ces résultats ont été observés
chez I’'animal soumis a un champ ouvert ou a un stress de contention. Aucune modification n’était
mise en évidence pour d’autres stress comme une hypoxie, suggérant ainsi que I"hippocampe
répond a des modalités différentes de stress (Smith et al., 2006). L'hippocampe envoie des
projections efférentes GABAergiques sur les régions périphériques du NPV de I'hypothalamus qui
elles méme se projettent directement sur les neurones parvocellulaires du NPV responsables de la
sécrétion de CRH. L’hippocampe envoie également des fibres afférentes glutamatergiques sur le
BNST qui projette des neurones GABAergiques, donc inhibiteurs sur le NPV de I'hypothalamus. Par
cette voie neuronale, I'hippocampe renforce I'action inhibitrice du BSNT sur la sécrétion de CRH par

le NPV de I'hypothalamus.

Les amygdales centrale et médiale dont les neurones expriment des GR et MR participent
également a la régulation de I'axe HPA. Les neurones de lI'amygdale centrale semblent
préférentiellement activés lors d’un stress biologique (physique, infectieux) notamment dans les
cas d’hémorragie ou d’activation du systeme immunitaire alors que I'amygdale médiale est activée
suite a un stress « émotionnel » comme lorsque I'animal est soumis a I'odeur d’un prédateur, a la
nage forcée, a des interactions sociales ou encore a un stress de contention (Smith et al., 2006).
L'amygdale intervient dans la régulation de I'axe HPA par I'intermédiaire du BNST sur lequel elle
projette des neurones GABAergiques. En levant I'inhibition exercée par le BSNT sur le NPV de

I’hypothalamus, 'amygdale favorise la sécrétion de CRH par le NPV de I’"hypothalamus.
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D’autres structures du SNC comme les cortex préfrontal, infra et pré limbiques ou cingulaire, le
noyau du tractus solitaire ou encore le locus coeruleus interviennent dans la régulation de I'axe

HPA, leurs projections et mode d’action sont résumés dans la figure 6.

Cortex préfrontal Stress Stress
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Figure 6 : Représentation schématique de I'axe HPA et de ses boucles de régulation. La sécrétion de
CRH par le NPV est régulée par un rétrocontréle direct des GC et par des projections GABAergiques
émises par I’hippocampe, le BNST, le D.M.H. et la Po. A. D’aprés Smith et al., 2006.

G.C.: Glucocorticoides. N.P.V.: Noyau paraventriculaire; D.M.H.: Noyau dorsomédial
hypothalamique ; Po. A. : Aire pré optique ; BNST : Noyau du lit de la strie terminale.

22



3.2. Récepteurs a la CRH dans le cervelet

Parallélement a son implication dans I'axe HPA, la CRH est également exprimée par d’autres
structures du SNC comme I’hippocampe et le cervelet au sein desquelles elle exerce un réle de
neurotransmetteur et/ou neuromodulateur. King et al. (1997) et Sawada et al. (2008) ont précisé
la localisation de la CRH dans le cervelet au niveau de ses afférences, les fibres grimpantes et les

fibres moussues.

L’action biologique de la CRH est médiée par deux récepteurs CRH-R1 et CRH-R2, récepteurs
appartenant a la famille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G.
Ces récepteurs sont exprimés au niveau des deux types d'afférences du cervelet : fibres grimpantes
et moussues. Le CRH-R1 est également observé au sein des péricaryons et des dendrites proximales
des cellules de Purkinje et en moindre quantité au niveau des noyaux cérébelleux profonds (Bishop
et al., 2000). Cependant, le CRH-R1 n'est pas retrouvé dans la membrane post-synaptique des
épines dendritiques (Swinny et al., 2003). Cette localisation au niveau des afférences cérébelleuses
implique que la CRH en se fixant a son récepteur module présynaptiquement la transmission des

informations transmises au cortex cérébelleux par les voies afférentes.

Durant la période postnatale, les deux types de récepteurs a la CRH, CRH-R1 et CRH-R2 présentent
une expression temporelle similaire mais leur localisation intracellulaire est différente au sein du

cervelet.

Localisation de CRH-R1 au sein du cervelet en développement (King et Bishop, 2002) (Tableau 3)
La localisation du récepteur CRH-R1 au sein du cervelet varie au cours du développement postnatal
suggérant un role potentiel du systéme CRH/CRH-R1 dans le développement et la maturation de

cette structure.

A la naissance, le récepteur CRH-R1 est localisé au niveau du péle apical du soma des cellules de
Purkinje qui s’organisent en couche monocellulaire. Entre JO et J8 PN, CRH-R1 adopte une position
supra-nucléaire pour ensuite circonscrire le noyau des cellules de Purkinje entre J9 et J14 PN. Ce
n’est qu’entre J16 et J21 PN que le CRH-R1 acquiert une distribution identique a celle observée a

I’age adulte, au niveau du soma et des dendrites primaires des cellules de Purkinje.

Le récepteur CRH-R1 est observé au niveau des fibres grimpantes a partir de J10 PN. Sa localisation
aux dendrites primaires des cellules de Purkinje n’est effective que lorsque ces derniéres établissent

leurs contacts synaptiques avec les fibres grimpantes.
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Concernant les neurones GABAergiques, de la naissance jusqu’a J5 PN, le CRH-R1 est observé au
pole apical du soma des cellules qui migrent en direction de la couche granulaire interne. Les
cellules de Golgi localisées au sein de la couche granulaire interne expriment le récepteur CRH-R1
durant la phase de développement postnatal et a I’age adulte. Au cours de la migration des
neurones GABAergiques (les cellules étoilées et les cellules a panier) a travers la couche des cellules
de Purkinje, I'expression de CRH-R1 au sein de ces cellules diminue progressivement. Dés que les
cellules étoilées et les cellules a panier atteignent la couche moléculaire, le CRH-R1 n’est plus
observé au niveau de ces cellules. Ces résultats suggérent que le systéme CRH/CRH-R1 est impliqué
dans la mise en place des interneurones inhibiteurs au sein de la couche moléculaire et notamment

dans leur migration.

Tableau 3 : Localisation de CRH-R1 au sein de cervelet en développement. D’aprés King et Bishop, 2002.

Naissance N-J5 PN J5 PN J9-14 PN J16-21 PN | Adulte
Cellules de .
Purkinje + + + + Soma +
Pé6le apical du Supra- Supra- Circonscrit le + SoJ:na
soma nucléaire nucléaire noyau De.ndr'lte Dendrite
primaire primaire
Fibres i + .
grimpantes a partir de J10 PN
Fibres
paralleles
Cellules a
grains
Fibres
moussues
Cellules de
) + + + + + +
Golgi
Cellules -
étoilées + aprés mise en place de
i de J4-15 PN la cellule dans la
couche moléculaire
Cellules a + -
anier apres mise en place de la cellule dans la
P de N-J10 PN couche moléculaire

Localisation de CRH-R2 au sein du cervelet en développement (Lee K.H. et al., 2004) (Tableau 4)

De JO aJ3 PN, le CRH-R2 est retrouvé dans le soma des cellules de Purkinje de maniére ponctiforme.
A cet age, la distinction entre les deux isoformes de CRH-R2 ne peut pas étre établie. Puis a partir
de J5 PN, le CRH-R2 se situe également au niveau des segments initiaux de I'axone des cellules de
Purkinje. Enfin entre J12 et J14 PN, le CRH-R2 acquiert une localisation identique a celle observée a

I’age adulte. La forme compléte du CRH-R2 est retrouvée au niveau du péle basal du soma des
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cellules de Purkinje alors que la forme tronquée est présente au niveau des segments axonaux
initiaux des cellules de Purkinje. Entre J3 et J14 PN, la forme tronquée de CRH-R2 est également
observée au sein de la couche moléculaire, plus précisément au niveau des synapses entre les fibres
paralléles et les dendrites des cellules de Purkinje. La présence de ce récepteur durant le
développement axonal suggére que la liaison de la CRH sur son récepteur CRH-R2 peut moduler le
relargage du glutamate, le neurotransmetteur des fibres paralleles. Or il a été démontré qu’une
modification du taux de glutamate au niveau des dendrites immatures pouvait induire des
perturbations de la différenciation dendritique ou de la synaptogenése (Catania et al., 2001 ; Monti

et Contestabile, 2000 ; Monti et al., 2002 ; Morrison et Masson, 1998).

Les interneurones GABAergiques immatures qui se différencieront en cellules étoilées, cellules a
panier et cellules de Golgi, expriment également le CRH-R2 durant la période postnatale. Les
expressions temporelle et spatiale du CRH-R1 et CRH-R2 au sein de ces interneurones sont
identiques. Cependant alors que le CRH-R1 reste confiné au sein des corps cellulaires des
interneurones, le CRH-R2 est retrouvé au niveau des segments axonaux initiaux des cellules de Golgi
deés J8 PN. De plus, la présence du CRH-R2 au sein des interneurones GABAergiques est observée
durant la période postnatale et a I’age adulte alors que le CRH-R1 n’est plus exprimé a I'age adulte
par les interneurones GABAergiques. La localisation présynaptique du CRH-R2 au niveau des
neurones GABAergiques implique que la liaison de la CRH sur ce récepteur peut moduler le
relargage du GABA et donc ainsi perturber la synaptogenése. En effet, plusieurs études ont
démontré que le GABA était un acide aminé capital pour le développement normal des circuits

cérébelleux (Kwong et al., 2000 ; Yu et al., 1996).
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Tableau 4 : Localisation de I'isoforme compléte de CRH-R2 au sein du cervelet en développement. D’apreés Lee et al., 2007 ; Gounko et al., 2006 ; Lee et al., 2004.

JO-3 PN J5PN J6 PN J8 PN J12 PN J14 PN J15 PN J30 PN
Cellules de ++ ++ ++
Purkinje + Soma supra Soma supra ++ Soma
Soma nucléaire o nucléaire Soma Dendrites primaires,
+ + + Soma + + secondaires et
Soma Soma . Dendrites Dendrites Dendrites Dendrites tertiaires
+ dendrites primaires, L primaires primaires, Segment initial
. Soma . primaires .
Soma proximales secondaires ++ secondaires et axonal
. Segment . .
Dendrites | Segment + . Soma Dendrites tertiaires ++
o . initial axonal L A
initial Soma Dendrites primaires Segment initial Soma
axonal primaires, Segment initial axonal Segment initial
secondaires axonal axonal
Cellules a panier i i + ¥
% Soma Soma
I N -
e | Cellules a grains + +
E - - Soma Soma
(@) Axone Axone
Cellules étoilées -
Cellules de Golgi +/-
++ +
. . + + + + +
.. + Soma Axone et/ou Soma Soma
Soma Soma péri ]
dendrites
Fibres paralléles - + - ++ ++
Fibres
. + + ++ ++
grimpantes
Fibres moussues + + +++ ++
Astrocytes - + + ++ N
- + + +
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Il existe deux isoformes fonctionnelles du récepteur CRH-R2, une forme compléte CRH-R2-fl (CRH-
R2-full length) ou CRH-R2a et une forme tronquée CRH-R2-tr ou CRH-R2a-tr. Dans la plupart des
études ayant pour objectif de décrire la localisation de CRH-R2, I'anticorps anti-CRH2 utilisé
reconnait les 2 isoformes, ne permettant pas de discriminer la localisation des 2 isoformes. Dans le
cervelet, il semblerait que la forme compléte, CRH-R2-fl, soit plut6t localisée au sein du corps
cellulaire des neurones alors que la forme tronquée CRH-R2-tr soit identifiée au niveau des

segments initiaux des axones (Tableau 5) (Lee et al., 2004).

Tableau 5 : Localisation de I'isoforme tronquée de CRH-R2 au sein du cervelet en développement. D’apres Lee
et al., 2004 ; King et Bishop, 2002 ; *Bishop et al., 2000 ; Tian et al., 2006.

J5 PN J8 PN J12-14 PN J15PN J30 PN
++ ++ ++
++
Soma Soma Soma ++
Cellules de Soma N
. Segment Segment Segment s Segment initial
Purkinje I I o Segment initial
initial initial initial axonal *
axonal
axonal axonal axonal
S
z Interneurones
. ++ ++ ++ ++ +
< GABAergiques
I
o
O | cellules a panier +*
Cellules étoilées +*
Cellules de Golgi +*

La localisation du CRH-R1 et du CRH-R2 est donc différente au cours du développement et a I'age
adulte. Cette différence de distribution suggére que les fonctions de la CRH different selon la
période de développement et de maturation du cervelet. Durant la période postnatale, la CRH
semble étre impliquée dans la synaptogenese et la maturation des circuits cérébelleux. Ses
mécanismes d’action different en fonction de son site de liaison : CRH-R1, CRH-R2 forme compleéte
ou forme tronquée. En se fixant sur CRH-R1 ou la forme compléte de CRH-R2, deux récepteurs de
localisation postsynaptique, la CRH peut réguler la réponse des neurones immatures aux différents
facteurs de croissance et neurotransmetteurs relargés par les afférences axonales. En se fixant sur
la forme tronquée de CRH-R2, récepteur de localisation présynaptique, la CRH peut directement
moduler le relargage des neurotransmetteurs libérés par les neurones afférents excitateurs ou par
les interneurones inhibiteurs, ces neurotransmetteurs étant directement impliqués dans la

maturation des circuits cérébelleux.
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3.3. Les effets de la CRH sur le cervelet

Initialement décrit comme un acteur majeur de la régulation de I'axe HPA, le r6le CRH ne se limite
pas a la régulation des réponses au stress. Bien qu’elle n'exerce pas d'action excitatrice directe sur
les cellules de Purkinje, la CRH semble jouer un réle de neuromodulateur dans la transmission
synaptique entre les deux types d'afférences (fibres grimpantes et fibres paralleles) et les cellules
de Purkinje. En effet, la CRH augmenterait |'excitabilité des cellules de Purkinje via trois
mécanismes 1) en potentialisant |'effet des neurotransmetteurs endogénes excitateurs comme le
glutamate, 2) en bloquant I'effet des acides aminés inhibiteurs des cellules GABAergiques et 3) en
réduisant I'amplitude de la phase d'hyperpolarisation post-transmission (Ito, 2009 ; Bishop et al.,

2000).

Les effets de la CRH sur I'organisation du cervelet

La localisation au niveau de l'arbre dendritique des cellules de Purkinje suggére que le CRH-R1
pourrait jouer un réle dans la croissance et la maturation de |'arbre dendritique de ces cellules.
Plusieurs études in vitro, ont permis de préciser I'implication de la CRH dans le développement de
I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje. Swinny et al., (2004) ont mis en culture des
cellules cérébelleuses de rat en présence de CRH soit de maniére intermittente (12h par jour
pendant 10 jours) soit de maniére continue (24h par jour pendant 10 jours). Les cellules de Purkinje
exposées de maniere intermittente a la CRH présentaient 45 % de dendrites supplémentaires par
rapport aux cellules non exposées a la CRH. De plus, la longueur des dendrites était également
augmentée de 25 %. Cependant, les auteurs ont également démontré qu’une exposition continue
a la CRH inhibait le développement de I'arborisation dendritique. La CRH est donc impliquée dans
la croissance de l'arborisation dendritique des cellules de Purkinje. Ses effets inhibiteur ou

potentialisateur semblent étre déterminés par son niveau d’expression.

Parallelement, la CRH semble également influencer la densité des épines dendritiques des cellules
de Purkinje. En effet, des cellules cérébelleuses prélevées chez des animaux ayant subi ou non un
stress ont été mises en culture en présence de CRH. Une augmentation de la densité des épines
dendritiques des cellules de Purkinje a été observée. Celle-ci était significativement plus marquée

pour les animaux ayant subi un stress (Gounko et al., 2013).

Les effets de la CRH sur les fonctions motrices

Chez la souris, il a été démontré qu’une injection unique de CRH induit une augmentation
significative de I'activité motrice de I'animal. A contrario, chez la souris mutante n’exprimant pas le
récepteur CRH-R1, une exposition a la CRH ne modifie pas le phénotype moteur (Contarino et al.,
2000). Ces résultats suggérent que le systeme CRH/CRH-R1 module directement les fonctions
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motrices. L’action de la CRH sur les fonctions motrices semble toutefois dépendre de son taux
d’expression. En effet, si une injection unique de CRH semble stimuler I'activité motrice, une
surexpression de celle-ci, induit des troubles de la coordination motrice associés a une atrophie de
nombreuses régions du systéme nerveux central, la plus importante observée étant celle du
cervelet de I'animal (Goebel et al., 2010). De plus, Il semblerait qu’une altération de la régulation
de la CRH au niveau des fibres grimpantes serait impliquée dans I'apparition de déficits moteurs

tels que I'ataxie (Sawada et al., 2001 ; Jeong et al.,2006 ; Xiao et al., 2007).

3.4. Localisation et effets des glucocorticoides sur le cervelet

Effets des glucocorticoides a I’'dge adulte

Au sein du cervelet adulte, la présence de récepteurs aux glucocorticoides a été rapportée dans la
couche des cellules a grains et dans la couche des cellules de Purkinje. Ces récepteurs sont exprimés

a la fois par les neurones et par la glie (Fligge et al., 1988 ; Morimoto et al., 1996).

De récentes études menées au sein du laboratoire SIMPA ont mis en évidence une altération de la
coordination motrice chez des souris (C57BL/6J) soumises a un stress pharmacologique par
injection intrapéritonéale répétée de corticostérone. Les souris agées de seize semaines en
moyenne, ont recu une dose de corticostérone (15 mg/kg) durant trois semaines selon le calendrier
suivant : 1) injection a J1, J2 et J3 la premiere et la seconde semaine puis une injection de J1 a J6
inclus pour la troisieme semaine. Une heure aprés l'injection, les souris subissaient des tests
d'exploration (premiére semaine), des tests moteurs (seconde semaine) et des tests
d'apprentissage visuo-spatial (troisieme semaine). Les performances motrices de ces souris lors des
tests du Rotarod (en version accélérée) et du cintre étaient diminuées. Le cervelet est
particulierement impliqué dans ces taches sensori-motrices qui requiérent équilibre, coordination
motrice et apprentissage moteur dans la mesure ou les essais sont répétés. Parallelement, une
analyse moléculaire du cervelet pour des souris ayant recu les injections de corticostérone,
montrait une augmentation de la transcription des génes codant pour les GR et une diminution de
la transcription des genes codant pour le CRH-R1 (Harlé et al., 2017). Des résultats similaires ont
été observés par Bishop et King en 2013. Dans cette étude, les souris ayant recu une injection
d'astressine, un antagoniste de la CRH présentaient également un déficit des performances
motrices dans le test du rotarod. Ces résultats montrent que le cervelet serait une région sensible
aux glucocorticoides et que ceux-ci auraient un impact direct ou indirect sur la fonction
cérébelleuse via le systtme CRH/CRH-R1. De plus, Jalewa et al., (2014) ont précisé |'effet dose des
glucocorticoides sur le phénotype moteur : des souris adultes traitées par injection chronique de
corticostérone (20 mg/kg ou 50 mg/kg) durant 3 semaines ne présentaient aucun changement

comportemental lorsque celles-ci étaient observées dans un champ ouvert alors qu’aprés 5
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semaines de traitement, les souris effectuaient plus de mouvements de toilettage (1.65 fois plus de
mouvements pour les souris traitées a la dose de 20 mg/kg vs 2.12 fois plus de mouvements pour

les souris traitées a la dose de 50 mg/kg).

Réles des glucocorticoides endogénes et leurs récepteurs lors du développement

Durant la période néonatale, le cervelet exprime trois fois plus de récepteurs aux glucocorticoides
que d’autres régions du systéme nerveux central (Pavlik et al., 1984). A sein du cervelet, la plus
forte concentration de récepteurs aux glucocorticoides est observée au sein de la couche granulaire
externe. A noter que le taux de récepteurs aux glucocorticoides augmente parallélement a
I’épaisseur de la couche granulaire externe et réciproquement, son expression diminue lorsque la
couche granulaire externe disparait progressivement au cours du développement (Noguchi, 2014)
suggérant une localisation préférentielle des récepteurs aux glucocorticoides au sein de la couche
granulaire externe. Ces observations laissent supposer un réle potentiel des glucocorticoides et de
leur récepteur dans la prolifération, la migration ou la survie des cellules progénitrices des cellules
a grains de la couche granulaire externe (cf. les effets de la corticostérone sur le cervelet en

développement).

Aprés la naissance, la sécrétion de corticostérone endogene est trés faible, de méme que la capacité
des glandes surrénales a synthétiser cette hormone en réponse au stress (Schmidt et al., 2002 ;
Dakine et al., 2000). Cette période qualifiée comme une période hyposensible au stress (stress
hyporesponsive period) s'étend de J2 a J15 PN et correspond a la période de prolifération des
cellules progénitrices des cellules a grains de la couche granulaire externe. Une augmentation du
taux de corticostérone semblable au taux observé a I’age adulte durant cette période, induit une
augmentation significative de I'apoptose des futures cellules a grains aboutissant a une diminution
de la prolifération de ces cellules associées a une disparition prématurée de la couche granulaire
externe. Dans ces conditions, la taille de I’'encéphale est diminuée (Ferguson et al.,, 1999 ; Bohn et
Lauder, 1980 ; Benesova et Pavlik, 1985, 1989). A contrario, I'inhibition des glucocorticoides
endogenes a I'aide un antagoniste provoque une diminution significative de I'apoptose des cellules
progénitrices des cellules a grains de la couche granulaire externe (Noguchi et al,, 2011). Des
résultats similaires sont observés en cas d’adrénalectomie. En effet, cette derniére induit une
diminution du taux de glucocorticoides endogénes qui s’Taccompagne 1) d’une augmentation de la
prolifération des cellules progénitrices des cellules a grains ; 2) d’'une disparition retardée de la
couche granulaire externe et 3) d’une augmentation du poids de I’encéphale (Meyer, 1983 ; Yehuda
et Meyer, 1991). Ces résultats montrent qu’au cours du développement, les glucocorticoides
endogenes semblent orchestrer I'élimination par apoptose de la couche granulaire externe a l'issue

des phases de prolifération et de migration des cellules progénitrices des cellules a grains.
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Durant la période de prolifération des cellules progénitrices des cellules a grains qui correspond a
la période d’hyposensibilité au stress, les effets pro-apoptotiques des glucocorticoides endogenes
sont modérés par la 11B-hydroxysteroid désydrogénase de type Il (11B-HSD2). Cette enzyme
impliguée dans le neuro développement (Seckl, 2004) est capable d’inactiver les glucocorticoides
endogénes de maniéere rapide avant leur fixation sur leur récepteur (Holmes et al., 2006 ; Robson
et al., 1998). A la naissance, la 11B-HSD2 est exclusivement trouvée dans la couche granulaire
externe puis son niveau d’expression diminue progressivement parallelement a I’élimination de la
couche granulaire externe (Holmes et al., 2006) suggérant ainsi le réle de cette enzyme dans le
maintien puis I’élimination de la couche granulaire externe. Une étude a démontré chez la souris,
gu’une inhibition de la 11B-HSD2 au cours de la période d’hyposensibilité au stress induit une
augmentation dramatique de I'apoptose des cellules progénitrices des cellules a grains au sein de
la couche granulaire externe (Noguchi et al.,, 2011). Inversement, une augmentation de la 11 -
HSD?2 favorise la survie des futures cellules a grains (Heine et al., 2011). La 11B3-HSD2 a donc a réle
protecteur contre I'apoptose induite par les glucocorticoides endogénes. A I'issue de la migration
des futures cellules a grains, I'expression de la HSD2 diminue, levant ainsi les effets inhibiteurs
exercés sur les glucocorticoides endogéenes. Ces derniers régulent alors I'apoptose physiologique
des précurseurs des cellules a grains et ainsi contribuent a I’élimination de la couche granulaire

externe.

Les effets de la corticostérone sur le cervelet en développement

Chez la souris, le développement du cervelet s’étend sur une période de 6 semaines entre le
septiéme jour embryonnaire et le trentieme jour postnatal. Durant cette période, a l'instar de
I’hippocampe, le cervelet est une structure vulnérable a toutes modifications environnementales
comme une exposition au stress. Plusieurs études sur I'animal en cours de développement ont
montré que la fenétre de vulnérabilité au stress est importante et qu’elle affecte les deux périodes :
prénatale et postnatale. Un stress prénatal, par confinement de la mére en gestation, induit chez la
souris une anomalie des cellules de Purkinje affectant plus particulierement le développement de
leur arborisation dendritique : plus développée chez le jeune (a J22 et J52 PN), elle s’atrophie
ensuite a I'dge adulte d’environ 70% (Pascual et al., 2010). Une autre étude a montré qu’un méme
stress exercé durant la période embryonnaire, affectait durablement la multiplication des cellules
du cortex cérébelleux dans le sens d’'une augmentation de la quantité des cellules de Purkinje par
rapport a celle des cellules a grains (Ulupinar et al., 2006) modifiant ainsi l'organisation des contacts
synaptiques entre ces cellules.

Par ailleurs, un stress périnatal aigu par injection unique de corticostérone chez le souriceau a J4,
J7 ou J10 PN induit une apoptose rapide et sélective des précurseurs de cellules a grains de la

couche granulaire externe réduisant ainsi de maniére permanente le nombre de cellules a grains
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de la couche granulaire interne a I’dge adulte (Noguchi et al., 2008, 2011). Ces résultats suggerent
gu’en fonction de la période pré ou postnatale, les glucocorticoides exogénes peuvent perturber le

développement de certaines populations cellulaires du cervelet et donc in fine son architectonie.

De plus, ces deux derniéres études ont un impact clinique important car un traitement aux
glucocorticoides est administré au nouveau-né prématuré en situation de souffrance respiratoire,

or celui-ci induirait des modifications durables dans I'organisation cellulaire du cervelet.

Perturbations des fonctions motrices

Durant la période postnatale, Howard et Granoff (1968), ont traité pharmacologiquement des souris
par pose d’un implant sous-cutané de corticostérone de J2 et J14 PN. Ils ont observé une
augmentation d’activité motrice des souris mesurée quotidiennement par la distance parcourue
dans une roue. Cette augmentation d’activité s’observait des le début du test démarré a J13 et
s’exprimait jusqu’a J26 PN. Toutefois, les souris devenues adultes étaient hypoactives dans le test
du champ ouvert et dans le rotarod. Cette diminution des performances motrices était associée a
une réduction de volume de 25% du cervelet.

De plus, chez le souriceau ayant recu de la dexaméthasone durant la période postnatale (J7, J9 et
J11 PN), une diminution des performances motrices dans le test du rotarod, un test évaluant plus
particulierement la coordination motrice, a été observée. Celle-ci s'accompagnait d’'un taux
d’apoptose élevé des cellules progénitrices des cellules a grains localisées au sein de la couche
granulaire externe aboutissant a un nombre réduit de 20 % de cellules a grains de la couche
granulaire interne (Maloney et al., 2011). Dans cette étude, aucune diminution de nombre des
cellules de Purkinje n’a été mise en évidence. Ces différents résultats démontrent que les effets des
glucocorticoides sur I'activité motrice dépendent de la période d’administration et de I'age de la

souris.

Perturbation des fonctions cognitives

Bien que considéré comme structure motrice, le cervelet est également impliqué de facon
importante dans les fonctions cognitives et émotionnelles de par ses connexions réciproques avec
des structures du systeme limbique, le cortex frontal et préfrontal ainsi que le thalamus.

Brabham et al., (2000) ont mis en évidence une altération des fonctions cognitives notamment des
capacités d’apprentissage et de mémorisation testées par le biais du test d’apprentissage visuo-
spatial de la piscine de Morris chez des rats adultes ayant subi une exposition a la dexaméthasone
au cours de leur développement embryonnaire (E15 a I'accouchement) via une administration sous
cutanée de la drogue chez la mere. Cependant, une étude par imagerie cérébrale a montré une

corrélation négative entre le volume du cervelet et le degré d’anxiété (Schutter et al., 2012). De
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plus, Darcet et al., (2014) ont montré que le rat adulte traité chroniquement a la corticostérone
durant 4 semaines montrait des déficits dans les capacités de mémorisation, dans la mémorisation
associative et dans les capacités d’apprentissage visuospatial.

Des défauts structuraux du cervelet ont été observés dans certaines pathologies psychiatriques
caractérisées par des désordres émotionnels (cf paragraphe 1). Plusieurs études précliniques et
clinigues ont montré I'implication du cervelet dans certaines dysfonctions cognitives et
émotionnelles. Des anomalies structurales du vermis ont été corrélées avec certaines pathologies
psychiatriques comme les déficits de l'attention, I’hyperactivité, la schizophrénie, les troubles
bipolaires, la dépression, I'anxiété ou encore l'autisme (Pascual et al., 2010). Ces résultats ne sont
pas surprenants, étant donné que le vermis établit de nombreuses connexions avec le systeme
limbique (hypothalamus, amygdale, hippocampe et le cortex préfrontal) (Onat et Cavdar, 2003 ;
Strick et al., 2009 ; Watson et al., 1999).

3.5. Résumé des localisations cellulaires des récepteurs aux GC, de la CRH et de ses récepteurs au
sein du cervelet a I’'dge adulte

Tableau 6 : Récapitulatif des localisations intra cérébelleuses a I’Gge adulte des hormones du stress et de leurs
récepteurs. [1] Fliigge et al., 1988 ; [2] King et al., 1997 ; Sawada et al., 2008 ; [3] Bishop et al., 2000 ; King et
Bishop, 2002 ; Bishop et King, 2013 ; [4] Lee et al., 2004 ; [5] Gounko et al., 2006 ; [6] Morimoto et al., 1996 ;
[7] Swinny et al., 2003

Récepteur GC CRH CRH-R1 CRH-R2
+ Pole basal
Soma cellules de + (CRH-R2 full) [4]
Purkinje + [3] + Axone initial
Couche des cellules de (CRH-R2 tr) [4]
Arborisation Purkinje [1,] , * .
o Marquage modéré [9] Dendrites
dendritique des .
. proximales
cellules de Purkinje
(3]
Fibres grimpantes N N *
grimp 2] [3] [5]
- ++
Fibres paralleles
P [7] [5]
N +
Cellules a grains 3] Soma, Axone
+ (5]
Fibres moussues Couche granulaire [1] + + +
Marquage marqué [6] [2] [3] [5]
Cellules de Golgi * +
(6] A .
: xones initiaux,
Cellules étoilées (6] localisation
présynaptique
Cellules a panier i [7]
P [6]
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4. BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) : généralités

Le BDNF est un facteur de croissance appartenant a la famille des neurotrophines qui comprend le
nerf growth factor (NGF) et les neurotrophines-3/4/5 (NT-3, NT-4, NT-5). Protéine homodimérique
de 112 acides aminés, le BDNF est initialement sécrété sous la forme d’un précurseur glycosylé, le
pro-BDNF. Ce dernier sera ensuite clivé pour former le BDNF mature. Ces deux formes, pro-BDNF
et BDNF sécrétées par les neurones (Yang et al., 2009) sont biologiquement actives cependant leurs

fonctions sont distinctes (Park et Poo, 2013).

Les actions biologiques du BDNF sont médiées par la fixation de ce ligand sur un récepteur a activité
tyrosine kinase, le TrkB ou sur le récepteur p75. Le BDNF se lie avec une forte affinité pour le
récepteur TrkB et avec une faible affinité pour le récepteur p75 (Reichardt, 2006). A contrario, le
pro-BDNF se lie avec une forte activité uniguement au récepteur p75 (Singh et al., 2008 ; Woo et

al., 2005 ; Lee et al., 2001).

En fonction du contexte cellulaire et moléculaire, la liaison du BDNF a TrkB induit I'activation de
nombreuses voies de signalisation intracellulaire comme les voies de la Mitogen-activated protein
kinase/extracellular signal-regulated protein kinase (MAPK/ERK), de la phospholipase y (PLCy) et de
la phosphoinostide 3 kinase (PI3K) (Huang et Reichardt, 2003). Le BDNF est ainsi impliqué dans la
régulation de la prolifération, la migration, la différenciation, la croissance et la survie des cellules

neuronales (Chao, 2003 ; Reichardt 2006).

Le BDNF est fortement exprimé au sein de I'encéphale en développement et de I’encéphale mature.
L'expression de BDNF dans I’encéphale varie selon les régions et selon une certaine dynamique lors
du développement (Baquet ZC et al., 2004). Il est plus particulierement mis en évidence dans
I’hippocampe, le cortex cérébral, le cervelet et 'amygdale (Numakawa et al., 2010). Dans des
conditions physiologiques, I'expression intracellulaire du BDNF est surtout observée au sein des
neurones glutamatergiques. En revanche, il n’est pas exprimé par les interneurones et les

astrocytes (Zafra et al., 1992 ; Yoshimoto et al., 1995 ; Cellerino et al., 1996 ; Rocamora et al., 1993).

Dans le cervelet, BDNF et son récepteur TrkB sont fortement exprimés en période postnatale et
durant la majeure partie de la période de synaptogénése (Rico et al., 2002 ; Lindholm et al., 1997).
Plus précisément, le BDNF est fortement retrouvé dans le cortex cérébelleux au sein de la couche
granulaire interne a I'extrémité des fibres moussues (Chen et al., 2016), et dans les noyaux profonds
alors que le TrkB est exprimé par les cellules de Purkinje, les cellules a grains, les interneurones et

les cellules gliales (Klein et al., 1993 ; Yan et al., 1997).
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4.1. Principaux réles du BDNF dans le systéme nerveux central (SNC)

BDNF et survie neuronale

Plusieurs études ont montré que le BDNF posséde un effet neuroprotecteur. Chez I'animal, une
perfusion de BDNF apres un accident ischémique cérébral diminue significativement les déficits
neurologiques séquellaires, le volume cortical nécrosé et I'expression de molécules pro-
apoptotiques comme Bax. De plus, 'apport de BDNF augmente significativement |'expression de
molécules anti-apoptotiques comme Bcl-2. Ces résultats suggerent que le BDNF favorise la survie
des cellules neuronales en régulant le niveau d’expression des molécules pro et anti-apoptotiques
(Schabitz et al., 2000). D’autres auteurs ont montré que le BDNF en se liant sur son récepteur TrkB
active de nombreuses voies de signalisation intracellulaire, notamment les voies ERK/CREB,

PI3K/Akt, impliquées dans la survie des neurones (Huang et Reichardt, 2003).

BDNF et plasticité synaptique

Dans I'hippocampe, le BDNF améliore la neurotransmission et potentialise la plasticité synaptique
(Kang et Schuman, 1995; Korte et al., 1996 ; Patterson et al., 1996). |l en est de méme dans le
cervelet. En effet, chez la souris présentant une délétion du géne codant pour le BDNF (souris BDNF
knockout), Carter et al. (2002) ont montré que la plasticité synaptique a court terme et la fonction

présynaptique entre les cellules de Purkinje et les fibres paralléles dans le cervelet étaient altérées.

Plusieurs études ont associé ces défauts dans la fonction synaptique a des modifications de
I'ultrastructure de la synapse tant dans le nombre de vésicules synaptiques que dans leur
distribution. En effet, chez la souris BDNF-/-, I’altération de la plasticité synaptique a court terme
est associée a une augmentation du nombre de vésicules synaptiques. Cependant en I'absence de
BDNF, tous les pools de vésicules présynaptiques n’étaient pas affectés en nombre. Dans les 100
premiers nm par rapport a la fente synaptique, le nombre de vésicules présynaptiques n’était pas
modifié. Au-dela, 'augmentation du nombre de vésicules était significative alors que dans la zone
localisée a 50 nm de la zone active, zone considérée comme la zone d’amarrage, le nombre de
vésicules était significativement diminué en I'absence de BDNF. Ces résultats montrent qu’un
déficit en BDNF conduit a une augmentation ou une diminution sélective de certaines vésicules
présynaptiques situées respectivement en marge de la zone active et au sein de la zone active
(Carter et al., 2002). Des changements similaires dans la densité et la distribution des vésicules
présynaptiques ont été observés dans les neurones afférents de I’hippocampe chez la souris TrkB-
/- (Martinez et al., 1998). Dans cette méme structure, Pozzo-Miller et al. (1999) ont également mis
en évidence une diminution du nombre de vésicules amarrées a la membrane présynaptique chez
la souris BDNF-/-. Le BDNF semble donc moduler le nombre et la distribution des vésicules

présynaptiques et ainsi la plasticité synaptique a court terme.
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Morphologie axonale et dendritique (Numakawa et al., 2010)

Les effets du BDNF sur la croissance axonale sont controversés. Pour certains auteurs, il promeut
I’élongation axonale des neurones moteurs et sensitifs (Tucker et al., 2001) ainsi que des neurones
de I'hippocampe (Yoshimura et al., 2005) alors que pour d’autres, le BDNF serait impliqué non pas
dans la croissance en longueur de I'axone mais orienterait celle-ci dans une direction déterminée
(Nishiyama et al., 2008) en agissant comme un facteur chimio attractif (Song et al., 1997). Le BDNF
serait également impliqué dans l'architecture de I'arborisation axonale offrant ainsi sa complexité

a la morphologie axonale (Deppmann et al., 2008 ; Singh et al., 2008).

Il est couramment admis que la croissance dendritique est un élément fondamental pour
I’établissement des circuits neuronaux. Horch et Katz (2002) ont montré que le BDNF libéré par les
dendrites ou les corps cellulaires des neurones du cortex cérébral du furet induit la croissance de
I'arborisation dendrite des neurones adjacents. Les effets du BDNF sur la morphologie dendritique
semblent différents selon la localisation du dendrite, proximal ou distal (Mc Allister et al., 1995).
Dans le cervelet, un défaut d’expansion des dendrites des cellules de Purkinje associé a une couche
moléculaire d’épaisseur réduite a été mis en évidence chez la souris BDNF-/- (Carter et al., 2002).
La croissance de I'arborisation dendritique des neurones pyramidaux du néocortex est également
altérée chez la souris TrkB knockout. D’autres auteurs ont démontré I'implication des voies de
signalisation PI3K et MAPK/ERK dans la croissance en longueur des dendrites, leur calibre et leur
nombre (Dijkhuizen et Ghosh, 2005 ; Kumar et al., 2005). A noter que ces deux voies peuvent étre

activées lors de la fixation de BDNF sur son récepteur TrkB.

4.2. BDNF et le cervelet en développement

Les neurotrophines ont un role essentiel dans le développement du systéme nerveux. En effet,
I"'absence de neurotrophines ou de leurs récepteurs est associée a des troubles du comportement,
des pathologies neurodégénératives ou des pathologies psychiatriques telles que la dépression, les

troubles bipolaires, I'addiction ou encore I'anxiété (Chao et al., 2006).

Parmi ces neurotrophines, plusieurs études ont montré que dans le cervelet, le BDNF et son
récepteur TrkB étaient fortement exprimés en période postnatale et durant la majeure partie de la
période de synaptogéneése (Rico et al., 2002 ; Lindholm et al., 1997) suggérant ainsi I'implication du
BDNF et du TrkB dans le développement du cervelet. En effet, le BDNF en se liant a son récepteur
TrkB semble réguler de nombreux aspects du développement du cervelet, notamment la survie et
la migration des cellules a grains, I'innervation des fibres grimpantes, la formation et la
maintenance des synapses inhibitrices et la plasticité synaptique (Chen et al., 2011 ; Yoshii et al.,

2011).
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Migration des cellules a grains

Plusieurs études ont montré que le BDNF promeut la migration des cellules a grains dans une
direction donnée de la couche granulaire externe a la couche granulaire interne (Zhou et al., 2007).
En effet, en I'absence de BDNF, cette migration est perturbée (Borghesani et al., 2002). D’autres
études ont mis en évidence la présence d’un gradient de concentration de BDNF au sein du cortex
cérébelleux : celle-ci étant deux fois plus importante dans la couche granulaire interne que dans la
couche granulaire externe (Zhou et al., 2007). Cette concentration augmente donc tout au long de
la trajectoire de migration des précurseurs des cellules a grains (Borghesani et al., 2002 ; Rocamora
et al., 1993 ; Wetmore et al., 1990). L’établissement de ce gradient de concentration de BDNF est
essentiel pour la migration. En effet, si la concentration de BDNF est constante au sein des
différentes couches cellulaires du cortex cérébelleux, le pourcentage de précurseurs en migration
diminue et les cellules migrent dans des directions anarchiques sans pour autant perturber la
vélocité et la durée de migration. Le gradient de concentration de BDNF au sein des couches
cellulaires du cortex cérébelleux agit donc comme un facteur chimiotactique en fournissant un

signal directionnel précis pour la migration des futures cellules a grains.

L'action du BDNF sur cette migration semble impliquer le récepteur TrkB. Une étude in vivo a
montré que l'inhibition du TrkB induit une diminution de la migration des précurseurs de cellules a
grains et altere le sens de migration alors que I'inhibition du p75NTR ne produit aucun effet (Zhou
et al., 2007). Ces résultats démontrent que seul le TrkB est impliqué dans la fonction de
chimiotactisme du BDNF. Une fois activé par le BDNF, le TrkB initie une libération autocrine de BDNF
amplifiant ainsi le signal. Les récepteurs TrkB ainsi activés subissent un phénomene d’endocytose
qui aboutit a une accumulation des vésicules d’endocytose localisées au sein du prolongement
cellulaire de la future cellule a grains qui fait face a la plus forte concentration de BNDF. Ces deux
mécanismes permettent la polarisation et donc la migration des futures cellules a grains dans une

direction donnée en réponse a |'effet chimiotactique du BDNF.

D’un point de vue moléculaire, I'activation du TrkB suite a la fixation de son ligand BDNF stimule
deux voies de signalisations paralléles, Tiam1/Rac et PI3Kinase qui sont essentielles pour le
chimiotactisme exercé par le BDNF dans la migration des précurseurs des cellules a grains (Zhou et

al., 2007).

Chez la souris TrkB mutante, un retard de migration des cellules a grains a été observé (Minichiello
et Klein, 1996). Cependant, au terme des 3 premiéres semaines postnatales, la couche granulaire
externe avait complétement disparu chez les souris mutantes comme chez les souris wild-type. En
I'absence du TrkB, le développement des cellules a grains ne semblait pas perturber. En effet, la
densité des cellules a grains n’était pas réduite, la morphologie des cellules était normale, le

diametre du corps cellulaire des cellules a grains et des fibres paralléles était similaire au groupe
37



« controle ». Les cellules a grains exprimaient bien la sous unité alpha6 du récepteur au GABA, un

marqueur moléculaire de la maturité et de la fonction postsynaptique (Rico et al., 2002).

Arborisation dendritique des cellules de Purkinje

A J8 PN, les dendrites des cellules de Purkinje sont sévérement atrophiées et désorganisées chez la
souris en I'absence de BDNF (Schwartz et al., 1997). Ces résultats ont été confirmés par Carter et
al. (2002). En effet chez les souris BDNF-/-, I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje était
réduite a J8, J15 et J24 postnatal. Ce défaut d’expansion était associé a une couche moléculaire de
moindre épaisseur. Toutefois méme en |'‘absence de BDNF, leur développement en
embranchements secondaires et tertiaires était observé a PN15 et PN24. Cependant, chez ces
souris, la dendrite primaire était plus courte et se divisait en un nombre réduit de dendrites
secondaires et tertiaires. De plus, le nombre d’épines dendritiques était diminué (Morrison et
Mason, 1998 ; Shimada et al., 1998). Par ailleurs, une délétion du gene codant pour le récepteur
TrkB, induit une réduction d’environ 20 % de I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje
(Minichiello et Klein, 1996 ; Rico et al., 2002 ; Bosman et al., 2006) sans modification du nombre de
cellules de Purkinje et de cellules a grains (Minichiello et Klein, 1996 ; Rico et al., 2002). Dans le
cervelet, le BDNF et son récepteur TrkB régulent donc le développement morphologique des

cellules de Purkinje (Schwartz et al., 1997).

Mise en place des fibres grimpantes

Initialement les cellules de Purkinje sont innervées par de multiples fibres grimpantes. Au cours du
développement, cette multi-innervation évolue secondairement vers une mono-innervation
postnatale suite a une compétition fonctionnelle entre les différentes fibres grimpantes mélées.
Lors de cette sélection fonctionnelle, la fibre grimpante la plus active sera conservée alors que les
autres fibres grimpantes régresseront par voie apoptotique. Ainsi dans le cervelet mature, les
dendrites proximales d’une cellule de Purkinje établissent des synapses avec une unique fibre

grimpante.

Plusieurs molécules ont été impliquées dans I’élimination des fibres grimpantes, notamment le
récepteur métabotrophique du glutamate de type 1 (mGlul), (Kano et al., 1997* ; Ichise et al.,
2000%*), Gaq (Offermanns et al., 1997%*), la phospholipase CB4 (PLC B4*) (Kano et al., 1998*), la
protéine kinase Cy (PKCy) (Kano et al., 1995*), le récepteur au glutamate 62 (GluR62) (Hashimoto
et al., 2001* ; Ichikawa et al., 2002*), les canaux Ca2+ voltages dépendant de type P/Q (Rabacchi
et al., 1992* ; Kakizawa et al., 2000*) et Arc/Arg3.1 (Mikuni et al., 2013*) (*Références citées par
Johnson et al. 2007). De plus, une étude a montré chez la souris TrkB-/- que les cellules de Purkinje

conservaient leur multi-innervation par les fibres grimpantes a J14 et entre J20-24 postnatal
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(Bosman et al., 2006 ; Johnson et al., 2007) suggérant ainsi que le TrKB est impliqué dans
I’élimination des fibres grimpantes surnuméraires. Plus précisément, le BDNF dérivé des cellules de
Purkinje agit de maniere rétrograde en se fixant sur son récepteur TrkB exprimé par les fibres
grimpantes pour promouvoir la régression des fibres grimpantes les moins actives a partir de J16
post natal. Cependant le signal induit par la liaison de BDNF sur TrkB n’influence ni la sélection de
la fibre grimpante la plus active ni sa translocation sur les dendrites de la cellule de Purkinje (Choo
et al., 2017). Le BDNF n’agit donc pas comme un facteur trophique pour la synapse entre la fibre

grimpante et la cellule de Purkinje durant le développement du cervelet.

Choo et al. (2017) ont également démontré que le récepteur p75NTR n’était pas requis pour ce
processus d’élimination des fibres grimpantes alors que chez la souris, une délétion du géne codant
pour le récepteur TrkB dans le cervelet, altére le processus d’élimination des fibres grimpantes
moins actives lors du développement (Johnson et al., 2007). Ces résultats précisent donc le réle du

BDNF et de son récepteur TrkB dans I’élimination des fibres grimpantes.

De plus, dans le cervelet en développement, I’élimination des synapses des fibres grimpantes sur
les cellules de Purkinje n‘implique pas seulement une compétition homosynaptique mais aussi une
compétition hétérosynpatique entre les fibres paralleles et grimpantes (Watanabe et al., 2011 ;
Hashimoto et al., 2009 ; Hashimoto et al., 2001 ; Ichikawa et al., 2002).

L'inhibition GABAergique joue également un role important dans le controle de I’élimination des
fibres grimpantes. En effet, chez la souris qui présente une diminution de la transmission
GABAergique grace une mutation du géne codant pour la GABA synthesizing enzyme (GAD67),
I’élimination des fibres grimpantes surnuméraires sur la cellule de Purkinje était altérée (Nakayama
etal., 2012).

Par ailleurs, Bao et al., (1999) puis Seil et Drake-Baumann (2000) ont montré qu’en absence de TrkB,
la formation et la maturation des synapses GABAergiques étaient retardées. L’action du TrkB sur

I’élimination des fibres grimpantes pourrait impliquer les synapses GABAergiques.

Synaptogenése glutamatergique entre les fibres paralléles et les cellules de Purkinje

La localisation du BDNF au sein de la synapse entre les fibres paralléles et la cellule de Purkinje
suggere que celui-ci pourrait avoir un réle important dans la formation et le développement de ces
synapses. Carter et al. (2002) ont démontré qu’en I'absence de BDNF, le développement et la
juxtaposition des éléments pré- et postsynaptiques entre les fibres paralléles et la cellule de
Purkinje ne sont pas altérés et ce malgré les effets déléteres décrits précédemment sur la
morphologie de I'arborisation dendritique. Le BDNF ne serait donc pas requis pour la mise en place
des synapses entre les fibres paralléles et la cellule de Purkinje. Cependant, dans cette étude, le

nombre de ces synapses était réduit. Ce résultat est confirmé par d’autres études qui ont montré
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que I'absence de BDNF est délétere pour la morphologie et le nombre d’épines dendritiques des

cellules de Purkinje (Morrison et Mason, 1998 ; Shimada et al., 1998).

Shimada et al., (1998) ont montré que des cellules de Purkinje mises en culture en présence de
BDNF présentaient une densité plus importante d’épines dendritiques avec une répartition
similaire des épines entre les dendrites proximales et les dendrites distales. Cet effet trophique
n’était pas observé apres inhibition du BDNF endogene (par ajout de TrkB-IgG) confirmant ainsi le

role du facteur neurotrophique sur la densité des épines dendritiques.

Chez la souris TrkB-/-, Bosman et al. (2006) n’ont observé aucune perturbation de la transmission
synaptique entre les cellules de Purkinje et les fibres paralléles a partir de P14. Les auteurs ont
conclu que le TrkB ne jouait pas un réle majeur dans la formation des synapses des fibres paralléles

et grimpantes sur la cellule de Purkinje.

Synaptogenése GABAergique

Des études in vivo et in vitro, ont montré que dans le cervelet I'absence de BDFN induit une
diminution du nombre de synapses GABAergiques alors que I'ajout exogene de BDNF favorise la
formation de ces synapses (Bao et al., 1999 ; Gonsalez, 2014 ; Baquet et al., 2004). Cependant, les
sources de BDNF impliquées dans la régulation des synapses GABAergiques dans le cortex

cérébelleux restent indéterminées (Yoshii et al., 2011 ; Dean et al., 2009).

L’action du BDNF sur la formation et la maintenance des synapses inhibitrices semble médiée par
son récepteur TrkB. En effet, des auteurs ont démontré que I'activation de TrkB était nécessaire a
la différenciation des éléments pré- et post synaptiques et a la maintenance des synapses
GABAergiques dans le cervelet (Chen et al., 2011 ; Rico et al., 2002). Plus précisément, il favorise
notamment la formation de synapses GABAergiques dans la couche moléculaire du cortex
cérébelleux (Rico et al., 2002). En effet, 'absence du TrkB induit des effets marqués sur les cellules
étoilées et les cellules en panier, notamment une diminution du nombre de leurs synapses qui
pourrait perturber les circuits neuronaux établis par ces interneurones sur la cellule de Purkinje

(Rico et al., 2002).

L’absence d’expression de BDNF par les cellules a grains, n’influence pas la formation des synapses
GABAergiques. Ces observations suggérent qu’en I'absence de BDNF dans la couche granulaire
interne, une compensation par une autre neurotrophine permet d’activer le TrkB ou que la source

de BDNF qui active le TrkB n’est pas localisée dans la couche granulaire interne (Chen et al., 2016).
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4.3. BDNF et Stress

Plusieurs études ont montré chez I'animal soumis a un stress aigu ou chronique, que I'expression
de BDNF était significativement diminuée dans I’hippocampe, structure du SNC vulnérable au stress
(Duman et Monteggia, 2006 ; Rasmussen et al.,, 2002). Cette diminution d’expression de BDNF
(ARNm et protéine) dans I'hippocampe était également observée lorsque I'animal subissait une
injection unique de corticostérone (Schaaf et al., 2000 ; Smith et al., 1995) ou une injection
chronique de corticostérone (Dwivedi et al., 2006). Des expériences de stress peuvent également

altérer a long terme I'expression du BNDF (Rasmussen et al., 2002).

Chez I’homme, plusieurs études ont mis en évidence une diminution du taux d’expression de BDNF
chez des patients qui présentaient des pathologies psychiatriques sévéres comme la schizophrénie,
les troubles bipolaires ou des syndromes dépressifs majeurs (Knable et al., 2004 ; Gervasoni et al.,
2005 ; Karege et al., 2005). Par exemple, le taux d’expression de BDNF dans I’hippocampe était
diminué chez les patients dépressifs suicidaires (analyses post mortem) (Karege et al., 2005 ;
Dwivedi et al., 2006 ; Chen et al., 2011), la diminution pouvant étre reversée par un traitement
antidépresseur. En effet, certaines classes pharmacologiques d’antidépresseurs comme les
inhibiteurs de la recapture de sérotonine (SSRI), les inhibiteurs de la recapture de norépinéphrine
(NESRI), ou encore les inhibiteurs de la mono-amine oxydase (IMAQO) augmentent significativement
le niveau d’expression de BDNF dans I’hippocampe (Coppell et al., 2003 ; Dias et al., 2003 ; Garza
et al., 2004 ; Castrén, 2005). Cependant ces effets semblent dépendre de la dose utilisée et de la

durée du traitement.

De plus, chez les patients atteints de syndrome dépressif majeur, des volumes réduits de
I’hippocampe et de I'amygdale associés a une atrophie neuronale ont été observées (Campbell et
al., 2004). Pour d’autres pathologies psychiatriques, comme la schizophrénie, la réduction du
volume du cortex préfrontal et les dysfonctions cognitives qui en découlent semblent étre associées
a un polymorphisme du géne codant pour le BDNF (Varnas et al., 2008). Ces résultats suggérent
que le BDNF sous I'effet d’un stress pourrait étre impliqué dans les mécanismes conduisant a une
altération volumétrique de certaines structures du SNC. Kumamaru et al. (2008) ont montré qu’in
vitro la dexaméthasone inhibait la croissance des dendrites des neurones immatures de
I’hippocampe induite par le BDNF. Cette action inhibitrice de la dexaméthasone sur les effets
trophiques du BDNF semble agir sur la voie MAPK/ERK1-2 activée par le BDNF (Numakawa et al.,

2004 ; Matsumoto et al., 2006 ; Kumamaru et al., 2008).

Chez I’'animal, une exposition a un stress aigu ou chronique (odeur de prédateur, séparation
maternelle, chocs électriques footshock) induit une diminution de la neurogénése dans
I’hippocampe adulte (Duman, 2004). Dans certains cas, cette diminution était corrélée a des

troubles du comportement (Malberg et Duman, 2003) et a une diminution de I’expression du BDNF
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(Duman et Monteggia, 2006). Une autre étude a montré que l|'activation des récepteurs aux
glucocorticoides et minéralocorticoides réprimait I'activité transcriptionnelle du promoteur du
BDNF (site spécifique) via I'interaction avec d’autres facteurs de transcription (Schaaf MJ et al.,

2000).

4.5. Résumé des localisations de BDNF et TrkB au sein du cervelet adulte

Tableau 7 : Récapitulatif des localisations intra cérébelleuses a I’dge adulte du BDNF et de son récepteur TrkB.
[1] Chen et al., 2016 ; [2] Rico et al., 2002 ; [3] Klein et al., 1993 ; [4] Yan et al., 1997 ; * Les cellules a grains et
les cellules de Golgi exprimant le TrkB, le BDNF mis en évidence au sein de ces deux types cellulaires peut
résulter de la liaison de BDNF sur TrkB [1].

BDNF TrkB
Soma cellules de Purkinje . +
Soma
(1]
[4]
Arborisation dendritique +
des cellules de Purkinje [3]
Fibres grimpantes
Fibres paralleles
Cellules a grains +
. ++
Dendrites* 2]
(1]
Fibres moussues ++
Axones terminaux
(1]
Cellules de Golgi + +
Axone [1] [2]
Cellules étoilées
Cellules a panier

5. Protéines du cytosquelette

Plusieurs études ont montré que certaines pathologies psychiatriques, telles que la schizophrénie
(Penzes et al., 2011, Glausier et Lewis, 2013), la dépression (Duman et Canli, 2015 ; Varidaki et al.,
2016) ou encore des déficits intellectuels (Kaufmann et al., 2000) étaient associées a une réduction
de la densité des épines dendritiques et de l'arborisation dendritique des neurones de
I’hippocampe et du cortex préfrontal, deux structures impliquées dans I’homéostasie de ’lhumeur
(Blanpied et Ehlers, 2004 ; Marchisella et al., 2016). De méme, I'analyse de coupes d’'IRM de
patients atteints de pathologies neuropsychiatriques a permis de montrer que dans des conditions
de stress chronique, un excés de cortisol induit une atrophie de certaines régions de I'hippocampe,
de I'amygdale et du cortex préfrontal et plus précisément une diminution de I'étendue de I'arbre
dendritique et des épines dendritiques (Mc Ewen et al., 2015). Les mécanismes étiopathologiques

de ces anomalies de l’architecture neuronale ne sont complétement élucidés. Pour certains
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auteurs, ces altérations pourraient étre corrélées a des anomalies subcellulaires impliquant les
protéines du cytosquelette. En effet, le cytosquelette jouant un role majeur dans I'architecture et
donc dans les fonctions neuronales (Lazarides, 1980 ; Nixon et Sihag, 1991 cités par Reinés et al.,
2004 ; Julien 1999), il est donc raisonnable de supposer que l'atteinte d’'un composant du
cytosquelette peut induire des défauts structuro-fonctionnels tels qu’observés dans des structures

du SNC impliquées dans des pathologies psychiatriques.

5.1. Protéines du cytosquelette : réles et fonctions

Le cytosquelette des neurones est composé de 3 types de filaments: les neurofilaments
appartenant a la famille des filaments intermédiaires, les microfilaments et les microtubules. Les
neurofilaments sont eux-mémes constitués de 3 sous-unités, heavy chain NF-H, middle chain NF-M
et light chain NF-L. Leur réle principal est d’assurer un support structural pour les neurones et leurs
synapses. Plus précisément, ils déterminent le diamétre axonal des neurones influencant ainsi
considérablement la vitesse de conduction de I'influx nerveux (Paysan et al., 2000 ; Shea et Chan,
2008) et le transport axonal (Chan et al., 2005 ; Francis et al., 2005). Les neurofilaments peuvent
établir des connexions (crosslinking) avec les microtubules sous la dépendance d’un groupe de
protéines : les MAPs (Microtubule Associated Protein) et notamment MAP2 (Dehmelt et Harpain,
2005 ; Di Stefano et al., 2006). Cette derniére, principalement retrouvée au sein des dendrites, est
impliquée dans I'assemblage des microtubules et intervient également dans la croissance en
longueur (Sharma et al., 1994 ; Teng et al., 2001), la stabilité et la forme des dendrites (Dereksen et

al., 2007) lors de la neurogenese.

5.2. Protéines du cytosquelette et pathologies psychiatriques

Plusieurs études ont mis en évidence une association entre la diminution d’expression de certaines
protéines du cytosquelette et les anomalies morphologiques observées dans certaines pathologies
psychiatriques. Par exemple, une altération des sous-unités des neurofilaments a été observée dans
plusieurs modeles de pathologies neurodégénératives (Norgren et al., 2003). De plus, une
diminution de leur taux d’expression semble perturber le fonctionnement neuronal (Julien, 1999 ;
Gotow, 2000). Reinés et al., (2004) ont montré chez le rat soumis au learned helplessness paradigm,
un modele de dépression, que le taux de NFL était diminué de 55 % dans le CA3 et de 60 % dans le
gyrus denté alors que ceux de NFM, NFH et MAP2 étaient inchangés. Les analyses
immunohistochimiques de tissus post mortem provenant d’encéphale de patients atteints de
schizophrénie a permis d’observer une diminution de I’expression de MAP2 (Arnold et al., 1991 ;
Somenarain et Jones, 2010 ; Shelton et al., 2015) associée a une réduction en nombre des épines
dendritiques (Shelton et al., 2015) et des dendrites primaires et secondaires (Broadbelt et al., 2002)

des neurones hippocampiques. Les mémes modifications concernant la structure dendritique
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(nombre de dendrites et d’épines) ont été observées chez les patients souffrant d’anxiété (Soetanto
et al., 2010) et dans les modeles animaux de dépression induit par un stress chronique (Varidaki et

al., 2016).

5.3. Les effets de la corticostérone sur les protéines du cytosquelette

L’augmentation de la concentration plasmatique de cortisol a été observée chez les patients
atteints du syndrome de Cushing (Starkman et al., 1999) et chez les patients souffrant de syndrome
dépressif majeur (Holsboer, 2000). Les patients atteints d’une de ces deux pathologies présentaient
des symptémes cognitifs notamment des troubles de la mémoire (Starkman et al., 2001, Campbell
et MacQueen, 2004) suggérant ainsi une atteinte fonctionnelle de I'hippocampe. Le lien de
causalité entre ce type de trouble cognitif et les effets des glucocorticoides a haute dose est
couramment accepté. En effet, I'hippocampe exprimant fortement des récepteurs aux
glucocorticoides est considéré comme une structure vulnérable aux excés de glucocorticoides. De
nombreuses études sur modeéle animal (Woolley et al., 1990 ; Magarinos et McEwen, 1995 ; Bisagno
et al., 2000 ; McKittrick et al., 2000 ; Sousa et al., 2000) ou par analyse d’images IRM de patients
atteints de syndrome dépressif majeur ont permis, d’'une part de confirmer la corrélation entre les
déficits cognitifs et la diminution du volume de I'hippocampe (Starkman et al., 1999 ; Lorenzetti et
al., 2009) et, d’autre part, d’établir le lien de causalité entre les effets des glucocorticoides et les

altérations volumétriques de I’hippocampe.

Le cytosquelette étant fortement impliqué dans la morphologie neuronale et donc dans leur
fonctionnalité, d’autres études ont cherché a préciser les effets d’'un excés de glucocorticoides sur
les protéines du cytosquelette et ont émis I’hypothése selon laquelle une altération des protéines
du cytosquelette induite par un excés de glucocorticoides était le mécanisme sous-jacent de
I'atrophie de I’hippocampe observée chez les patients atteints de pathologies psychiatriques

caractérisées par un hypercorticolisme.

Cereseto et al., (2006), ont ainsi démontré qu’une administration chronique de corticostérone
(deux pastilles sous cutanées de 100 mg) durant 21 jours chez le rat adulte induit une atrophie des
dendrites des cellules pyramidales de I’hippocampe associée a une diminution de la transcription
du géne codant pour MAP2, NFL, NFM et NFH. A noter que dans cette étude, le nombre des
neurones hippocampiques n’était pas affecté par I'administration de corticostérone et restait
inchangé par rapport aux rats du groupe « contréle ». Ces résultats suggerent que I'atrophie de
I’hippocampe observée n’est pas liée a une diminution du nombre de cellules mais a des altérations
morphologiques de I'arborisation dendritique des neurones hippocampiques. Ces résultats ont été
confirmés par une autre étude. En effet, chez la souris soumis a une administration de

corticostérone (20 mg/kg) pendant 36 jours, Zhao et al., (2009) ont observé des atteintes
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morphologiques des dendrites des neurones hippocampiques et une diminution de I'expression de
MAP2 dans I’hippocampe. De plus, chez la souris n’exprimant pas MAP2 (souris MAP2 Knockout),
la croissance en longueur des dendrites est fortement affectée (Teng et al., 2001) confirmant ainsi
le role de MAP2 dans I'élongation des dendrites. Ces résultats, suggerent qu’un exces chronique de
glucocorticoides a des effets délétéres sur I'expression des protéines du cytosquelette comme
MAP2 aboutissant ainsi a des défauts morphologiques des dendrites, eux-mémes responsables de

I'atrophie et des altérations fonctionnelles de I’hippocampe.

6. Les récepteurs glutamatergiques

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux central. Il peut étre
synthétisé de novo a partir du glucose par les astrocytes via le cycle de Krebs. Le glutamate peut
également étre recyclé par le cycle glutamine-glutamate. Une fois dans la fente synaptique, le
glutamate non fixé a son récepteur, est éliminé via un transport (EAAT1 et EAAT2) exprimé par les
cellules gliales. Dans ces dernieres, le glutamate est converti en glutamine par la glutamine
synthétase. La glutamine est ensuite transportée dans le neurone glutamatergique ou elle est
hydrolysée en glutamate par la glutaminase (Popoli et al, 2012). Cet acide aminé régule la
transmission et la plasticité synaptiques. Son action biologique s’exerce par la liaison sur deux types
de récepteurs : les récepteurs ionotropiques ou récepteurs a canaux ioniques et les récepteurs
métabotropiques couplés aux protéines G, elles-mémes associées a un canal ionique. Les
récepteurs ionotropiques regroupent 3 familles de récepteurs: les récepteurs : a-Amino-3-
hydroxy-5-Méthylisoazol-4-Propionate (AMPA), Kainate et N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Les deux
premiers sont principalement postsynaptiques alors que le dernier est plutot présynaptique. Le
GIluRS62 est un récepteur particulier du glutamate appartenant a la famille des récepteurs AMPA.
Cependant, contrairement aux récepteurs AMPA, le GIuR62 ne forme pas de canaux ioniques
fonctionnels aprés fixation de son ligand et il ne lie aucun analogue structural du glutamate
(Mandolesi et al., 2009). Le récepteur GluRS2 est fortement exprimé au niveau des cellules de
Purkinje du cervelet (Zhao et al., 1998 ; Mandolesi et al., 2009), et plus particulierement au sein de
la synapse entre les épines dendritiques de la cellule de Purkinje et les fibres paralléles (Landsend
et al., 1997). Cette localisation postsynaptique est observée dés J10 PN (Takayama et al., 1996 ;
Zhao et al., 1998).

6.1. Réles et fonctions de GIuR62 dans le développement du cervelet
La localisation synaptique de GIuRS82 suggére un role éventuel du couple glutamate/GIuR62 dans la
morphologie et/ou la fonctionnalité de la synapse entre les fibres paralléles et I'arborisation

dendritique des cellules de Purkinje. Passafero et al. (2003) ont montré qu’une surexpression de

45



GluRS62 augmentait la taille et la densité des épines dendritiques des neurones hippocampiques. A
contrario, chez la souris mutante GluR82-/-, le nombre de synapses entre les fibres paralléles et les
cellules de Purkinje est réduit (Kurihara et al., 1997). Ces résultats suggérent que le GIuRS2 est
capital au développement normal des circuits cérébelleux et plus particulierement a
I’établissement et a la stabilisation des synapses entre I'arbre dendritique des cellules de Purkinje

et les fibres paralléles.

De plus, en stabilisant ces synapses, GIuR62 joue un role actif dans I'établissement des synapses
entre les fibres grimpantes et I'arborisation dendritique proximale des cellules de Purkinje de J10 a
J14 PN (Zhao et al., 1998 ; Hashimoto et al., 2001 ; Morando et al., 2001 ; Cesa et al., 2003). En
effet, chez la souris mutante GIuR62-/-, les auteurs ont observé une expansion du territoire
d’innervation des fibres grimpantes sur I'arborisation dendritique (Ichikawa et al., 2002) et une
persistance de la multi-innervation des fibres grimpantes sur la cellule de Purkinje (Kashiwabuchi
et al., 1995). Ces résultats suggerent que le glutamate en se fixant sur son récepteur GIuR62 induit
un signal qui participe a la régression de la multi-innervation des fibres grimpantes sur I'arborisation

dendritique des cellules de Purkinje.

De J1 a J7 PN, GIuR®b2 se distribue le long de I'arborisation et des épines dendritiques des cellules
de Purkinje (Takayama et al., 1996 ; Kurihara et al., 1997). Cette période correspond a la phase de
compétition fonctionnelle qui permet de sélectionner la fibre grimpante la plus active (J3-17 PN).
Puis a partir de J14 PN, GIuR&2 n’est exclusivement retrouvé qu’au sein des épines dendritiques des

cellules de Purkinje (Gounko et al., 2005).

6.2. Les effets du stress aigu et chronique sur les synapses glutamatergiques

Stress aigu (Popoli et al., 2012)

Plusieurs études menées chez I’'animal, suggerent qu’une exposition a un stress aigu ou une
administration aigue de GC augmenteraient rapidement le relargage de glutamate dans la fente
synaptique dans certaines régions limbiques et corticales du SNC comme I’hippocampe, I'amygdale
et le cortex préfrontal (Venero et Borrell, 1999 ; Reznikov et al., 2007). Dans I'hippocampe, en
I'absence de récepteurs aux GC (GR et MR), aucune augmentation du taux de glutamate n’a été
observée suite a une exposition aux GC (Venero et Borrell, 1999). Ces résultats montrent
I'implication des GR et MR dans les mécanismes de relargage du glutamate en situation de stress
aigu. En effet, la fixation de GC sur ses récepteurs induit une augmentation d’expression du
complexe SNARE. Il s’agit d’'un complexe formé par I'assemblage de 2 protéines membranaires
synaptiques syntaxin 1 ou 2 et SNAP25 et d’une protéine vésiculaire synaptobrevin 1 ou 2. La

fonction principale du complexe SNARE est de favoriser la fusion des vésicules synaptiques a la

46



membrane présynaptique. Ce mécanisme permet d’augmenter le relargage de glutamate dans la

fente synaptique (Popoli et al., 2012).

Au niveau postsynaptique, a la suite d’un stress aigu, la surface d’expression des récepteurs au
glutamate (NMDA et AMPA) est augmentée (Yuen et al.,, 2009). Cet effet est observé une heure
apres |'exposition au stress aigu et perdure pendant 24 heures aprés sa cessation. Des résultats
similaires ont été obtenus par un traitement court a la corticostérone (Yuen et al., 2009 ; Yuen et
al.,, 2011 ; Liu et al., 2010). Cette augmentation d’expression postsynaptique des récepteurs au
glutamate induit une augmentation de la transmission synaptique basale (augmentation de la

potentialisation synaptique).

Plusieurs études suggérent qu’un stress peut également affecter les fonctions des cellules gliales
notamment le métabolisme du glutamate de ces cellules. Celui-ci passe par la recapture du
glutamate de la fente synaptique via un transporteur exprimé par la cellule gliale : EAAT1 ou 2.
Cette étape permet 1) d’influencer la transmission synaptique et la plasticité (Tzingounis et
Wadiche, 2007) et 2) d’éviter les effets excitotoxiques qui sont médiés par la fixation du glutamate
sur les récepteurs NMDA extra-synaptiques (O’Shea, 2002). Chez I'animal, un stress aigu semble
augmenter 'expression d’EAAT2 au niveau des cellules gliales et augmenter la recapture du
glutamate dans le cortex frontal et I'hippocampe (Gilad et al., 1990). Ces modifications sur la
recapture du glutamate pourraient contribuer a la réponse adaptative au stress sur les fonctions

cognitives.

Stress chronique

Il a été démontré qu’un stress chronique par pincement répété de la queue de I’animal (3x/j) induit
un relargage augmenté en durée et en amplitude de glutamate dans I"hippocampe (Moghaddam,
2002). Une autre étude a montré des résultats complémentaires, un rat stressé chroniquement
pendant 21 jours soumis a une nouvelle exposition a un stress aigu présente un taux extracellulaire
de glutamate qui reste élevé dans la région CA3 de I'hippocampe en comparaison a un rat soumis
a un stress aigu mais non exposé préalablement a un stress chronique. Un stress chronique semble

donc avoir des effets déléteres sur la régulation du relargage du glutamate.

Les effets d’un stress chronique s’observent également sur I'expression postsynaptique des
récepteurs au glutamate. En effet, chez les rats soumis a un stress chronique, une diminution
d’expression des récepteurs NMDA et AMPA a été observée dans les neurones du cortex préfrontal
(Yuen et al., 2010). Ce déficit en récepteurs peut contribuer a I'altération de la transmission et la
plasticité synaptiques dans le cortex préfrontal et ainsi expliquer les troubles cognitifs mis en
évidence chez le rat stressé chroniquement (Liston et al., 2006 ; Cerqueira et al., 2005). Une

diminution de la plasticité synaptique entre le cortex préfrontal et I’hippocampe a été associée a
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une diminution des performances de la mémoire et des troubles de I'attention (Liston et al., 2006 ;

Vyas et al., 2002 ; McEwen, 1999).

Chez les patients dépressifs, 'immuno-marquage de la protéine GFAP (glial fibrillary acidic protein),
principale protéine des neurofilaments des astrocytes matures était diminuée dans le cortex
préfrontal, 'amygdale et le cervelet (Miguel-Hidalgo et al., 2000 et 2010 ; Fatemi et al., 2004 ;
Altshuler et al., 2010). Des résultats identiques ont été observés dans I’hippocampe d’animaux
soumis a un stress chronique (Fuchs, 2005 ; Liu et al., 2010) ou chez I’animal traité chroniquement
a la corticostérone (diminution de plus de 20 %) (O’Callaghan et al., 1991 ; Nichols et al., 1990).
D’autres études ont au contraire montré une augmentation d’expression de GFAP dans
I’hippocampe aprés un traitement chronique aux glucocorticoides (Ramos-Remus et al.,, 2002 ;
Bridges et al., 2008). Ces résultats suggerent que les effets des glucocorticoides sur I’expression de
GFAP et donc sur le nombre de cellules gliales dépendent de la région considérée et de la dose

regue.

La recapture du glutamate de la fente synaptique via les transporteurs EAAT1 et 2 exprimés par la
cellule gliale est aussi altérée dans I'hippocampe de rats soumis a un stress chronique (Zink et al.,

2010).

De plus, des études post mortem réalisées chez des patients souffrant de syndrome dépressif
majeur ont montré une diminution d’expression dans le cortex préfrontal de GLUL, le géne codant
pour la glutamine synthétase qui convertit le glutamate en glutamine (Sequeira et al., 2009). Une
autre étude menée chez le rat exposé a un stress chronique a montré une diminution du cycle
glutamate/glutamine dans le cortex préfrontal (Banasr et al., 2010). Cependant aucune
modification du taux de glutamine synthétase n’a été observée. Une diminution de la recapture du

glutamate par la cellule gliale pourrait par exemple expliquer ces résultats.

Suite a un stress chronique, I'augmentation du relargage de glutamate dans la fente synaptique, la
diminution d’expression des récepteurs postsynaptiques au glutamate, la diminution de recapture
du glutamate extracellulaire ou 'augmentation de I'activation des récepteurs extra-synaptiques au
glutamate générant une excitotoxicité sont autant de mécanismes pouvant étre impliqués dans les
changements structuraux observés chez les patients présentant des troubles de ’lhumeur ou de

I'anxiété (Beart et O’Shea, 2007 ; Kim et al., 2011).
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Il. OBJECTIFS

Plusieurs études ont démontré qu’un stress subi précocement durant le développement pouvait
perturber la régulation du taux sérique basal de glucocorticoides. Cet excés de glucocorticoides
serait délétére pour I'organisation cellulaire et moléculaire du cervelet et de I'hippocampe en
développement. Ces altérations structurales se traduiraient cliniquement par des désordres
fonctionnels sous forme de déficits moteurs, cognitifs et émotionnels suggérant ainsi un éventuel
mécanisme physiopathologique de pathologies psychiatriques. Les effets d'un taux
supraphysiologique de glucocorticoides sur la mise en place des effecteurs cellulaires de
I’hippocampe et du cervelet sont bien rapportés dans la littérature lorsque I'animal subi un stress
chronique ou des administrations chroniques de corticostérone durant la période embryonnaire.
Ainsi, un stress prénatal par confinement de la mére en gestation, affecte le développement de
I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje chez les souriceaux déterminant une atrophie de
cette arborisation a I’age adulte (Pascual et al., 2010). Une autre étude a montré qu’un méme stress
exercé durant la période embryonnaire, modifie durablement la multiplication cellulaire du cortex
cérébelleux. Le ratio cellules de Purkinje/cellules a grains est augmenté modifiant ainsi
I’organisation des contacts synaptiques entre ces deux types cellulaires (Ulupinar et al., 2006).
D’autres auteurs ont démontré que chez la souris, une injection unique de glucocorticoides a J1, J4,
J7 ou J10 PN induit une apoptose rapide et sélective des précurseurs des cellules a grains de la
couche granulaire externe réduisant ainsi de maniére permanente le nombre de cellules a grains
de la couche granulaire interne a I’dge adulte (Noguchi et al., 2008). Durant la période postnatale,
les souris traitées par corticostérone de J2 a J14 PN ont une activité motrice augmentée a J13 et
J26 PN alors que leurs performances motrices sont diminuées a I'dge adulte dans les tests du
rotarod et du champ ouvert. Cette diminution des performances est associée a une réduction de
volume de 25 % du cervelet (Howard and Granoff, 1968). Ainsi I'analyse de la littérature montre
gu’a l'instar de I'hippocampe, le cervelet est une structure sensible aux glucocorticoides et que
ceux-ci ont un effet sur la fonction cérébelleuse notamment lorsque I'exposition aux
glucocorticoides survient pendant la période embryonnaire et la premiére semaine postnatale.
Cependant, le cervelet et I'hippocampe présentent la particularité d’initier leur développement
durant la période embryonnaire et de I'achever aprés la naissance, au cours du premier mois
postnatal. Il faut donc considérer la période postnatale comme une période a risque durant
laquelle ces deux structures peuvent étre vulnérables a toutes modifications environnementales
comme une exposition au stress. D’autant plus que le premier mois postnatal est une période
marquée par 3 événements majeurs concomitants qui sont cruciaux pour la fonctionnalité du
cervelet: 1) la prolifération et la migration des précurseurs des futures cellules a grains, de la
couche granulaire externe vers la couche granulaire interne; 2) la croissance de I'arborisation

dendritique des cellules de Purkinje; 3) I'établissement et la maturation des connexions
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synaptiques entre les cellules de Purkinje et ses afférences : les fibres grimpantes et les fibres

paralléles.

Cependant, I'impact d’une administration chronique de corticostérone sur le développement
postnatal du cervelet et plus particulierement sur la période juvénile (J8 a J29 PN) correspondant a
la mise en place de la couche granulaire interne et a I’établissement des contacts synaptiques entre
les cellules de Purkinje et ses afférences reste peu étudié. Nous nous proposons donc d’étudier
cette période cruciale pour la maturation fonctionnelle du cervelet afin de répondre dans un
premier temps a deux principales questions : 1) La corticostérone administrée chroniquement chez
le souriceau durant cette période pourrait-elle induire un effet délétére sur le développement
postnatal du cervelet ? 2) Les glucocorticoides sont-ils capables de modifier I'expression de certains
facteurs neurotrophiques impliqués dans la mise en place et I'organisation des différents types
cellulaires retrouvés au sein du cervelet et in fine avoir un impact a long terme sur la fonctionnalité

du cervelet ?
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lll. MATERIELS et METHODES

1. Animaux

Les études ont été menées chez des souris males de souche C57BL/6J dgées de 8 jours obtenues
par élevage au sein du laboratoire a partir de couples de souris issues du laboratoire Charles River
(L’Arbresle, France). Les souriceaux ont été élevés en présence de leur mére dans une cage
transparente a une température de 23 a 25°C, une hygrométrie comprise entre 27 a 30 %, un cycle

jour/nuit de 12h/12h et une alimentation ad libitum.

Pour la premiere étude, deux lots de souriceaux males ont été constitués. Dans chacun des lots,
les souriceaux ont été répartis en 2 groupes: un groupe dit « contréle » et un groupe dit
« corticostérone ». A partir du 8™ jour postnatal (J8 PN), chaque souriceau a recu en début de
matinée (heure comprise entre 8h et 10h) pendant 8 jours consécutifs (de J8 a J15 PN) pour le
premier lot et pendant 22 jours consécutifs (de J8 a J29 PN) pour le second lot, une injection sous-
cutanée de corticostérone (20 mg/kg) ou de diméthylsulfoxyde (DMSO pour groupe contréle) selon

son groupe d’appartenance (Figure 7).

Injections répétées (Lot n°1) ou chroniques (Lot n°2)
Corticostérone 20 mg/kg : groupe « corticostérone »
DMSO : groupe « contréle »

Naissance Lot n°2

J8 J15 J22 129

|
?
|
v
,,,,,,,,,,,,,,,,, » Mise a mort

- Prélévements encéphales
- Prélévements sanguins

Figure 7 : Représentation schématique du protocole expérimental. Dans ce volet de I'étude, le lot de
souriceaux n°1 a recu une injection de corticostérone (20 mg/kg) ou de DMSO (pour le groupe
« contréle ») de J8 a J15 PN. Le lot n°2 a été traité pharmacologiquement de la méme maniére de J8 a
J29 PN. La mise a mort est survenue pour ces 2 lots de souriceaux a respectivement J15 et J29 PN. Elle a
été suivie du prélévement des encéphales et de prélevements sanguins.

Bien que les femelles soient exclues de I'étude, elles ont également été injectées avec une solution
de sérum physiologique afin d'éviter tout rejet par la mére des souriceaux males manipulés. La
meére a été écartée de la cage le temps de l'injection. Les animaux ont été pesés chaque jour afin
d’adapter le volume injecté (5 pL/g) en fonction de I'évolution pondérale. Dans chaque portée, le
nombre de souriceaux traités a la corticostérone était équivalent (n+1 pour les portées ayant un

nombre impair de males) au nombre de souriceaux traités par DMSO afin d’éviter I'effet portée.
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Chaque souriceau male a été identifié via un marquage au feutre réalisé sur la queue et renouvelé
tous les 3 a 4 jours. Les souris ont été mises a mort respectivement a J15 et J29 PN (Figure 7).
Chaque lot comprenait 33-34 souris, dont la moitié a été destinée aux analyses histologiques et

I'autre aux analyses quantitatives d’expression des génes en qPCR.

Pour le second volet de I’étude, un troisieme lot de souris a été traité pharmacologiquement de la
méme maniere de J8 a J29 PN, le groupe corticostérone comprenant 11 souriceaux et le groupe
contréle 10 souriceaux. A la fin des injections, les souris males ont été séparées des femelles et
élevées par cage de trois a quatre souris jusqu’a atteindre un age de 3 mois. Elles ont alors effectué
une série de tests comportementaux durant seize jours consécutifs avant d’étre mises a mort

(Figure 8).

Le poids de I'animal a été mesuré une fois par jour durant le protocole d’injection de corticostérone

ou de DMSO puis une fois par semaine de J29 PN a 3 mois pour le troisieme lot de souris.

Pour ces 3 lots de souris, lors de la mise a mort, les encéphales ont été prélevés, pour des études
guantitatives relatives d’expression des génes en gqPCR et pour des études histologiques et

histochimiques (Tableau 8).

Toutes les expérimentations in vivo ont été conduites selon les directives de I'Union européenne
(2010/63/UE) et la législation en vigueur au sein de l'université de Lorraine (n° d’agrément :
CELMEA-2012-0008).

Tableau 8 : Récapitulatif du nombre d’animaux utilisés par lot en fonction des différents protocoles réalisés
dans I'étude.

Lot n°1 Lot n°2 Lot n°3
Injections J8aJ15PN J8alJ29 PN J8aJ29 PN
Mise a mort J15 PN J29 PN 3 mois
Morphométrie Controle : 8 encéphales | Contrdle : 10 encéphales | Controle : 10 hémi-encéphales
Ccox CORT : 9 encéphales CORT : 8 encéphales CORT : 11 hémi-encéphales
gqPCR Controle : 8 encéphales Controle : 8 encéphales Controle : 10 hémi-encéphales
CORT : 8 encéphales CORT : 8 encéphales CORT : 11 hémi-encéphales
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Injections chroniques (21 jours)
Corticostérone 20 mg/kg : groupe corticostérone (n=11)
DMSO : groupe controle (n=10)

Lot n°3

Naissance J15 J22 J29

| | | | | 1

I I | | | 77

SHIRPA SHIRPA  Actimetre

Figure 8 : Représentation schématique du protocole expérimental. A partir de J8 PN et durant 22 jours consécutifs les souriceaux ont recu une injection de corticostérone (20 mg/kg) ou de DMSO
(pour le groupe contréle). Dans ce second volet de I’étude, les souriceaux ont subi un S.H.I.R.P.A a J15 et J22 PN puis un actimetre a J29 PN. A I’dge de 3 mois, les souris, avant d’étre mises a
mort, ont réalisé une nouvelle batterie de tests comportementaux afin d’expertiser I’activité motrice, les capacités d’exploration, I'anxiété, I’équilibre, la posture, la coordination motrice et les
capacités d’apprentissage visuo-spatial. Les encéphales des souris de 3 mois ont été prélevés pour réaliser le dosage des transcrits en gqPCR de la CRH, du CRH-R1, du récepteur aux
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glucocorticoides, du BDNF, de TrkB, de MAP2 et de NFL et pour des études histologiques et histochimiques.
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Mise a mort
- Prélevements encéphales
- Prélevements sanguins
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2. Préparation des solutions de corticostérone et de DMSO

La corticostérone (Tocris Bioscience) est dissoute dans une solution de DMSO (Sigma-Aldrich Saint-
Quentin) de 0.1 M (195 mg de DMSO dissout dans 25 mL de sérum physiologique) afin d'obtenir
une concentration de corticostérone de 4 mg/mL. Les deux solutions de DMSO et de corticostérone
sont préparées a une température comprise entre 30°- 40°C sous hotte a flux laminaire (Poste de
sécurité Microbiologique de type Il) dans des conditions optimales contre la contamination

bactérienne, puis aliquotées, et enfin conservées au congélateur a — 20°C.

3. Mise a mort et prélevements des tissus

Les souris sont anesthésiées par inhalation d'isoflurane (Baxter, Guyencourt). Chaque animal est
installé en décubitus dorsal afin de réaliser une thoracotomie suivie d'un prélevement sanguin par
ponction intracardiaque. Ce prélevement sera ensuite centrifugé a 3000 rpm durant 20 minutes a
température ambiante afin de récupérer le sérum surnageant qui sera conservé a — 80°C jusqu'a
réalisation des analyses. La souris est ensuite décapitée et I'encéphale est prélevé apres
craniotomie. Pour les analyses histologiques, I'encéphale est immédiatement plongé durant
quelques secondes dans un bain d'isopentane (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin) refroidi par
carboglace a température comprise entre —35°C et -45°C. Une fois fixé (5 a 10 sec), il est empapilloté
dans du papier aluminium identifié puis conservé a -80°C. Pour les analyses en gPCR, I'encéphale
est immédiatement disséqué sur glace. Le cervelet, I'hippocampe, I'hypothalamus et le cortex
préfrontal sont prélevés, conservés dans des tubes Eppendorf au congélateur a -80°C. A noter que
pour chaque souris agée de 3 mois, I'encéphale a été divisé en deux selon le plan sagittal médian.
L’hémi-encéphale droit était destiné a la préparation de coupes histologiques et I'hémi-encéphale
gauche était disséqué immédiatement sur glace afin de prélever le cervelet, I'hippocampe,

I’hypothalamus et le cortex préfrontal.

4. Préparation des coupes histologiques

Pour chaque encéphale, des coupes sériées, dans le plan frontal, sont réalisées au cryostat (HM525-
MM France) a - 20°C. L'épaisseur de coupe est de 20 um. Les coupes sont montées sur lames
gélatinées puis conservées au congélateur a — 80°C. Les lames histologiques sont gélatinées afin
d'améliorer I'adhérence des tissus sur la lame et de préserver ainsi l'intégrité des tissus lors des
traitements histologiques. Pour gélatiner les lames, préalablement dégraissées par le fabricant,
elles sont essuyées avec un papier haute précision puis plongées quelques secondes dans un bain
composé de 0,5 g de gélatine et de 0,05 g de chrome-alun dissouts dans 100 mL d'eau distillée

chauffée entre 40 et 50°C (Sigma-Aldrich pour tous les produits utilisés). Cette solution est filtrée
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apres préparation et avant la plongée des lames. Ces derniéres ont été mises a sécher pendant

quarante-huit heures a température ambiante sous protection pour éviter toute pollution.

5. Coloration histologique au crésyl violet

Le crésyl violet marque les corps de Nissl et le noyau des neurones. La densité du marquage
mesurée par absorbance reflete la densité cellulaire. Cette coloration permet donc d'évaluer une
éventuelle modification du nombre de cellules. Une coloration au crésyl-violet est réalisée sur une
série de coupes provenant des souris mises a mort a J15 PN, J29 PN et 3 mois selon le protocole de

Bolam (1992) décrit ci-dessous :

- Les lames sont séchées a température ambiante puis fixées pendant vingt-quatre heures dans une

solution de formaldéhyde tamponnée a4 % ;

- Un dégraissage des tissus est obtenu par trempage successif (3 minutes chacun) des lames dans
une série de bains d'alcool de concentration croissante puis décroissante : alcool 50°, 70°, 90°, 100°

(2 fois), xyléne, alcool 100° (2 fois), 90°, 70°, 50° ;

- Aprés un ringage a l'eau distillée, les lames sont immergées dans une solution filtrée de crésyl
violet a 0,5 % durant 30 minutes (15 mL d'acétate de sodium 1 M, 75 mL d'acide formique 0,2 M,
150 mL de crésyl violet aqueux 0,5 % pour 250 mL de solution (Sigma-Aldrich pour tous les produits

utilisés) ;

- Unringage a I'eau distillée et une déshydratation par trempage (3 minutes chacun) dans des bains
d'alcool (50°, 70°, 90°, 100°) (2fois), xyléne (2 fois) sont effectués avant le montage des lames a
I’eukitt®. Pour parfaire la différenciation de la coloration par déshydratation a I'alcool, quelques

gouttes d’acide acétique sont rajoutées dans les bains d’alcool a 70 et 90°.

L'observation se fait au microscope a transmission en lumiére blanche.

6. Etude Morphométrique

Pour chaque souris agée de 15J, 29J et 3 mois, les coupes colorées au crésyl violet ont permis de
mesurer 1) I'épaisseur des couches granulaire et moléculaire de plusieurs lobules du cervelet
(simplex, crus |, crus Il, paramédian, vermis IV/V), 2) I'épaisseur des différentes couches de la zone
1 delacorne dAmmon (CA1) et du gyrus denté (DG) de la formation hippocampique et 3) la surface
du néostriatum (caudé-putamen). Les différentes régions ont été identifiées par le biais de I'atlas
de stéréotaxie de I'encéphale de souris de Franklin et Paxinos (1997). Les épaisseurs des couches
cellulaires ont été mesurées a I'aide du logiciel Image J (version 1.37, National Institutes of Health)

apres avoir réalisé une calibration permettant de convertir les pixels en micrométres. Pour le
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cervelet, la planimétrie du cortex a été vérifiée et validée par les cellules de Purkinje formant une
ligne continue et la continuité des fissures interlobulaires. A noter que la couche des cellules de
Purkinje a été incluse dans la mesure de la couche moléculaire. Au sein des lobules simplex et
vermien IV/V, les mesures ont été réalisées sur 2 coupes séparées de 60 a 100 um en effectuant 6
mesures par coupe (Figure 9). Les coupes ont été sélectionnées entre 5,8 et 6,2 mm en postérieur
du point bregma. Les mesures des couches cellulaires du lobule paramédian ont été effectuées de
maniére similaire sur deux coupes situées en postérieur de 6,7 a 7 mm du point bregma. Enfin pour
les lobules Crus | et Crus Il, les coupes ont été choisies entre 6,2 et 6,5 mm en postérieur du point

bregma.

Pour I'hippocampe et le striatum, les mesures ont été réalisées sur deux coupes situées
respectivement en postérieur de 1,58 et 1,94 mm du point bregma et en antérieur de 0,5 et 0,14
mm de ce méme point. Ces mesures morphométriques ont été réalisées sur 7 a 9 souris de chaque
groupe en fonction de la planimétrie intrarégionale. Pour I'hippocampe, les mesures d’épaisseur
étaient réalisées pour la région CA1 (Oriens, pyramidale et moléculaire) et la région du gyrus denté
(granulaire, moléculaire et piriforme). Le calcul de la surface du néostriatum se faisait

automatiquement apres pointage du périmétre de la zone.

g 2 ra - - F il = SR,
Figure 9 : Coupe histologique du lobe paramédian du cortex cérébelleux
d’une souris dgée de 3 mois, colorée au crésyl violet. Les 3 couches
cellulaires constitutives du cortex cérébelleux sont observées. Pour les
couches moléculaire et granulaire, six mesures ont été réalisées afin de
déterminer I’épaisseur de ces deux couches cellulaires. Mol : couche
moléculaire ; Pc: Cellules de Purkinje; Gr: couche granulaire. Ppf :
fissure pré-pyramidale. Barre d’échelle = 300 um.
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7. Marquage histochimique de la cytochrome c oxydase

Le marquage histochimique de la cytochrome c oxydase a été réalisé sur une série de coupes
d’encéphales des souris de 15J, 29J et 3 mois selon le protocole proposé par Wong-Riley (1979) et
modifié par Strazielle et al. (1998). L’activité de la cytochrome c oxydase, une enzyme de la chaine
respiratoire mitochondriale responsable de phosphorylation oxydative, est corrélée a I'intensité de
marquage histochimique de cette derniére et a I'activité neuronale (Wong-Riley 1989 ; Gonzalez-
Lima et Jones, 1994). Le protocole consiste a mélanger de fagon successive sous agitation constante
et a 37°C: 8 g de sucrose, 180 mL de tampon phosphate de sodium a 0.1M a pH 7.4, 40 mg de
cytochrome c (Sigma-Aldrich, France) et 36 mg de catalase (Sigma-Aldrich, France). Les lames sont
ensuite incubées dans cette solution durant une heure sous agitation a 37°C a I'obscurité. Un
ringage a I'aide de tampon phosphate de sodium a 0.1M sucrosé a 10 % a 4°C pendant 5 minutes
est ensuite effectué afin de stopper la réaction enzymatique. Puis les lames sont fixées dans un bain
de formaline (formaldéhyde 4 % tamponné) pendant 30 minutes. Trois lavages successifs de 5
minutes dans du tampon phosphate de sodium a 0.1M sont effectués. Les lames subissent alors
une déshydratation par plongée dans deux bains successifs d’alcool a 100° pendant 5 minutes et
deux bains de xylene pendant 5 minutes. Les coupes sont montées a I’Eukitt (Sigma-Aldrich, France)
et mises a sécher une nuit a température ambiante. Des photographies des coupes ont été réalisées

sur banc optique (Figure 10).

1-2 : Cortex préfrontal ; 3-6 : Cortex moteur secondaire ; 7 : Cortex orbital.
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1-6 : Accumbens; 7-9 : Tubercule olfactif ;10 : Noyau du bras 1 : Cortex cingulaire ; 2 : Cortex moteur secondaire ; 3 : Cortex

vertical de la bande diagonale de Broca ; 10 : Cortex insulaire moteur primaire ; 4 : Cortex sensitif ; 5 : Cortex piriforme ; 6 et 9 :

granulaire ; 12: cortex prélimbique. Caudé-putamen ; 7-8 : Striatum dorsolatéral ; 10-12 : Striatum
ventral ; 13-15 : Septum médial ; 16-18 : Septum latéral ; 19-21 :
Noyau du lit de la strie terminale ; 22-23 : Pallidum ventral ; 24 :
Noyau du bras horizontal de la bande diagonale.

69: 1.; Noyau paraventiculaire du thalamus,; 2-9: Noyaux
thalamiques centromédial et centrolatéral; 10: Noyau
thalamique mésiodorsal ; 11 : Noyau latéral de I’hypothalamus ;
12-13: Noyau thalamique latérodorsal,; 14-15: Noyaux
thalamiques ventropostéromédian et ventropostérolatéral ; 16-
17 : Noyau thalamique ventrolatéral ; 18-19 : Noyau thalamique
ventromédial ; 20-24 : Réticulée ; 25 : Reuniens Rhomboide ; 26 :
Habenula latérale ; 27 : Habenula médiale.

1: Globus pallidus; 2-5: Thalamus antérieur;
Hypothalamus paraventriculaire.
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1: Amygdale latérale ; 2 :Amygdale centrale ; 3-4 : Amygdale 1-2 : Noyau subthalamique ; 3-4 : Noyau géniculé latéral ; 5-6 :
basale ; 5-6 : Amygdale médiale ; 7 : Amygdale corticale ; 8-9 : Noyau parafasciculaire.

Pallidum médial ; 10-11 : Corne d’Ammon 1 ; 12 : Gyrus denté ;

13 : Corne d’Ammon 2/3 ; 14 : Cortex pariétal postérieur; 15-

17: Thalamus postérieur; 18-19: Noyau médian de

I’hypothalamus  médian; 20-21: Noyau arqué de

I’hypothalamus.

1-3: Corps mammillaires; 4-5: Noyau géniculé médial; 6 :

Cortex rétrosplénius; 7 : Cortex visuel secondaire médial ; 8 :

Cortex visuel primaire ; 9 : Subiculum ; 10 : Gyrus denté; 11 :

Corne d’Ammon 1, 12 ; Corne d’Ammon 2/3. 1-3: Substance noire compacte; 4-5: “Substance noire
réticulaire; 6: Aire tegmentale ventrale; 7-9: Noyau
interpédonculaire ; 10-11 : Noyau rouge magnocellulaire ; 12-
13, Noyau rouge parvocellulaire ; 14-19 : Colliculus supérieur ;
20 : Cortex entorhinal.
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1-5: Noyau du pont ; 6-8 : Noyau de la réticulée tegmentale ;
9-12 : Substance grise périaqueducale ; 13 : Noyau du raphé
dorsal ;14 : Noyau du raphé médian; 15-17: Noyau
pédonculopontique du tegmentum.

1-3: Noyau parabrachial latéral ; 4-5: Noyau parabrachial
médial ; 6 : Noyau moteur du V ; 7 ; Locus Coeruleus ; 8 : Noyau
tegmental latérodorsal; 9-10: Colliculus inférieur; 11-12:
Réticulée pontique.

1-2: Noyau dentelé; 3-5: Noyau interposé; 6: Noyau 1-7: Olive bulbaire; 8-9 : réticulée latérale ; 10-12 : Réticulée
fastigial ; 7-8: Noyau vestibulaire latéral; 9-11: Noyau paramédiane; 13 : Noyau moteur du X ; 14 : Noyau moteur du
vestibulaire médial parvicellulaire ; 13-13 : Noyau vestibulaire Xl ; 15-17 : Noyau solitarius ; 18 : Area postrema.

médial médiocaudal; 14-15: Noyau vestibulospinal; 16 :

Noyau moteur du VIl ; 17 : Noyau prépositus.

Figure 10 : Cartographie histochimique de I'activité de la cytochrome c oxydase.
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8. Dosage de la corticostérone sérique

Lors de la mise a mort de I'animal, le sang a été prélevé puis centrifugé afin de récupérer le sérum

qui fut congelé a — 80°C (cf. Mise a mort et prélevements des tissus). Le taux de corticostérone

sérique a été déterminé par test ELISA selon les instructions du kit « DetectX corticosterone Enzyme

Immunoassay » (Arbon assays, Euromedex, France). Chaque échantillon a été analysé en dupliqua.

Les mesures d’absorbance a 450 nm ont été effectuées via un lecteur de plaque (WALLAC 1420

VICTOR?, microplate reader). Une gamme étalon a permis de normaliser les valeurs obtenues afin

d’obtenir la concentration de corticostérone en ng/mL de chaque échantillon.

9. Extractions ARN sur colonnes d’affinité

L’extraction des ARN totaux du cervelet, de I'hippocampe, et de I'hypothalamus prélevés suite a la

mise a mort des souris, a été effectuée a l'aide du kit NucleoSpin®RNA (Macherey-Nagel,

Allemagne) selon les recommandations du fabricant (Tableau 9).

Tableau 9 : Protocole d’extraction des ARN sur colonnes d’affinité selon les recommandations du fabricant (kit

NucleoSpin®RNA, Macherey-Nagel, Allemagne).

Pour 30 mg de tissu maximum

Pour chaque colonne

1. Préparation du tissu :

- Centrifuger a 11 000g pendant 1 min.

Sous hotte, dans le tube contenant le tissu : +350 uL RA1
- Ajouter 350 pL de tampon RAL1.
- Ajouter 3.5 pL de B-mercaptoéthanol. +3.5 uL B-ME
- Vortexer puis réaliser une lyse mécanique du tissu.
2. Filtration
- Dans un tube de 2 mL, surmonté du NucleoSpin Filter® : prélever le tissu 11000 g
lysé (sans les agrégats) et le déposer sur la colonne. 1 min

3. Adapter les conditions de liaison des ARN

- Prélever le contenu du tube et le déposer dans un tube de 1.5 mL en évitant
la masse visqueuse.

- Centrifuger a vitesse maximum pendant 3 min.

- Récupérer le contenu du tube sans les débris et le placer dans un nouveau
tube 1.5 mL.

- Ajouter 350 pL d’éthanol 70 %.

- Centrifuger a vitesse maximum pendant 3 min.

+ 350 pL Ethanol 70 %

Vitesse maximum
3 min

4, Liaison des ARN
- Récupérer le surnageant et le déposer dans une colonne NucleoSpin RNA

- Centrifuger a 11 000g pendant 1 min.

Column®. ;(1) S;)é)g
- Centrifuger a 11 000g pendant 30 sec.
- Placer la colonne dans un nouveau tube 2mL.
5. Desalt silica membrane
- Ajouter 350 uL de MDB (Membrane Desalting Buffer). ;fggougl_an?ii
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6. Elimination de ’ADN

- Dansuntube de 1.5 mL: préparer la DNase reaction mixture avec 10 pL de
reconstituted rDNase et 90 uL de tampon de réaction pour rDNase.
Homogénéiser a la pipette.

- Dans une colonne NucleoSpin RNA Column®, retirer le filtre et jeter le
liquide contenu dans le tube puis repositionner la colonne dans le tube.

- Ajouter 95 pL de DNase reaction mixture au centre de la membrane de la
colonne.

- Laisser incuber a température ambiante pendant 15 min.

+ 95 pL DNase reaction
mixture

Incubation
15 min

7. Lavage et séchage de la membrane

1"Lavage
- Ajouterde 200 pL tampon RAW2 dans la colonne NucleoSpin RNA Column®.
- Centrifuger a 11 000g pendant 30 sec.

+200 pL RAW2

- Placer la colonne NucleoSpin RNA Column® dans un nouveau tube 2mL. 11000g 30 sec
2% Lavage

- Ajouter 600 pL de tampon RA3 dans la colonne NucleoSpin RNA Column®. IfggougL:oA:ec

- Centrifuger a 11 000g pendant 30 sec.

- Retirer la colonne NucleoSpin RNA Column®, vider le tube puis | , 759 ul RA3

repositionner la colonne. 11 000g 2 min

3°™¢ Lavage

- Ajouter 250 pL de tampon RA3 dans la colonne NucleoSpin RNA Column®.

- Centrifuger a 11 000g pendant 2 min.
8. Eluer les ARN +60 L

- Placer la colonne NucleoSpin RNA Column® dans un nouveau tube de 1.5
mL.

- Ajouter 60 uL d’eau RNase-free.

- Centrifuger a 11 000g pendant 1 min.

RNase-free H,0

11 000g
1 min

9. Conservation
- Jeter la colonne NucleoSpin RNA Column®.
- Conservation sur glace si utilisation a court terme.
- Conservation a — 80°C si utilisation reportée a plus long terme.

Glace ou —80°C

Les extractions d’ARN totaux concernant I’hypothalamus des souris de 15 jours, ayant été

inefficaces a I'aide de ce kit, elles ont été réalisées a I'aide du protocole d’extraction au Trizol®

(Tableau 10).
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Tableau 10 : Protocole d'extraction des ARN au TRIZOL®.

1. Préparation du tissu : phase de séparation
Sous hotte, dans le tube contenant le tissu :
- Ajouter 500 pL TRIZOL®regent.
- Incuber a température ambiante pendant 5 min.
- Réaliser une lyse mécanique du tissu.
- Ajouter 100 pL de chloroforme puis vortexer 15 sec.
- Incuber a température ambiante pendant 2-3 min.
- Centrifuger a 12 000 g pendant 5 min a 4°C.
- Récupérer la phase aqueuse.
2. Isoler les ARN totaux
- Ajouter 250 uL d’isopropanol 100% a la phase aqueuse.
- Incuber a température ambiante pendant 10 min.
- Centrifuger a 12 000 g pendant 10 min a 4°C.
3. Lavage
- Eliminer le surnageant.
- Ajouter 500 pL d’éthanol 70 %
- Vortexer brievement puis centrifuger a 7500 g pendant 5 min a 4°C.
- Eliminer le surnageant.
- Laisser sécher a I'air ambiant pendant 5-10 min.
- Re suspension : ajouter 50 pL RNase-free H,0.
Conservation
- Conservation sur glace si utilisation a court terme.
- Conservation a — 80°C si utilisation reportée a plus long terme.

Le dosage de la concentration d’ARN de chaque éluat obtenu a été réalisé via le Nanodrop 2000c

(Thermo Scientic).

10. Transcription inverse des ARNm
Pour chaque échantillon, la transcription inverse des ARNm obtenus a été effectuée selon le
protocole suivant (Thermo Fisher Scientific, France) :

- 200 ng d’ARN ont été incubés avec un mélange de 1 uL dNTP (10 uM), 1 pL de random
primer (50 ng/uL) pour un volume final de 12 pL pendant 5 minutes a 65°C puis 2 minutes
ad°C.

- 4 pL de tampon RT 5X, 2 uL de DDT (0.1 pLM), 0,5 uL de RNase Out (40 U/ uL) et 0,5 pL de
M-MLV (200 U/ ulL) ont été ajoutés avant une incubation de 10 minutes a 25°C, de 50 min
a37°Cetde 5 minutes a 70°C.

- Les ADNc obtenus pour chaque échantillon ont été conservés a — 20°C.

11. PCR quantitative en temps réel (qPCR)
Les variations d’expression des genes d’intérét ont été évaluées a I'aide d’analyses en PCR
guantitative en temps réel (QPCR). Pour chaque échantillon, 1.5 puL d’ADNc ont été déposés dans

un puit contenant le mélange suivant : 7.5 uL de mix Takyon No ROX SYBR® (Eurogentec, Belgique),
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1.5 uL d’amorce sens a 1 uM, 1.5 pL d’amorce anti sens a 1 uM (Tableau 11) (Eurogentec, Belgique)
et 3 uL d’eau ultra pure. Les variations d’expression des genes d’intérét ont été analysées a 'aide
d’une machine Realplex2 master-cycle (Eppendorf, France). Pour chacun des génes d’intérét,
I’efficacité d’amplification a été déterminée et une normalisation a été pratiquée en fonction de
deux genes de référence (Ppial et Eeif3) dont la stabilité a été confirmée grace a la feuille de calcul
Bestkeeper (Pfaffl et al., 2004). Les amorces concernant les genes codant pour la CRH, ses
récepteurs CRH-R1 et CRH-R2, et le géne NR3C1 étaient utilisées au laboratoire alors que les
amorces des genes codant pour le BDNF, son récepteur TrkB, MAP2, NFL et GIuR62 ont été
nouvellement designées. Pour chacune des amorces, plusieurs mises au point ont été réalisées en
fonction du tissu considéré, cervelet, hippocampe et hypothalamus, afin d’obtenir une efficacité de
couple comprise entre 85 et 110%. L’efficacité est calculée a partir d’un calibrateur qui est obtenu

par transcription inverse d’'un mélange équimolaire des ARN de chaque souris.

Tableau 11 : Oligonucléotides utilisés pour les analyses en gPCR.

Séquence des oligonucléotides Température Température
Genes (5,(_13,) & d’hybridation d’hybridation Taille (bp)
Souris 3M Souris 15 J

Geénes d’intérét

F: CAAGGGTCTGGAGAGGACAA . .
NR3CL | R TACAGCTTCCACACGTCAGC b1°c er°c 220

wnr oo | e | we | o
e foSEmaCconete || e | w
IluR62 | F: CT A TGATTCTAT

| | we | e | @
o [T | e | we | o
e [pnccoTocnet | we | we | =
NEL F: CAAGATGGCCTTGGACATCG 64°C 62°C 30

R: ACCTGCGAGCTCTGAGAGTA
Geénes de référence

. F: GTCTCCTTCGAGCTGTTTGC ]
Ppial | ¢ GCGTGTAAAGTCACCACCCT 28 C >8°C 150
F: CATCAAGGCCTATGTCAGCA

Eif3f R: GTGGTGGACTGTGTGTCTGG 61°C 61°C 117

*62°C pour le cervelet ; 64°C pour I’hippocampe.
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12. Evaluation comportementale

Toutes les manipulations ont été réalisées I'aprés-midi (entre 13h00 et 18h00) dans une piece
spécifique dédiée a cet usage dont la luminosité a été contrdlée. Tous les tests ont été effectués
selon un ordre préétabli (Figure 8) du moins anxiogene au plus anxiogéne et selon les procédures

dictées par Lalonde et Strazielle (2005).

12.1. Evaluation comportementale durant la période de développement postnatal

S.H.L.R.P.A. (SmithKline, Harwell, Imperial college, Royal hospital, Phenotype Assessment)
Indications :

Afin de suivre la mise en place des différents comportements moteurs qui signent le
développement et la maturation des fonctions motrices, les 21 souriceaux ont été soumis au
S.H.LR.P.A. a J15 et J22. Le S.H.LLR.P.A,, (Rogers et al., 1999) regroupe une série de tests
comportementaux expertisant rapidement et globalement la souris. lls évaluent la présence des
réflexes vestibulaires, posturaux, la tonicité musculaire ainsi que I'activité motrice. Ces tests
explorent également succinctement les fonctions sensorielles, I'anxiété et certains parameéetres

végétatifs. L'évaluation est réalisée conjointement par deux observateurs.

Protocole :

Les premiers parametres sont enregistrés lors de I'observation de I’animal placé sur une grille dans
un cylindre transparent (Figure 11A) : la position du corps (sur le ventre, sur le c6té, prostrée, sur
les quatre pattes, redressement possible, redressements répétés), I'importance de I'activité motrice
(absente, lente, modérée, vigoureuse, extréme), la fréquence respiratoire (irréguliere, superficielle,

normale), le tremblement (absent, moyen, marqué) et la défécation (nombre d’excréments).

L'animal est ensuite transféré dans un champ ouvert (Figure 11B) afin d’observer : |'attitude de
I'animal apres transfert (/'animal fige immédiatement aprés transfert, fige de facon prolongée, fige
brievement, fige momentanément, ne fige pas et explore), 'activité motrice (le nombre de carrés
parcourus en 30 secondes), I'ouverture des yeux (ouvert, entrouvert, clos), le redressement des poils
(absent, présent), le réflexe auditif déclenché par des ultrasons de 90 dB (aucun réflexe, réflexe de
Preyer, sursaut ou saut > 1cm), la démarche de I'animal (normale, fluide mais anormale, limitée,
absente), la position de son bassin (a plat, normale, élevée de plus de 3 mm), et de sa queue (vers
le bas, horizontale, verticale) ainsi que le réflexe d’évitement (aucune réponse, Iéger, modéré, fuite

vigoureuse aprés le toucher).

La souris est ensuite saisie par la queue durant quelques secondes afin d'évaluer son état vigile (se
débat ou pas), la tonicité des muscles dorsaux (présence ou absence d'une lordose dorsale) et la

posture que l'animal adopte lorsqu’il est rapproché d’une grille qui va servir de support de
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préhension (absence de réponse, au contact du museau, au contact des vibrisses, par contact visuel

(18cm), réponse anticipée > 25 cm) (Figure 11C).

Sur la grille, sont enregistrées : la force d’agrippement lorsque I'animal est tracté vers l'arriere
(absent, lIéger, modéré, actif, extrémement actif), la tonicité de I'abdomen (flasque, Iéger, résistant)
et I'activité des réflexes provoqués par stimulation tactile de la cornée (absent, actif, multiples
clignements des yeux), et du pavillon de I'oreille (absent, actif, multiples mouvements), par flexion
de la patte postérieure (absent, léger, modéré, brusque, trés brusque) et par stimulation
douloureuse provoquée par le pincement d’un orteil de la patte postérieure (retrait de la patte

postérieure absent, modéré, rapide ou trés rapide).

La souris est ensuite testée sur une barre horizontale, suspendue par les pattes antérieures pendant
trente secondes, (se déplace facilement, avec difficultés, en est incapable, chute apres quelques

secondes, chute immédiatement) (Figure 11D).

La couleur de la peau (blanche, rosée, rouge), le rythme cardiaque (lent, normal, rapide), les
phénoménes de larmoiement, de salivation et le réflexe de morsure (absent, présent) sont
également renseignés. Plusieurs réflexes vestibulo-posturaux sont testés: le réflexe de
redressement aérien (atterrissage sur ses pattes, sur le c6té, sur le dos), le réflexe de retournement
(Figure 11E) dans un tube transparent tourné a vitesse modérée (absent, présent) ainsi que le
réflexe géotaxique sur une grille verticale (tourne et grimpe, tourne et fige, se déplace sans effectuer
de rotation, n'effectue aucun mouvement, chute immédiatement) (Figure 11F). Ces observations

sont complétées par tout autre signe de peur, d’irritabilité, d’agression et de vocalisation.
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Figure 11 : Photographies du S.H.I.R.P.A. réalisé a J15 et J22 PN dans les deux groupes de souris « contréle » et « corticostérone ». A :
L’animal est placé sur une grille et dans un cylindre transparent (17.5 cm de hauteur et 14 cm de diamétre). B : Nous observons la
souris dans le champ ouvert (d’une hauteur de 20 cm, d’une largeur de 32 cm et d’une longueur de 52 cm) qui est partiellement
recouvert de la grille d’agrippement. Dans le coin gauche nous pouvons voir la tige métallique qui va servir au test de suspension. C :
Souris atterrissant sur la grille d’agrippement. D : Souris placée sur la tige de suspension afin d’évaluer ses capacités a tenir et a se
déplacer sur la barre durant 30 secondes. E : Souris placée dans un tube transparent tourné a vitesse modérée pour I’évaluation du
réflexe vestibulaire de retournement. F : Souris dans son réflexe géotaxique : placée téte en bas sur une grille verticale, elle effectue
normalement une rotation pour procéder a I'ascension de la grille.

Actimétre (Figure 12) (Letica, Modéle LES8811IR, Bioseb, France) : a J29

Indications :

L'actimetre est la version automatisée d’'un champ ouvert. Le test mesure I'activité motrice de
I’'animal en relation avec son activation cérébrale et sa motivation a explorer un environnement

nouveau.

Protocole :

L'animal est introduit au centre de I’enceinte (45 x 45 x 36 cm) qui permet de détecter six types de
mouvements grace a des cellules photoélectriques infrarouges : les déplacements horizontaux, les
mouvements stéréotypés et les redressements rapides (< 10 cm/s) et lents (> 10 cm/s). La durée de
I’essai pour chaque animal est de cing minutes. L’enceinte est nettoyée a I'eau entre chaque souris

afin de minimiser les odeurs.
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Figure 12 : Actimetre (Letica, Modéle LE8811IR) utilisé pour I’étude. Formé par une enceinte de 45 x 45 cm avec
un fond noir et des parois transparentes de 36 cm de hauteur. Les capteurs a infrarouge sont placés a deux
hauteurs différentes.

12.2. Evaluation comportementale a I'dge adulte

A I'age adulte, les souris ont subi une série de tests comportementaux comprenant le test de
I'alternance spontanée (JC1 a JC10), I'actimetre (JC1 a JC3), le labyrinthe en croix surélevé (JC4), le
test d’émergence (JC5), le test de la poutre (JC6), le test du cintre (JC7), le rotarod (JC8 a JC10) et le

test d’apprentissage visuo-spatial de la piscine de de Morris (JC11 a JC16).

Actimétre : de JC1 a JC3 (Figure 12)
Pour la population adulte, le test effectué sur trois jours consécutifs, du premier au troisieme jour
de comportement (JC), évalue le phénomeéne d’habituation. Le protocole est identique a celui décrit

précédemment.

Labyrinthe en T : alternance spontanée (Figure 13) : de JC1 a JC10
Indications :
Cet appareillage teste I'alternance spontanée c’est-a-dire la tendance naturelle de la souris a

explorer un endroit non familier de I'environnement.

Protocole :

Ce test s’effectue en deux temps : tout d’abord on impose a I'animal un choix forcé dans la mesure
ou la souris n’a acces qu’a un seul bras qu’elle explore pendant soixante secondes. Au terme de
cette minute d'exploration, la souris est récupérée et placée a nouveau dans le bras central. Les
deux bras du T sont alors ouverts et le temps mis par la souris pour rentrer dans I'un des deux bras
du T est mesuré. Une alternance dans le libre choix est notée positivement (score = 1). Si la souris
choisit de retourner dans le bras qu'elle a déja exploré, le score attribué est de 0. Chaque souris

effectue un essai par jour durant 10 jours consécutifs. Durant ces 10 jours, on proceéde a I'alternance
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du bras fermé dans le choix forcé. L’enceinte est nettoyée a I'eau entre chaque souris afin de

minimiser les odeurs.

Figure 13 : Labyrinthe en T utilisé pour I’étude. Il est formé par 3 bras
dont les parois ont une hauteur de 20 cm. En forme de T, il est constitué
d’un bras central (80 cm de long, 10 cm de large) et de deux bras
latéraux perpendiculaires (30 cm de long, 10 cm de large). A
l'intersection du bras central et des deux bras perpendiculaires, un
dispositif permet de fixer une paroi amovible permettant d’interdire
I’entrée dans le bras.

Labyrinthe en croix surélevé (modéle LE 840 Letica, Bioseb, France) (Figure 14) : JC4

Indications :

Il s’agit d’un test utilisé afin d'évaluer I'anxiété et I'activité motrice de la souris. Un animal qui
explore plus volontiers les bras ouverts sera qualifié de « peu anxieux » contrairement a un animal

qui reste confiné dans les bras cloisonnés qui sera considéré comme « anxieux ».

Protocole :

La souris est introduite au niveau de la plateforme centrale. Le temps passé dans chacun des types
de bras, ouverts et cloisonnés, ainsi que le nombre d'entrées dans ces zones sont mesurés. Si la
souris chute durant I'essai, le chronomeétre est arrété le temps de réintroduire I'animal dans le
labyrinthe a I'endroit méme de sa chute. Chaque souris effectue un essai unique de cing minutes.

L’enceinte est nettoyée a I'eau entre chaque souris afin de minimiser les odeurs.

Figure 14 : Labyrinthe en croix surélevé utilisé dans
I’étude. Ce labyrinthe est surélevé par rapport au sol de
68 cm et est constitué de deux bras ouverts (longueur :
45 cm, largeur : 10 cm) disposés perpendiculairement a
deux bras cloisonnés dont les parois sont transparentes
(longueur : 45 cm, largeur : 10 cm, hauteur : 9 cm). Les
quatre bras sont reliés entre eux par une plateforme
centrale (10 x 10 cm).
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Le test d'émergence : JC5

Indications :

Ce test est également considéré comme un test d’anxiété, I'animal anxieux restant plus facilement

dans un endroit confiné que sortant dans un espace plus large.

Protocole :

Les souris sont placées a l'intérieur de la petite enceinte (Figure 15). Les latences avant I'émergence
de la souris dans la grande enceinte sont enregistrées pour les critéres de deux pattes et quatre
pattes. A la sortie de la petite enceinte, les souris sont autorisées a explorer la grande enceinte
durant 10 secondes. Pour chaque souris, deux essais de 5 minutes sont réalisés avec un intervalle
entre les deux essais de 60 minutes. L'enceinte est nettoyée a I'eau entre chaque souris afin de

minimiser des odeurs.

| e |

Figure 15: Dispositif pour le test d'émergence. Une petite enceinte est fixée au
centre d’une enceinte rectangulaire de taille 41 cm x 27 cm et d’une hauteur de
18 cm. La petite enceinte a la forme d’une chaussure de couleur orange perforée
de trois trous de différents diamétres et I'ouverture supérieure qui permettent a
- la souris de sortir dans la grande enceinte.

Le test de la poutre (Figure 16) : JC6
Indications :

C’est un test permettant d’évaluer I'équilibre et la coordination motrice.

Protocole :

La souris est placée au centre de la poutre ronde et la distance parcourue (nombre de segments)
est mesurée durant 1 minute. Le nombre de chutes et la latence avant la chute sont notés. Pour
chaque souris, 4 essais sont réalisés avec un intervalle de 30 minutes entre chaque essai. La poutre

est nettoyée a I'eau entre chaque souris afin de minimiser les odeurs.
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Figure 16 : Dispositif du test de la poutre. Ce dispositif
placé a 70 cm du sol, se compose d’une barre
cylindrique de 110 cm de long gradué tous les 10 cm
(11 segments) et de 2.5 cm de diameétre. Afin
d'améliorer I'agrippement des souris, un ruban
adhésif rugueux recouvre la poutre. Un tapis de
protection est rajouté au sol pour prévenir les
blessures lors d’une chute.

Le test du cintre (Figure 17) : JC7
Indications :
Le test du cintre est une version plus complexe du test de suspension, il expertise la tonicité

musculaire, I'équilibre et la coordination motrice.

Protocole :

Dans ce test, la souris est placée au centre de la barre horizontale du cintre et lachée par I'opérateur
lorsque ses quatre pattes y sont agrippées. Plusieurs latences sont enregistrées (TM : temps du
mouvement) pour atteindre : le premier segment situé a 10 cm du point de départ (TM-1),
I'extrémité de la barre horizontale (TM-2) ; la barre diagonale avec deux pattes (TM-3) ; la barre
diagonale avec trois pattes (TM-4) ; la barre diagonale avec quatre pattes (TM-5), le milieu de la
barre diagonale (TM-6) et le sommet du cintre (TM-7). Chaque souris réalise quatre essais avec un

intervalle de 30 minutes entre chaque essai.

Figure 17 : Dispositif du test du cintre. Le cintre, disposé a 65 cm du sol, est constitué
d'une barre métallique horizontale (diamétre : 2 mm, longueur 40 cm) et de deux barres
angulées a 35° a chacune des extrémités du fils horizontal. Un tapis de protection est
rajouté au sol pour prévenir les blessures lors d’une chute.

71



Rotarod (Rota-Rod/RS Letica, Bioseb, France) : de JC8 ¢ J10
Indications :
Ce test permet d'expertiser la coordination motrice et d’évaluer les capacités d’apprentissage

moteur de I’animal.

Protocole :

La souris est posée sur une barre en rotation dans une position précise (museau vers 'avant). Une
fois I'appareil déclenché, le mat tourne a une vitesse croissante allant de 4 a 40 rpm en 2 minutes
(Figure 18). L’animal doit se déplacer de facon coordonnée et adaptée a la vitesse de rotation pour
éviter la chute. Lalatence avant la chute est mesurée de maniere automatique. La chute de I'animal
met fin a I'essai. Ce dernier est également stoppé lorsque la souris, s’agrippant a la poutre, effectue
deux rotations compléetes passivement. Chaque souris subit quotidiennement 8 essais de 2 minutes

maximum avec un intervalle de 15 minutes entre chaque essai. Le méme protocole est répété

durant 3 jours consécutifs.

Figure 18 : Rotarod (Rota-Rod/RS Letica) utilisé dans I'étude. Cet
appareil automatisé est formé d’une poutre rugueuse de 3 cm de
diamétre actionnée par un rotor pour effectuer des rotations de
vitesse déterminée. La poutre est cloisonnée de facon a
permettre le travail de plusieurs souris dans un méme temps.
Lorsqu’elles chutent les souris tombent sur un levier qui arréte
automatiquement le chronometre individuel.

Test d’apprentissage visuo-spatial de la piscine de Morris : de JC11 a JC16
Indications :
Ce dispositif permet d'évaluer les capacités d'apprentissage visuo-spatial et de mémorisation de la

souris.

Protocole :

Il est constitué d'un bassin circulaire (diametre : 86 cm, hauteur : 30 cm) rempli d'eau dans lequel
se trouve une plateforme immergée a 1 cm en dessous de la surface de I’eau et rendue invisible par
I'ajout de pastilles en plastique jaune flottant a la surface de I'eau. L’environnement du dispositif
reste inchangé pendant toute la durée de I'évaluation. La plateforme, placée au centre du cadran
Nord-Ouest, conserve cette position durant les 5 premiers jours du test. Le but de la souris est
d’apprendre la position de cette plateforme d’échappement. Chaque souris effectue 4 essais d’une

durée de 60 secondes par jour. Pour chaque essai, la souris est introduite dans le bassin par un des
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guatre points cardinaux, le museau face a la paroi du bassin. L'ordre d'introduction de la souris dans
le bassin est le suivant : Nord, Est, Sud et Ouest et ne differe pas d'un jour a 'autre. Le nombre de
cadrans parcourus (critere 4 pattes) et le temps écoulé pour atteindre la plateforme sont
enregistrés en direct par I'observateur placé devant un moniteur relié a une caméra placée au-
dessus du bassin. Si au terme des 60 secondes, la souris n'a pas embarqué sur la plateforme, elle
est récupérée dans le bassin et placée sur la plateforme durant 5 secondes afin de susciter un

repérage spatial.

Lors du sixieme jour, la mémorisation de la tache est évaluée par un test de rétention : la plateforme
est retirée du bassin, la souris est introduite au Nord et le temps de nage passé dans le cadran Nord-
Ouest, cadran ou se situait la plateforme immergée durant les 5 jours précédents, est enregistré
pendant un essai unique de 60 secondes. Le méme jour, 90 minutes plus tard, un test de plateforme
visible est réalisé : elle est déplacée dans le cadran Sud-Est, émergée et rendue visible par I'ajout
d’un mat (Figure 19). La procédure est identique a celle des jours précédents (4 essais de 60
secondes avec introduction dans la piscine par les quatre points cardinaux). Le nombre de cadrans
parcourus et le temps écoulé pour atteindre la plateforme sont comptabilisés. Si au terme des 60

secondes, la souris n'a pas embarqué sur la plateforme, elle est récupérée dans le bassin et placée

sur la plateforme durant 5 secondes.

Figure 19 : Dispositif du test d’apprentissage visuo-
spatial de la piscine de Morris utilisé pour I'étude.
Le bassin circulaire a une hauteur de 30 cm, un
{ diameétre de 86 cm, et est rempli d'eau tempérée a
21-22°C. Ici, la photographie montre le test de la
plateforme visible dans lequel la plateforme
(diameétre 12 cm) est positionnée au Sud-Est. Une
caméra surplombant la piscine permet a
l'observateur resté a distance d’observer sans
perturber le parcours de la souris.

13. Analyses statistiques

L’analyse statistique des résultats a été effectuée a I'aide du logiciel Statview 4.1 pour Macintosh.

Pour I'’étude morphométrique, les mesures de densité optique suite au marquage de la COX et les
résultats obtenus en gPCR, un test t de Student de comparaison des moyennes a été utilisé pour
les comparaisons intergroupes. Etant donné le nombre important de mesures effectuées pour la
cartographie du marquage de la COX, un test ANOVA a mesures répétées a tout d’abord été réalisé
a I’échelle régionale ou a I'échelle des réseaux fonctionnels, puis pour les régions exprimant une

différence significative, un test t de Student de comparaison des moyennes a été utilisé.
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Pour le SHIRPA, des tests de Chi-carré ont été choisi pour I'ensemble des parametres évalués a
I’exception du nombre de carrés parcourus pour lequel un test t de Student a été appliqué. Des
tests t de Student de comparaison des moyennes ont également été utilisés afin de comparer les
résultats entre les deux groupes (controéle et corticostérone) dans I'actimétre réalisé a J15 et J22, le
labyrinthe en croix, I'émergence, la poutre et le cintre. Un test U de Mann-Whitney a été utilisé
pour analyser les résultats obtenus dans le labyrinthe en T. Pour I’analyse des résultats du rotarod,
de l'actimetre a 3 mois, et du test d’apprentissage visuo-spatial de la piscine de Morris, des tests
d’ANOVA a mesures répétées ont été appliqués. Le test de corrélation de Pearson a été utilisé pour
évaluer un lien possible entre les résultats comportementaux et morphométriques. Le seuil de

significativité a été fixé a p < 0.05 pour tous les tests.
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IV. RESULATS

» PREMIER VOLET DE L'ETUDE
Deux lots de souris ont été traités par injections répétées de corticostérone pendant 8 jours (de J8
a J15 PN) pour le premier lot et par injection chronique pendant 22 jours (de J8 a J29 PN) pour le
second lot. La mise a mort des souris a été respectivement effectuée a JI5PN et J29PN. Les
encéphales ont été prélevés afin 1) de réaliser des analyses histologiques (coloration au crésyl violet
et marquage de la COX) et 2) d’évaluer par gPCR I'expression de genes d’'intérét codant pour des
hormones du stress telles que la CRH, son récepteur CRH-R1 et le récepteur aux glucocorticoides
NR3C1 ; des facteurs de croissance comme certaines protéines du cytosquelette MAP2 et NFL ou
des neurotrophines comme le BDNF et son récepteur TrkB ; ainsi que le récepteur GIuR62 un
récepteur du glutamate, principal neurotransmetteur excitateur du SNC. L'objectif de ces études
était de déterminer I'impact direct et a court terme 1) d’injections répétées de corticostérone de
J8PN a J15PN et 2) d’une administration chronique de J8PN a J29PN de corticostérone sur la mise

en place et la maturation des structures cellulaires du cervelet durant la période postnatale.

1. Evaluation du poids des animaux

Le poids des deux groupes de souris a été évalué quotidiennement durant la période d’injection.
Aucune différence intergroupe n’a été mise en évidence, le poids moyen des souris du groupe
corticostérone et celui du groupe contréle rapportés dans le tableau 12, étant quasi les mémes.

Tableau 12: Evolution du poids des animaux, avant le début des injections, & J15 aprés 8 jours d'injection et &
J29 aprés 22 jours d'injection (Test t de Student).

18 J15 J29
Controle 3,75+0,19 6,59g+0,26 11,25+ 0,54
Corticostérone 3,65+0,17 6,44g+0,34 11,72 +0,71
p 0,5688 0,7326 0,0641

Seul un effet jour a été observé du fait de la croissance des animaux (F(1,7)=213,6 ; p<0,0001 a J15

PN et F(1,20)= 273,44 ; p<0,0001 & J29 PN).

2. Evaluation du taux de corticostérone sérique

Chez la souris agée de 15 jours, le taux de corticostérone sérique était majoré de 59 % chez les
souris traitées par rapport aux souris du groupe contrdle (respectivement, 169,7 ng/mL * 23,2 vs
106,7 ng/mL + 15,4 avec t(26)=2,26 et p=0,03).

Chez la souris agée de 29J, le taux de corticostérone sérique était majoré de 42 % chez les souris
traitées par rapport aux souris du groupe contréle (respectivement, 310,5 ng/mL + 32,4 vs 218,2

ng/mL + 29,8 avec t(20)=2,09 et p=0,049).
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3. Impact d’une injection de corticostérone de J8 a J15 PN et de J8 a J29 PN sur la morphométrie
cérébelleuse et hippocampique observée a J15 PN et a J29 PN

Le marquage au crésyl violet des coupes d’encéphale de souris de 15 jours et de 29 jours a permis
d’évaluer 1) les épaisseurs des différentes couches granulaires interne et externe, et moléculaire,
de plusieurs lobules du cervelet : vermis IV/V, simplex, crus I, crus Il et paramédian (Figure 20); et
2) les épaisseurs des différentes couches constitutives de I"hippocampe, notamment des régions

CA1l et DG. Les résultats sont présentés dans les tableaux 13 et 14.

Tableau 13 : Morphomeétrie de différents lobules cérébelleux chez la souris 15J et 29).

CERVELET 15J) CERVELET 29)

Lobules Granulaire Moléculaire G.ranulaire Moléculaire Gljanulaire

externe interne interne
Simplex +59% +1,2% +7,8%* +6,9 %* +10 %**
Crus | +39,3 %* +7% +159% -11,7 %* -1%
Crus Il +2,4% -3,3% +3,4% +0,3% -3,3%
Paramédian -21,5 %** -7 %* -20 %** +8 %* + 25,5 %**
Vermis IV/V | + 38,4 %** -0,7% +12,9 %* NM NM

* p< 0,05 ; **p<0,01 ; NM : non mesurée, (Test t de Student).

Figure 20 : Morphométrie du cervelet, coupe du lobule paramédian mettant en évidence la diminution
d’épaisseur des trois couches cellulaires chez les souris traitées a la corticostérone durant la période
postnatale (figure droite) par rapport aux souris du groupe « contréle » (figure gauche). Mol : couche
moléculaire ; Pc : cellule de Purkinje ; Gr : couche granulaire interne ; Gr : couche granulaire externe ; ppf :
fissure pré-pyramidale. Barre d’échelle = 300 um.

La corticostérone a modifié I'architectonie des lobules simplex et paramédian pour les deux durées
de traitement. Toutefois, une hypertrophie caractérisait le lobule simplex alors que le lobule
paramédian a montré une diminution d’épaisseur de ses trois couches cellulaires a J15 PN et une
hypertrophie des couches granulaire et moléculaire aprés un traitement chronique a la

corticostérone de 22 jours.
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Tableau 14 : Morphométrie hippocampique chez la souris 15J et 29).

HIPPOCAMPE 15J | HIPPOCAMPE 29)
- Oriens +0,6% +09%
s Pyramidale +5,2 %* +9,7 %*
Moléculaire + 13,5 %* +5%*
o | Moléculaire -2% -8,7 %*
B | Granulaire -12,3 %* -4,9 %**

* p< 0,05 ; **p<0,01; (Test t de Student).

Le traitement a la corticostérone administré durant 8 jours ou 22 jours consécutifs, a induit une
augmentation d’épaisseur des couches cellulaires de la corne d’Ammon (CA1l) alors qu’une
hypotrophie des couches moléculaire et granulaire a été observée dans le gyrus denté, structure

immature bénéficiant de migration cellulaire lors du développement postnatal de I'animal.

4. Impact d’une administration de corticostérone de J8 a J15 PN sur I’expression de transcrits
d’hormones du stress, de protéines du cytosquelette, de neurotrophines et du récepteur GluR62

La migration des futures cellules a grains de la couche granulaire externe a la couche granulaire
interne, le développement de I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje, la mise en place
des fibres grimpantes et des synapses entre les fibres paralléles et la cellule de Purkinje impliquent
plusieurs facteurs. L'objectif de la quantification d’expression des génes d’intérét (génes codant
pour CRH, CRH-R1, CRH-R2, GR, MAP2, NFL, BDNF, TrkB, GIuR562) était de déterminer si
I’'administration de corticostérone pouvait modifier I'expression de ces facteurs impliqués dans les

différentes étapes de développement du cervelet et de I'hippocampe.

Hormones du stress a J15 PN
Dans I'hypothalamus (Figure 21), I'expression des génes codant pour la CRH et le récepteur aux

glucocorticoides était respectivement augmentée de 32,3% (p=0,0507) et de 42,6% (p=0,0394).
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Figure 21 : Variations d’expression des génes codant pour la CRH, son
récepteur CRH-R1 et le récepteur aux glucocorticoides observées dans
I’hypothalamus chez les souris J15, traitées par injections répétées de
corticostérone de J8 a J15 PN. *p<0,05 ; **p=0,01 ; #p=0,05, (Test t de
Student).

Dans I'hippocampe, les injections répétées de corticostérone de J8 a J15 PN ont induit une

diminution significative de I'expression des genes codant pour la CRH (-43,6 % ; p=0,0008), le

récepteur CRH-R1 (-33,8%, p=0,0068) et le récepteur aux glucocorticoides (-46,2%, p=0,0095) alors

que I'expression de CRH-R2 était inchangée (Figure 22).

Hippocampe PN15
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Figure 22 : Variations d’expression des genes codant pour la CRH, ses
récepteurs CRH-R1 et CRH-R2 et le récepteur aux glucocorticoides
observées dans I’hippocampe chez les souris J15, traitées par injections
répétées de corticostérone de J8 a J15 PN.**p=0,01 ; ***p=0,001, (Test
t de Student).
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Dans le cervelet, la figure 23 montre une diminution d’expression des genes codant pour CRH-R1 (-

51,1%, p=0,0429), CRH-R2 (-48%, p=0,0422), et pour le récepteur aux glucocorticoides (-48%,

p=0,0177).
Cervelet PN15
2
1,5 }
1 [ -[ [ W Control
* * ** m CORT
0,5 i
0
CRH CRH-R1 CRH R2 GR

Figure 23 : Variations d’expression des génes codant pour la CRH, ses
récepteurs CRH-R1 et CRH-R2 et le récepteur aux glucocorticoides
observées dans le cervelet chez les souris J15, traitées par injections
répétées de corticostérone de J8 a J15 PN. *p<0,05 ; **p=0,01, (Test
t de Student).

Protéines du cytosquelette a J15 PN
Dans I'hippocampe comme dans le cervelet, aucune modification d’expression des génes codant
pour MAP2 et NFL n’a été observée (Figure 24), suggérant que 8 jours de traitement a la
III

corticostérone sont insuffisants pour moduler I"expression des génes codant pour ces deux

protéines du cytosquelette.
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Figure 24 : Variations d’expression des génes codant pour NFL et MAP2, deux protéines du cytosquelette, chez les

souris traitées a la corticostérone de J8 a J15 PN et les souris du groupe contréle, (Test t de Student).
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Neurotrophines : BDNF et son récepteur TrkB a J15 PN

Dans I'hippocampe, les souris traitées a la corticostérone ont montré une diminution d’expression
des génes codant pour le BDNF (-38,7%, p=0,0026) et son récepteur TrkB (-50,1%, p=0,0011) (Figure
25).
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Figure 25 : Variations d’expression des génes codant pour BDNF et son
récepteur TrkB observées dans I’hippocampe chez les souris traitées a
la corticostérone de J8 a J15 PN et les souris du groupe contréle.
**p=0,01,; ***p=0,001, (Test t de Student).

En revanche, I'expression de ces génes n’était pas modifiée dans le cervelet (résultats non illustrés).

Récepteurs glutamatergiques a J15 PN
Dans notre étude, I'administration de corticostérone de J8 a J15 PN induit une diminution

importante de I'expression du gene codant GIuRS2 (-53,7%, p=0,0153) dans le cervelet.

Analyse en gPCR a J29 PN

Ces dernieres n’ont malheureusement pas pu étre réalisées.

5. Activité métabolique régionale a J15PN et a J29 PN

Un marquage de la cytochrome c oxydase a été réalisé sur une série de coupes de 20um
d’encéphale des souris appartenant aux deux groupes selon le protocole proposé par Wong-Riley
(1979) modifié par Strazielle et al. (1998). Il a été démontré que l'activité de cette enzyme de la
membrane interne mitochondriale, derniére enzyme de la phosphorylation oxydative, est corrélée

a I'activité neuronale appréhendée par la densité du marquage histochimique (Wong-Riley, 1989).

Les mesures de densité optique pour les souris traitées a la corticostérone de J8 a J15 PN et de J8 a
J29 PN ont été effectuées pour 105 régions de |’encéphale. Des modifications d’activité
métabolique, soit une hyperactivité soit une hypoactivité ont été observées dans plusieurs régions
du SNC, notamment dans le cervelet (Figure 26). Les résultats significatifs sont résumés dans le

tableau 13.
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Figure 26 : Marquage de la COX a J29 PN, coupe du lobule paramédian mettant en évidence une augmentation
de marquage donc une hyperactivité au sein des couches moléculaire (+21,6 %, p<0.0001) et granulaire (+
10,3 %, p<0.05) chez les souris traitées a la corticostérone (figure de droite) par rapport aux souris du groupe
contréle (figure de gauche). On remarque également une augmentation d’épaisseur de la couche granulaire
(+ 25,5 %, p<0.001) chez les souris traitées a la corticostérone. Mol : couche moléculaire ; Pc : cellule de
Purkinje ; Gr : couche granulaire ; ppf : fissure pré-pyramidale. Barre d’échelle = 300 um.

A J15 PN, le traitement a la corticostérone a induit une modification de I'activité métabolique
régionale de nombreuses structures du systeme nerveux central. Ces modifications se
caractérisaient essentiellement par un hypermétabolisme sauf dans certaines régions du cervelet,

dans le noyau dorsal du raphé et le noyau vestibulaire médiocaudal.

A J29 PN, les modifications sont plus variées. Les régions exprimant un hypométabolisme
intéressaient la formation hippocampique, les noyaux hypothalamiques, le noyau fastigial du

cervelet et une structure directement en lien avec ce dernier, le noyau vestibulaire latéral.
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Tableau 15 : Résultats significatifs obtenus par mesure de densité optique du marquage de la COX chez les

souris de 15J et 29.
Souris
Structures 15) 29)
Cortex préfrontal +8 %* -
Cortex moteur primaire - +10,7%***
Cortex moteur secondaire antérieur +11,6 %** +17,8 %***
Cortex somato-sensitif primaire - +5,9 %*
Cortex piriforme +10,8 %* -
Cortex cingulaire - +17,2%***
CA1 postérieur de I'hippocampe +6,8 %** -7,0 %**
CA2/3 postérieur de I'hippocampe - -11.6 %**
Subiculum de I'hippocampe +7,4%* -8,9 %*
DG postérieur de I’hippocampe +6 %* -7,5%*
Pallidum latéral +15%** -
Noyau thalamique antérieur +15,7%* -
Noyau thalamique ventro-latéral +18,7 %** -
Noyaux reuniens et rhomboide +17,8 %* -
Habenula latérale - +18,2 %***
Habenula médiale +12,3 %* -
Noyau géniculé médial +14%* -
Noyau médial de I'hypothalamus +19,5 %* +6,5%*
Noyau paraventriculaire de I’hypothalamus +15,5%* -11,9 %*
Noyau latéral de I’'hypothalamus - -14,9%**
Noyau arqué de I’hypothalamus +8,1 %* -
Noyau rouge parvocellulaire +11,4 %* +8,9%*
Substance grise périaqueducale - -6,9 %**
Noyau vestibulaire latéral - -15,1%**
Noyau vestibulaire médiocaudal -6,7 %* -
Noyau prepositus - -8,4 %*
Noyau dorsal du raphé -16%* -
Lobule paramédian Mol/P du cervelet +11,8 %** +21,6 %***
Lobule paramédian Gr du cervelet +11,8 %* +10,3 %*
Lobule vermien IV/V Mol du cervelet -11,4 %* -
Lobule vermien IV/V Gr du cervelet -10,8%*** -
Lobule Simplex Gr du cervelet -7 %* -
Lobule Crus | Gr du cervelet -7,6%* -
Lobule Crus Il Gr du cervelet -8,5 %* -
Noyau fastigial du cervelet - -8,1%*
Olive bulbaire +10 %* -
Noyau réticulé latéral +23,6 %*** -
Noyau moteur du nerf vague X +12,8 %* -
Noyau solitarius +18,9 %* -
Noyau réticulaire pontique +18,6 %* -
Noyaux thalamiques CM/CL p=0.0535 +9,5 % -
Noyaux thalamiques VPM/VPL p=0.0687 +12,9% -
Noyau réticulé du thalamus p=0.0591 +11,2 % -
Noyau VDB p=0.054 -15% -

*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; - non significatif, (Test t de Student). Les résultats en italique sont a la limite de la
significativité.

P : cellule de Purkinje; Gr: couche granulaire; Mol : couche moléculaire ; CM/CL : Noyaux thalamiques
centro-médiaux et centro-latéraux; VPM/VPL: Noyaux thalamiques ventro-postéro-médians et ventro-
postéro-latéraux ; VDB : Noyau du bras vertical de la bande diagonale de Broca.
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» SECOND VOLET DE L’ETUDE

Dans ce second volet, I'objectif était de déterminer si I'injection chronique de corticostérone de J8
a J29 PN, période cruciale pour le développement du cervelet, pouvait avoir un impact a long terme

sur I'architectonie et donc sur la fonctionnalité de cette structure.

1. Effets d’'une administration chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur le poids de I'animal.
Les souris ont bien supporté le traitement administré. L’évaluation quotidienne du poids de I'animal
durant la période d’injection n’a montré aucune différence intergroupe (F(19,380) = 0,09 ; p> 0,05)
(Figure 27). Un effet jour évident a été constaté étant donnée la croissance de I'animal (F(19,20) =
427,6 ; p< 0,0001).
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Figure 27 : Evaluation du poids de I'animal durant la période d’injection de corticostérone.

Les souris ont également été pesées avant et apres la réalisation des tests comportementaux et
aucune différence significative intergroupe n’a été observée. Au moment de la mise a mort, le poids
moyen des souris des deux groupes était identique de 26,2 g + 0,4. Aucune différence de taille n’a

été mise en évidence entre les souris des deux groupes (p>0,05).

2. Effets d’une administration chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur la fonctionnalité
cérébelleuse.

Le cervelet étant une des principales structures impliquées dans le contréle moteur (équilibre,
posture, coordination motrice) mais aussi des fonctions cognitives (apprentissage visuo-spatial,
mémorisation) et végétatives, nous avons dans un premier temps étudié les effets d’une
administration chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur les comportements moteurs de
I’'animal, son activité motrice, ses capacités d’exploration, ses fonctions vestibulaires et posturales,

sa coordination motrice, ses facultés d’apprentissage et de mémorisation et son état d’anxiété
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durant la période postnatale puis a I'age adulte (3 mois) via une série de tests comportementaux

adaptés aux ages respectifs.

2.1. Effets précoces

SHIRPA

A J15, aucune différence significative n’a été observée entre les deux groupes de souris dans le
SHIRPA qui regroupe une batterie de tests permettant d’expertiser globalement le phénotype
moteur et I'apparition de différents réflexes qui signent le développement et la maturation du
systeme nerveux central (SNC). En revanche a J22 PN, une nouvelle évaluation réalisée avec ce
méme test a permis de démontrer que les souris traitées a la corticostérone présentaient une
activité motrice, correspondant a une activité d’exploration, majorée par rapport aux souris du
groupe contréle lorsque celles-ci étaient observées dans une enceinte close pendant 5 minutes
(cylindre transparent de 15 cm de diameétre). Cette différence d’activité intergroupe n’était pas
retrouvée lorsque la souris était évaluée dans un champ ouvert pendant une minute (nombres de
cadrans parcourus a JI5PN:29+06vs 3,5+0,7;alJ29 PN: 3,5+ 1,18 vs 5,6 + 0,89 pour
respectivement les souris « controle » et les souris « corticostérone ») (Tableau 16). Le temps
d’observation dans ce champ était peut-étre trop court pour permettre d’observer une différence

d’activité exploratrice entre les deux groupes de souris.
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Tableau 16 : Résultats des parametres du S.H.I.R.P.A. réalisé a J15 et J22 PN chez les souris « contréle » et
« corticostérone ». Lorsqu’elles sont observées dans un cylindre transparent pendant 5 minutes, les souris du
groupe corticostérone exécutent des mouvements & vitesse modérée ou rapide (x*(2)=7,97 ; p=0,017). Les
autres paramétres ne sont pas modifiés de facon significative. Mvt : mouvements ; p<0,05.

J15 122
Tests Ctrl Cortico Ctrl Cortico | Ctrl Cortico Ctrl | Cortico
(n=10) | (n=11) % % |(n=10) |(n=11) % %
Cylindre d’observation
Position du corps Assis et debout 6 5 60 % 455% |9 9 90% [82%
Redressement 4 6 40 % 54,5% |1 2 10% [18%
Activité motrice Mvt lents 2 4 20% 36,5% |5 - 50% |-
Mvt de vitesse modérée 8 6 80 % 54,5% |5 9 50% |82 %*
Mvt vigoureux - 1 - 9% - 2 - 18 %*
Tremblement Aucun 9 10 90 % 91% 9 8 90% |73%
Léger 1 1 10% 9% 1 3 10% [27%
Champ ouvert
Réaction aprés un Nombre de cadrans 2,9 3,5 - - 3,5 5,6 - -
transfert Stupeur prolongée, mvt lents 2 - 20% - 1 1 10% (9%
Stupeur prolongée, mvt modérés - - - - 2 - 20% |-%
Bréve stupeur, mvt actifs 1 10% - 2 2 20% |18,5%
Stupeur momentanée, mvt rapides |6 8 60 % 73 % 5 6 50% |55%
Pas de stupeur, mvt immédiats 1 3 10% 27 % - 2 - 18,5%
Réaction motrice aprés | Aucun 3 3 30% 27 % 3 - 30% |-
émission sonore Réflexe de Preyer 7 8 70% 73% 4 6 40% |55%
Saut<1cm - - - - 3 5 30% |45%
Réflexe d’évitement Pas de réponse 10 10 100% (91,7% |5 4 50% |36,4%
Léger - - - - 5 4 50% [36.4%
Modéré - 1 9% 8,3% - 2 - 182 %
Vigoureux - - - - - 1 - 9%
Suspension par la queue
Lordose posturale Absent 8 9 80 % 82 % 2 1 20% |9%
Présent 2 2 20 % 18 % 8 10 80% |91%
Atterrissage sur la grille | Aucun 1 - 10% - - - - -
Contact avec le nez 3 4 30 % 36,5% |- - - -
Contact avec les vibrisses 6 6 60 % 545% |1 3 10% [27,3%
Avant le contact avec les vibrisses - 1 - 9% 9 7 90% |63,7%
(18 mm)
Extension rapide - - - - - 1 1 9%
Grille horizontale
Force d’agrippement Légere 8 10 80 % 91% 7 6 70% |54,5%
Modérée 2 1 20% 9% 3 4 30% |36,5%
Active - - - - - 1 - 9%
Retrait lors d’un Aucun - - - - 1 - 10% |-
pincement de l'orteil Léger 4 5 40 % 455% |1 3 10% [27%
Modéré 4 2 40 % 18 % 6 6 60% |55%
Rapide 2 4 20% 36,5% |1 1 10% |9%
Flexions et extensions répétées - - - - 1 1 10% |9%
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Suspension sur la tige Tombe apres x sec 7 9 70% 82% 9 9 90% |82%
métallique Tombe immédiatement 3 2 30% 18 % 1 1 10% |9%
Incapable avec les pattes post. - - - - - 1 - 9%
Tonus musculaire Aucun - 1 - 9% - - - -
patte arriere Léger 9 9 90 % 82% 4 2 60% |18%
Modéré 1 1 10% 9% 2 8 30% |73%
Marqué - - - - 1 1 10% |9%
Negative geotaxis Se retourne et grimpe 5 2 50 % 18 % 9 8 80% |82%
Se retourne et s'immobilise - 2 - 18 % 1 2 10% |18%
Mvt sans se retourner 2 - 18 % - - - -
Chute 5 5 50 % 46 % - - - -

Actimétre

Cette augmentation d’activité a également été observée a J29 PN dans le test de l'actimétre
évaluant l'activité motrice spontanée durant 5 minutes. En effet, dans trois des six parameétres
mesurés, les souris du groupe corticostérone exercaient plus de déplacements horizontaux (+24 %,
t(19)=2,4 ; p<0,05), de mouvements stéréotypés lents correspondant par exemple a des activités
de toilettage (+17 %, t(19)=2,13 ; p<0,05) et de mouvements de redressement rapides participant
a I'exploration (+55 %, t(19)=2,34 ; p<0,05). Aucune différence significative entre les deux groupes
n’a été observée concernant les mouvements horizontaux rapides, les mouvements stéréotypés

rapides et les redressements lents (Figure 28).
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Figure 28 : Activité motrice (moyennes * écarts-types) mesurée dans l'actimétre pour 6 paramétres
(mouvements horizontaux lents = Slow Movement (SM), mouvements horizontaux rapides = Fast Movement
(FM), mouvements stéréotypés lents = Slow Stereotypy (SS), mouvements stéréotypés rapides = Fast
Stereotypy (FS), redressements lents = Slow Rearing (SR) et redressements rapides = Fast Rearing (FR)) dans
les deux groupes de souris « contréle » et « corticostérone » a J 29. * p < 0,05, (Test t de Student).
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2.2. Effets tardifs a I’age adulte

Tests évaluant 'activité motrice et les capacités d’exploration

A 3 mois, a I'exception des mouvements stéréotypés lents pour lesquels la différence entre les deux
groupes est a la limite de la significativité (SS : F(1,19) = 4,34 ; p = 0,05), les cinq autres parametres
enregistrés dans l'actimetre évaluant I'activité motrice spontanée sont significativement différents
entre les deux groupes de souris (Figure 29). Les souris traitées a la corticostérone durant la période
juvénile se caractérisent par une hyperactivité dans les mouvements horizontaux lents (F(1,19)=
6,37 ; p = 0,02) et rapides (F(1,19) = 6,13 ; p = 0,02), les mouvements verticaux de redressements
lents (F(1,19) =6,03 ; p = 0,02) et rapides (F(1,19) = 6,61 ; p = 0,019) et les mouvements stéréotypés
rapides (F(1,19) = 5,03 ; p < 0,04). Pour les deux groupes testés, un effet jour est observé pour

chacun des mouvements (0.0001<p<0.0063) témoignant d’un effet d’habituation au test.

87



Mouvements horizontaux rapides (FM)* Mouvements horizontaux lents (SM)*
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Figure 29 : Activité motrice (moyennes * écarts-types) mesurée dans I'actimetre par 6 paramétres (FM, SM,
FS, SS, Fr et SR) durant 3 jours consécutifs chez les souris dgées de 3 mois. *p<0,05, (ANOVA a mesures
répétées) et #p=0,05.

Dans le labyrinthe en T, durant la totalité de la période de test (10 jours), la comparaison des
résultats obtenus pour les deux groupes de souris a une valeur théorique de 50 % correspondant a
un choix aléatoire montre que les souris du groupe corticostérone et du groupe controle alternaient
bien c’est-a-dire qu’elles exploraient le bras du T qu’elles n’avaient pas exploré lors du choix forcé,
(60 % = 5, p<0,05 vs 74 % 4, p<0,0001, Mann-Whitney pour respectivement le groupe
corticostérone et le groupe contrdle). Lorsque les résultats du test sont appréhendés sur deux
périodes, de J1 a J5 et de J6 a J10, les souris du groupe contrdle alternaient, durant la totalité de la

période d’évaluation (deJ1aJ5:74% £t 6 et de J6 aJ10 74% + 4, p < 0.001). En revanche, les souris
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traitées a la corticostérone n’alternaient que lors des cing derniers jours du test (de J6 a2 J10) (de J1
al5:52% +4%, p>0.05etde )6 ali0: 68% + 8%, p = 0.053). La latence avant le choix du bras a
explorer a également été chronométrée a chacun des essais. Les résultats obtenus sont représentés
dans le tableau 17. Bien que les souris du groupe « corticostérone » aient une latence équivalente
a la moitié de celle des souris du groupe « controle », la différence n’atteignait pas la significativité
et ceci quelle que soit la période considérée.

Tableau 17 : Latences exprimées en secondes mesurées dans le labyrinthe en T lors du choix du bras a explorer
par I'animal. (Test t de Student).

Latence (en sec) J13J10 J13aJ5 J6alJ10
Contréle (n=10) 214 +52 71124 143 £ 32
Corticostérone (n=11) 112 +19 37+7 74,9 £ 16
p 0,0689 0,1636 0,0676

Tests d’anxiété

Dans le labyrinthe en croix surélevé, les souris effectuaient un nombre moyen d’exploration totale
des bras de 6,8 £ 1,3 pour les souris du groupe contrble et de 9,9 + 1,4 pour les souris injectées a la
corticostérone (p=0,1207).

Si on différencie le type de bras exploré, les souris du groupe corticostérone avaient tendance a
explorer davantage les bras ouverts par rapport aux souris du groupe contréle (4,09 + 0,712 versus
2,2 + 0,55 respectivement) sans pourtant atteindre le seuil de significativité (p = 0,0542 ; t(19) =
2,05) (Tableau 18) mais cette différence était due au fait que les souris avaient augmenté leur
activité motrice d’exploration et non au fait qu’elles pourraient montrer une certaine désinhibition

ou un comportement de moindre anxiété.

Dans les deux essais du test de I'émergence (Tableau 18), une grande variabilité individuelle des
résultats au sein de chaque groupe de souris a été constatée, tant pour le critere de sortie deux
pattes que pour le critere de sortie quatre pattes (p>0,05). Toutefois, les souris des deux groupes
augmentaient considérablement la latence de sortie lors du second essai en comparaison au

premier essai (F(1,19)= 15,9 ; p<0,001).
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Tableau 18 : Résultats obtenus chez les souris dgées de 3 mois dans le test du labyrinthe en croix surélevé
(moyennes + écarts types) et dans le test d’émergence (moyennes des latences * écarts types mesurées avant
la sortie de la petite enceinte lors des 2 essais) (Test t de Student).

Controle (n=10) | Corticostérone (n=11)
Labyrinthe en croix surélevé
Visites bras ouverts 2,2+0,55 4,09+0,72
Visites bras fermés 4,6 +0,83 5,82 £0,81
Temps passé dans les bras ouverts 69 + 28 98+24
Temps passé dans les bras fermés 221 +28 202 £ 24
Visites bras ouverts/visites totales 0,36 £ 0,08 0,45+ 0,06
Temps passé dans bras ouverts/temps total 0,23 +0,09 0,33 +0,08
Nombre de chutes 1 0
Emergence (sec)
Essai 1, sortie 2 pattes 93+32 62+19
Essai 1, sortie 4 pattes 138 £ 42 75+ 20
Essai 2, sortie 2 pattes 173 +41 137 +30
Essai 2, sortie 4 pattes 174 + 40 159+ 34

Tests de coordination motrice

Dans le test du rotarod, les scores des 24 essais réalisés au cours des 3 jours de test ont été réunis
deux par deux en douze mesures. Un test ANOVA avec mesures répétées, appliqué pour évaluer
les effets d’apprentissage, a montré une interaction groupe/essai proche de la significativité
(F(1,209)= 1,69 ; p=0,078). Etant donnée, la faible sensibilité d’interaction, les données ont été
analysées pour chacun des trois jours du test (Figure 30). Les résultats ne montrent un
apprentissage effectif pour les deux groupes que lors du premier jour de test (F(3,57) = 7,65 ; p <
0,001). Concernant l'effet drogue, les souris injectées a la corticostérone démontraient une
performance supérieure a celle des souris du groupe contrdle (F(1,19) = 4,83 ; p = 0,041), cette
différence s’exprimant plus spécifiquement dans les essais du second jour de test (F(1,19) = 5,55 ;

p = 0,029).
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Figure 30 : Résultats obtenus pour les 12 mesures (24 essais) du test du rotarod (4 x2 essais par jour) chez les
souris dgées de 3 mois. # Effet essai, p<0,05 le premier jour du test ; *effet drogue, p<0,05 le second jour du
test (ANOVA a mesures répétées).

Dans le test de la poutre, aucune significativité n’est observée. Le nombre moyen de segments
parcourus pour les 4 essais était de 84,9 + 6,7 pour le groupe contrble et de 75,8 + 8,9 pour le

groupe corticostérone (p> 0,05). Aucune chute n’a été enregistrée.

Des résultats similaires sont observés pour le cintre (Tableau 19) tant au niveau des temps obtenus
pour les différents segments du cintre que pour le nombre de chutes et les latences avant la chute

(p > 0,05).

Tableau 19 : Résultats obtenus dans le test du cintre chez les souris dgées de 3 mois (Test t de Student). Le
score est établi sur un score maximal de 240 secondes (4 essais de 60 secondes).

Cintre (Latence en sec) Controle (n=10) Corticostérone (n=11)
MT-1 569 44 + 11

MT-2 94+12 82+13

MT-3 (2 pattes) 159+ 13 125+12

MT-4 (3 pattes) 205+9 191 +13

MT-5 (4 pattes) 220+5 207 +9

MT-6 (mi-parcours) 235+ 3 228+ 6

MT-7 (sommet) 236+4 235+3
Latence avant la chute 212 +14 21011
Nombre de chutes 0,7+0,3 0,91 +0,21
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Test d’apprentissage visuo-spatial et de mémorisation

Dans le test visuo-spatial de la piscine de Morris, un effet jour a été observé pour les deux groupes
de souris tant dans la latence avant I'embarquement sur la plateforme invisible (F(4,76)= 10,18 ;
p<0,0001) que dans le nombre de cadrans parcourus (F(4,76)= 2,79 ; p=0,0024). Ces résultats
montrent que I'administration de corticostérone durant la période postnatale n’affecte pas les

capacités d’apprentissage de I'animal (Figure 31).

140

T
[

120

8

100

woow
[SERv]

—g—Controke

Temps (sec)

(%)
=}

~=g—Corticostérone

—a—Controle
- =g Corticostérone

[T
© O

20

Nombre de cadrans explorés
~
G

o u
o

Figure 31: Latences et nombres de cadrans parcourus (moyennes et écarts-types) pour les 5 jours
d’apprentissage chez les souris dgées de 3 mois (ANOVA a mesures répétées).

Dans le test de rétention de 60 secondes qui évalue la mémorisation a long terme de la tache,
aucune différence intergroupe n’a été observée (Temps passé dans le bon cadran : 19,73 + 2,46
secondes pour les souris du groupe corticostérone et 23,7 + 2,9 secondes pour le groupe controle,
t(19)=1, 05 ; p>0,05).

Cependant les souris du groupe contréle ont passé plus de temps dans le bon cadran en
comparaison a un temps théorique de 15 secondes correspondant au temps passé dans le bon
cadran de fagon aléatoire (p<0,05). Ce n’était pas le cas pour les souris du groupe corticostérone

(p>0,05).

Le test de la plateforme visible, a révélé que les souris des deux groupes n’avaient pas de déficit
visuel puisque le nombre de cadrans parcourus et les latences éaient tres bas. Toutefois, il est
intéressant de noter que les souris traitées a la corticostérone durant la période postnatale étaient
plus rapides a embarquer sur la plateforme visible que les souris du groupe « contrdle ». Cette
rapidité (x1,7) s’observait dans la latence avant I'embarquement (17,5 + 1,8 sec pour les souris du
groupe corticostérone versus 29,9 + 5 sec pour les souris du groupe « contréle » ; t(19) =2,38; p =
0,0276). Les souris traitées a la corticostérone adoptaient également un trajet plus direct pour
embarquer sur la plateforme visible (8,18 + 0,44 cadrans parcourus pour les souris du groupe

corticostérone versus 11 +1,14 ;t=2,39 ; p = 0,028 pour les souris du groupe contréle) (Figure 32).
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Figure 32 : Latences et nombre de cadrans (moyennes + écarts-types) obtenus chez les souris dgées de 3 mois
lors de la tdche de la plateforme visible. *p<0,05 (Test t de Student).

3. Evaluation du taux de corticostérone sérique a 3 mois.

Le sang prélevé a été centrifugé lors de la mise a mort de I'animal afin de récupérer le sérum qui
fut congelé a — 80°C. Le taux de corticostérone sérique a été déterminé par test ELISA selon les
instructions du kit « DetectX corticosterone Enzyme Immunoassay » (Arbon assays, Euromedex,
France). Les souris des deux groupes présentaient un taux similaire de corticostérone sérique (42,8
+ 15,2 et 40,7 £ 9,5 respectivement pour les souris du groupe corticostérone et les souris du groupe

controle).

4. Effets d’'une administration chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur la morphométrie
du cervelet et de I’hippocampe.

4.1. Morphométrie cérébelleuse et hippocampique de la souris adulte (3 mois)

Pour chaque hémi-encéphale, des coupes sériées (20pum) dans le plan frontal ont été réalisées au
cryostat a -20°C puis une coloration au crésyl violet a été réalisée sur une série de coupes. Pour
chaque souris, ont été mesurées 1) I'épaisseur des couches granulaire et moléculaire de plusieurs
lobules du cervelet (simplex, crus I, crus Il, paramédian, vermis IV/V), et 2) I'épaisseur des
différentes couches des régions laminées hippocampiques (gyrus denté et la zone 1 de la corne
d’Ammon), 3) I'épaisseur du cortex préfrontal et 4) la surface du néostriatum (noyau caudé-

putamen).

Dans le cervelet, les différentes mesures ont permis de montrer chez les souris traitées a la
corticostérone : 1) une diminution de volume du lobule paravermien simplex impliqué dans la
régulation de la fonction motrice (Figure 33) et 2) une augmentation de volume du lobule
hémisphérique crus Il déterminant dans les fonctions motrices et non-motrices (résultats précis

dans le tableau 20).
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Tableau 20: Morphométrie de différents lobules cérébelleux chez la souris adulte (3 mois) traitées par injection
chronique de corticostérone de PN8 a PN29.

CERVELET
Lobules Simplex Crus | Crus Il Paramédian | Vermien IV/V
Moléculaire -8% -10% +13,2% * -6% -12%
Granulaire -21%* -10% +12 % ** -4% -7,6%

* p< 0,05 ; **p<0,01, (Test t de Student).

Figure 33 : Morphométrie du cervelet, coupe du lobule simplex mettant en évidence la diminution d’épaisseur de la couche
granulaire chez les souris traitées a la corticostérone durant la période postnatale (figure de droite) par rapport aux souris
du groupe « contréle » (figure de gauche). Mol : couche moléculaire ; Pc : cellule de Purkinje ; Gr : couche granulaire ; prf :
fissure primaire. Barre d’échelle = 300 um.

Dans I'hippocampe, une augmentation d’épaisseur a été observée pour toutes les couches de la
zone 1 de la corne d’Ammon (CA1) et la couche granulaire du gyrus denté (DG — Tableau 21).

Tableau 21 : Morphométrie hippocampique chez la souris adulte (3 mois) traitée par injection chronique de
corticostérone de PN8 a PN29.

HIPPOCAMPE %
. Oriens +8,2 %**
5 Pyramidale +7,9 %*
Moléculaire +5,2 %*
o | Moléculaire -03%
8 | Granulaire +5,9 %*

* p< 0,05 ; **p<0,01, (Test t de Student).

Pour le striatum aucune différence de surface n’a été relevée entre les 2 groupes de souris (8,83
mm? + 0,107 vs 8,70 mm? + 0,086 pour respectivement le groupe « corticostérone » et le groupe

« contréle » ; p=0,3455).

4.2. Corrélations entre la morphomeétrie du cervelet et les résultats comportementaux
Les différences d’épaisseur de la couche granulaire de simplex et des couches granulaire et
moléculaire de crus Il observées entre les souris des 2 groupes ont été corrélées aux résultats

comportementaux qui étaient significativement différents pour les 2 groupes. Lorsque les 2
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groupes de souris ont été considérés, une corrélation a été observée entre I'épaisseur de la couche
granulaire du lobule simplex et les 5 parameétres modifiés dans I'actimetre (r compris entre -0,74 et
-0,83 ; p<0,001). Dans le groupe des souris traitées a la corticostérone, la diminution d’épaisseur
de la couche granulaire du lobule simplex était corrélée négativement avec les mouvements
horizontaux rapides (r= -0,77; p<0,05), lents (r= -0,74; p=0,052), les mouvements de
redressements rapides (r= -0,74 ; p=0,052) et lents (r= -0,73 ; p=0,06) sans atteindre le seuil de
significativité du fait de faible nombre d’animaux (n=7) indiquant ainsi que plus la souris était active,

plus la couche granulaire du lobule simplex était fine.

L'augmentation de volume de la couche moléculaire de crus Il était positivement corrélée aux
mouvements de redressements rapides (r= 0,86 ; p<0,01) et aux performances motrices dans le
rotarod pour les deux groupes de souris (r=0,59 ; p<0,05) et pour le groupe corticostérone (r=0,82 ;
p<0,05). Ces deux résultats indiquent que plus le volume du lobule crus Il était augmenté plus la
souris était active. En revanche, elle était négativement corrélée aux performances visuomotrices
dans le test d’apprentissage visuo-spatial de la piscine de Morris (test de la plateforme visible, r= -
0,586 ; p<0,05 pour le nombre de cadrans parcourus et r=-0,776 ; p<0,01 pour la latence) montrant
ainsi que plus I'épaisseur de la couche moléculaire du lobule crus Il augmentait, plus les

performances de I'animal étaient majorées.

5. Effets d’'une administration chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur l'activité
métabolique régionale de I’encéphale a I’dge adulte.

Afin de compléter I'étude morphométrique, un marquage de la cytochrome c oxydase (COX) a été
réalisé sur une autre série de coupes de 20 um d’hémi-encéphale des souris appartenant aux deux
groupes selon le protocole proposé par Wong-Riley (1979) modifié par Strazielle et al. (1998).
L'objectif était d’évaluer I'activité métabolique régionale de certaines structures de I'encéphale
dont le cervelet afin de déterminer si un changement d’activité métabolique d’'une ou plusieurs
régions pouvait expliquer le changement de phénotype moteur observé chez les souris traitées a la

corticostérone de J8 a J29 PN.

5.1. Modifications de 'activité métabolique régionale de certaines régions du SNC

Parmi les 105 régions de I'encéphale évaluées, des modifications de I'activité métabolique ont été
observées chez les souris traitées a la corticostérone dans des structures bien précises (Tableau 22
pour l'ensemble des résultats significatifs). Toutes les régions modifiées présentaient un
hypermétabolisme a I'exception de la couche granulaire du lobule simplex qui montrait une

diminution de son activité métabolique neuronale.
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Tableau 22: Résultats significatifs obtenus par mesure de densité optique du marquage de la COX chez la
souris adulte.

Structures | % %
Cortex CA1 Oriens + 16 %***
Cortex visuel 1 +7.5%* CA1 Radiatum +11,3 %**
Cortex visuel 2 + 8,5 %** E CA2/3 Oriens +7,7 %**
Formation hippocampique 2| < CA2/3 Radiatum +8,2 %**
Hippocampe CA1 ant +7 %* g CA2/3 Lat Mol +7 %*E*
Hippocampe CA2/3 ant +7,1 %* S DG Polymorphe +9,8 %***
Hippocampe DG ant + 10,6 %** -:% CA1 Oriens +15,8 %***
Hippocampe CA2/3 post +11,5 %** 5 | CA2/3 Pyramidale +8,9%*
Hippocampe DG post +8,2 %** ? [pa Polymorphe +10,6 %*
Subiculum + 10,5 %** DG Granulaire + 13,9 %**
Amygdales
Amygdale basale +13,3 %**
Amygdale latérale + 15,3 %**
Amygdale centrale +9,3%*
Amygdale corticale +12,1 %*
Cervelet
N. dentelé +9,2 %*
Vermis IV/V moléculaire + 15,7 %**
Simplex granulaire -8,9 %*
Tronc cérébral
N. vestibulaire latéral +19 %**
N. parabrachial latéral +11,2 %*
N. parabrachial médial + 13,1 %*

* p< 0,05; **p<0,01; ***p<0,001, (Test t de
Student). N : noyau.

5.2. Corrélations entre I'activité métabolique régionale et les résultats comportementaux
Dans le groupe « corticostérone », plusieurs corrélations ont été observées entre les résultats
comportementaux significatifs de la souris adulte et les modifications d’activité métabolique
régionale. Le nombre de redressements lents comptabilisé dans I'actimetre étaient corrélé a une
augmentation de l'activité métabolique de la couche granulaire du lobule simplex (r= 0,732;
p=0,039). L’hypermétabolisme observé dans le gyrus denté de I'hippocampe postérieure et dans
I'amygdale latérale était associé a I'augmentation des mouvements rapides sans atteindre le seuil
de significativité (respectivement : r=0,627 ; p=0,0526 et r= 0, 654 ; p=0,0562).
L’amélioration des performances motrices dans le test du rotarod est associée a I’hypométabolisme
de la couche granulaire du lobule simplex (r= 0,758; p= 0,0294), et a I'hypermétabolisme du gyrus
denté de I'hippocampe postérieur (r= 0,707 ; p=0 ,0223) et de 'amygdale corticale (r= 0,721 ; p=
0,0283).
Dans le test visuo-spatial de la piscine de Morris, une corrélation négative entre les résultats
obtenus dans le test de rétention et I’hypermétabolisme des amygdales basale (r= -0,690 ; p=
0,0396), latérale (r=-0,665 ; p= 0,0306) et corticale (r=-0,680 ; p= 0,0439) a été mise en évidence.
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Enfin dans le test de la plateforme visible, le nombre de cadrans parcourus était corrélé avec
I’'augmentation d’activité métabolique observée dans la couche moléculaire du vermis IV/V (r=

0,891 ; p=0,0029).

6. Evaluation de I'impact d’une administration chronique de corticostérone durant la période
postnatale sur I’expression a long terme des transcrits d’hormones du stress, de protéines du
cytosquelette, de neurotrophines et du récepteur GIuR82.

L’expression relative de genes codant pour : 1) la CRH, son récepteur CRH-R1 et le récepteur aux
glucocorticoides NR3C1, 2) les protéines du cytosquelette MAP2 et NFL et le facteur
neurotrophique BDNF et son récepteur TrkB, et 3) un récepteur du glutamate GIuRS2 a été évaluée
chez les souris appartenant aux deux groupes étudiés dans trois structures: le cervelet,

I’hippocampe et I’hypothalamus.

6.1. Hormones du stress
Dans I’hypothalamus (Figure 34), les génes codant pour la CRH, le CRH-R1 et le récepteur aux

glucocorticoides sont surexprimés respectivement de 93 % (p=0,033); 47 % (p=0,01) et 29 %

Hypothalamus 3M

(p=0,026) chez les souris ayant été traitées a la corticostérone pendant leur enfance.
2,5
H Control

*
*
I B CORT
CRH GR

Figure 34 : Variations d’expression des génes codant pour la CRH, son
récepteur CRH-R1 et le récepteur aux glucocorticoides dans
I’hypothalamus chez les souris Ggées de 3 mois, traitées par injection
chronique de corticostérone de J8 a J29 PN. *p<0,05 ; **p=0,01, (Test t
de Student).

1,5

0,5

CRH-R1

Parallelement, dans I’hippocampe (Figure 35), chez les souris traitées a la corticostérone durant la
période postnatale, I'expression des genes codant pour la CRH, le CRH-R1 et le récepteur aux
glucocorticoides (GR) était diminuée respectivement de 30 % (p=0,03); 20 % (p=0,04) et 21 %
(p=0,012).
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Figure 35 : Variations d’expression des génes codant pour la CRH, son

récepteur CRH-R1 et le récepteur aux glucocorticoides (GR) dans
I’'hippocampe chez les souris dgées de 3 mois, traitées par injection
chronique de corticostérone de J8 G J29 PN. *p<0,05 ; **p=0,01, (Test t
de Student).

Dans le cervelet des souris traitées a la corticostérone (Figure 36), le géne codant pour la CRH était
deux fois plus exprimé que chez les souris du groupe contréle (p=0,04). L'expression du géne codant

pour le récepteur aux glucocorticoides était quant a elle augmentée de 33 % (p=0,01).
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Figure 36 : Variations d’expression des génes codant pour la CRH, son
récepteur CRH-R1 et le récepteur aux glucocorticoides (GR) dans le
cervelet chez les souris Ggées de 3 mois, traitées par injection
chronique de corticostérone de J8 a J29 PN. *p<0,05 ; **p=0,01, (Test t
de Student).

6.2. Protéines du cytosquelette

L’évaluation du niveau d’expression des génes codant pour MAP2 (Microtubule-associated protein
2) et NFL (NeuroFilament Light chain) avait pour objectif de déterminer si les altérations observées
dans la morphométrie du cervelet a I’'age adulte pouvaient étre associées a des modifications des

protéines du cytosquelette impliquées dans la croissance dendritique et axonale.
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Dans notre étude, chez les souris traitées a la corticostérone, I’expression du gene codant pour NFL
était significativement diminuée de 15 % (p=0,044) dans I'hippocampe (Figure 37). A contrario,

I’expression du gene codant pour MPA2 restait inchangée.

Hippocampe 3M

1,6
1,4
1,2

1 *
0,8 m Control
0,6 m CORT
0,4
0,2

0

NFL MAP2

Figure 37 : Variations d’expression des génes codant pour le NFL et MAP2,
deux protéines constitutives du cytosquelette, observées dans I’hippocampe
chez les souris dgées de 3 mois, traitées par injection chronique de
corticostérone de J8 a J29 PN. *p<0,05, (Test t de Student).

Dans ce méme de groupe de souris, une augmentation de 22 % du taux de transcrits de NFL
(p=0,039) et une diminution de 15 % du taux de transcrits de MAP2 (p=0,048) a été mis en évidence

dans le cervelet (Figure 38).

Cervelet 3M
1,6
1,4
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NFL MAP
Figure 38 : Variations d’expression des génes codant pour le NFL et
MAP2, deux protéines constitutives du cytosquelette, observées dans
le cervelet chez les souris dgées de 3 mois, traitées par injection
chronique de corticostérone de J8 a J29 PN. *p<0,05, (Test t de
Student).
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6.3. Neurotrophines : BDNF (Brain-derived neurotrophic factor)
Dans le cervelet et I’hippocampe, I'expression du gene codant pour le BDNF était inchangée alors
que I'expression du géne codant pour son récepteur, TrkB était diminuée chez les souris traitées a

la corticostérone durant la période postnatale (Figure 39).

Hippocampe 3M Cervelet 3M
2 2
1,5 1,5 [
1 * 1 -[ T* m Control
T
0 0
BDNF TrkB BDNF TrkB

Figure 39 : Variations d’expression des génes codant pour le BDNF et son récepteur TrkB observées
dans I’hippocampe et le cervelet chez les souris Ggées de 3 mois, traitées par injection chronique
de corticostérone de J8 a J29 PN. *p<0,05, (Test t de Student).

6.4. Récepteurs glutamatergiques

Certains récepteurs glutamatergiques comme les récepteurs NMDA ou GIuR&2 sont sensibles aux
glucocorticoides (Popoli et al.,, 2012). Le dosage des transcrits du géne codant pour le récepteur
GIuRS2 a été réalisé afin de déterminer si 'administration chronique de corticostérone durant la
période postnatale pourrait induire des altérations dans la biochimie du cervelet et plus
particulierement dans la neurotransmission entre la cellule de Purkinje et ses afférences

excitatrices : les fibres grimpantes et les fibres paralléles.

Chez la souris devenue adulte, aucune modification d’expression du gene codant pour le GIuR62
n'a été observée dans le cervelet chez les souris traitées a la corticostérone durant la période

postnatale.

100



IV. DISCUSSION

» PREMIER VOLET DE L’'ETUDE

1. Impact d’une injection de corticostérone de J8 a J15 PN et de J8 a J29 PN sur I’axe HPA

Chez les souris 15 jours

A cet age, les analyses d’expression des genes ont montré chez les souris traitées a la corticostérone
que les génes codant pour la CRH et le récepteur aux glucocorticoides étaient surexprimés dans
I’hypothalamus. Cette augmentation des récepteurs aux glucocorticoides est a mettre en paralléle
avec I'élévation du taux sérique de corticostérone endogene qui est le reflet direct des injections
répétées de corticostérone. Il est important de noter que les injections et la mise a mort de I'animal
ont été respectivement effectuées le matin entre 8 et 10 heures et dans I'aprés-midi (au moins 4
heures apreés l'injection). Ce laps de temps est décrit comme suffisant pour éliminer la
corticostérone injectée au sein du compartiment sanguin. Le taux sérique obtenu ne peut donc
correspondre a 'apport exogéne du stéroide mais plutét au taux endogéene sécrété par la glande

surrénale.

A I'dge adulte, la régulation de I'axe HPA par les glucocorticoides s’exerce en deux temps :
premierement les glucocorticoides induisent une surexpression des récepteurs a la CRH et aux
glucocorticoides puis, pour éviter I'emballement de la réponse au stress faisant suite a
I’"hyperactivation de I'axe, les glucocorticoides assurent un rétrocontréle négatif notamment en
diminuant I’expression des récepteurs a la CRH et aux glucocorticoides. A J15 PN, |'axe est immature
et ses boucles de régulations ne sont pas encore effectives ; ainsi, la sécrétion de corticostérone
endogene est diminuée, de méme que la capacité des glandes surrénales a synthétiser cette
hormone en réponde au stress (Schmidt et al., 2002 ; Dakine et al., 2000). Cette période qui s’étend
normalement chez la souris de la naissance a J12 PN est qualifiée de « stress hyporesponsive
period ». En effet, Schmidt et al. (2003) ont montré que le souriceau isolé pendant 30 minutes a J1,
2,4,6,9,12, 14 ou 16 PN présentait une augmentation du taux sérique de corticostérone a J12, 14
et 16 PN alors qu’a J1, 2, 4, 6 et 9 PN, le taux était identique aux souris du groupe contréle. Les
auteurs ont aussi montré chez la souris non exposée a un stress que le géne Crh au sein de
I’hypothalamus était surexprimé entre J1 et J9 PN en comparaison a I'expression observée entre
J12 et 16 PN indiquant un effondrement du taux de CRH a partir de J12 PN. Ces deux résultats
indiquent chez la souris, une mise en activité de I'axe HPA et de ses boucles de régulation a partir

de J12 PN.

Dans notre étude, I'augmentation de corticostérone sérique témoigne de la mise en activité de I'axe

HPA. Cependant, la surexpression des geénes codant pour la CRH et les récepteurs aux
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glucocorticoides dans I’hypothalamus des souris traitées a la corticostérone de J8 a J15 PN pourrait

indiquer un retard ou un défaut dans la mise en place des boucles de régulation de cet axe.

Chez les souris traitées a la corticostérone de J8 a J15 PN, le marquage de la cytochrome c oxydase
a révélé une augmentation significative de I'activité métabolique du noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus, responsable de la sécrétion de CRH et du noyau du faisceau solitaire. Ce dernier,
par le biais de la sécrétion d’un peptide, le glucagon-like peptide 1, favorise la sécrétion d’ACTH qui
a son tour stimule la libération de glucocorticoides (Smith et Vale.,, 2006). Ces augmentations
d’activité métabolique neuronale régionale pourraient expliquer le taux sérique élevé de

glucocorticoides observé chez les souris du groupe « corticostérone ».

De plus, I'activité de I'axe HPA est normalement régulée négativement par I’hippocampe. Dans
notre étude, des altérations morphométriques de cette structure ont été observées chez les souris
traitées a la corticostérone de J8 a J15 PN. Elles pourraient contribuer sur le plan fonctionnel a un
défaut de régulation de I'axe HPA, et ainsi a 'augmentation du taux sérique de corticostérone
observée chez les souris du groupe « corticostérone ». Le rétrocontrole exercé par les
glucocorticoides sur I’hippocampe implique les récepteurs aux glucocorticoides exprimés par cette
structure. Schmidt et al., (2003) ont démontré que le taux de transcrits codant pour les récepteurs
aux glucocorticoides de I’hippocampe augmentait progressivement a partir de J4 PN pour atteindre
un pic a J12 PN et diminuait |égérement entre J14 et J16 PN. Or dans notre étude, les souris traitées
a la corticostérone de J8 a J15 PN présentaient une diminution d’expression du géne codant pour
ces récepteurs. Ces résultats différentiels suggerent un défaut de la boucle de rétrocontréle

hippocampique, possiblement par un retard de maturation.

Chez les souris 29 jours

L'injection chronique de corticostérone de J8 a J29 PN induit une augmentation du taux sérique de
corticostérone. Des résultats identiques ont été observés chez le rat (Johnson et al., 2006) et la
souris (Zhao et al., 2009 ; Demuyser et al., 2016) adultes ayant recu une administration chronique
(21 jours) de corticostérone a des concentrations respectives de 40 et 20 mg/kg. De plus, plusieurs
études ont montré les effets déléteres d’une exposition chronique a la corticostérone sur la
morphologie et I'organisation neuronale de I’hippocampe (Magarinos et al., 1995), de I'amygdale
(Vyas et al., 2002) et du cortex préfrontal (Wellma et al., 2001). Or ces structures sont impliquées
dans la régulation de I'axe HPA. Une altération structurale de ces régions pourrait induire une
dérégulation de I'axe HPA et expliquer le taux sérique basal élevé chez les souris traitées

chroniquement a la corticostérone.
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2. Impact d’une injection de corticostérone de J8 a J15 PN et de J8 a J29 PN sur le développement
postnatal du SNC

Cervelet a J15 PN
Les résultats morphométriques du cervelet suggérent que les effets de la corticostérone lors du
développement postnatal du cervelet sont variables en fonction du lobule considéré, de la durée

et de la fenétre temporelle de traitement.

La grande variabilité des résultats obtenus lors des mesures d’épaisseur des couches cellulaires du
cortex cérébelleux de différents lobules, indique que l'impact de la corticostérone sur le
développement du cervelet dépend du lobule considéré. En effet, les 5 lobules étudiés présentent
une temporalité de mise en place différente : la maturation étant plus précoce pour le lobule
paramédian et plus tardive pour crus I, la période d’exposition a un taux supra-physiologique de
corticostérone variant de 4 jours pour les lobules crus |, crus Il a 8 jours pour les lobules paramédian
et vermis IV/V.

De plus, cette différence de temporalité implique non seulement les lobules mais également les
différentes couches cellulaires de chaque lobule (Figure 40). Durant la mise en place des couches
granulaire et moléculaire, un schéma général de croissance en deux étapes est observé. Dans un
premier temps, la migration des cellules, leur mise en place et I'établissement de contacts
synaptiques induisent une augmentation d’épaisseur de la couche cellulaire. Puis s’exerce une
sélection synaptique au cours de laquelle certaines synapses sont conservées et d’autres éliminées.
Les neurones « non sélectionnés » subissent alors un processus d’apoptose. Ces deux derniers
événements se traduisent par une diminution d’épaisseur de la couche cellulaire. Ce schéma est
respecté dans chacune des couches cellulaires des différents lobules cérébelleux selon des fenétres
temporelles différentes. Ainsi, la couche granulaire externe disparait pour chaque lobule a J21 PN
sauf pour le lobule crus | qui voit disparaitre sa couche granulaire externe plus précocement a J18
PN (Ehrmann et al., 1984). Cependant les fenétres temporelles de migration des précurseurs des
futures cellules a grains constitutives de la couche granulaire interne difféerent. Dans le vermis
postérieur, la couche granulaire externe présente une augmentation d’épaisseur de J2 a J9 PN puis
son épaisseur se réduit jusqu’a J21 PN. En paralléle, la couche granulaire interne se met en place
de J92aJ21 PN (Altman, 1972). L'augmentation d’épaisseur de la couche granulaire interne du lobule
crus | débute a J9 et s’acheve a J12 PN (Ehrmann et al., 1984). Dans le lobule crus Il, la migration
des précurseurs des futures cellules a grains est plus tardive, elle débute a J12 PN et se termine a
J15 PN alors que la couche granulaire externe s"amoindrit a partir de J12 PN (Jacquart et al., 1986).
Pour le lobule paramédian, I'épaisseur de la couche granulaire externe diminue a partir de J9 alors

que I'épaisseur de la couche granulaire interne augmente de J9 a J15 PN puis diminue de J18 a J21
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(Jacquart et al., 1986). La couche moléculaire des lobules crus | et |l se développe entre J9 et J18 PN
alors que la couche moléculaire du lobule paramédian se met en place entre J9 et J15 PN (Ehrmann
et al., 1984 ; Jacquart et al., 1986). Au sein du vermis, la couche moléculaire connait une premiere
phase de croissance lente de J2 a J10 PN puis une phase rapide jusqu’a J21 PN (Altman, 1972)
(Figure 40). Pour le lobule simplex, a notre connaissance, aucune donnée concernant la fenétre de
développement n’a été retrouvée dans la littérature. Cependant, comme le lobule paramédian, ce
lobule étant impliqué dans la régulation des fonctions sensori-motrices, nous pouvons supposer
que ces deux lobules suivent le méme schéma temporel de développement.

Des différences significatives d’épaisseurs entre les 2 groupes de souris ont été observées pour les
lobules dont la fenétre de développement correspondait a 7-8 jours de traitement par

corticostérone.

Vermis Post Mol A lente  Vermis Post Mol A rapide

Crus | Mol

Crus || Mol

PM Mol

N 12 8 9 J10 J12 J15 118 J21

PM Gr int

PM Gr ext

Crus 1l Grint

Crus Il Gr ext

Crus | Grint

Crus | Grext

Vermis Post Grint

Vermis Post Gr ext A Vermis Post Gr ext N

Figure 40 : Représentation schématique des fenétres temporelles des lobules cérébelleux vermis postérieur,
crus I, crus Il et paramédian. Mol : couche moléculaire ; Gr int : couche granulaire interne ; Gr ext : couche
granulaire externe ; PM : lobule paramédian. D’aprés : Haddara et Nooreddin, 1966 ; Altman, 1972 ; Ehrmann
etal.,, 1984 ; Jacquart et al., 1986.
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Cervelet a J29 PN

Chez la souris, le 29%™ jour marque la fin du développement postnatal en matiére de migration
cellulaire et d’organisation des couches du cervelet. L’augmentation des épaisseurs de la couche
granulaire des lobules paramédian et simplex observée a J29 PN pourrait étre le résultat d’'un défaut
d’apoptose post-migration qui n’est pas observée dans les lobules hémisphériques crus | et crus II.
Il est intéressant de noter que ces augmentations s’"accompagnent d’une augmentation significative

de la couche moléculaire.

Dans le lobe paramédian, la diminution d’épaisseur des couches granulaires externe et interne a
J15 et de l'augmentation des couches granulaire et moléculaire a J29 suggérent un retard de
croissance et de maturation du lobule. Dans un premier temps, le taux supra-physiologique de
corticostérone semble avoir retardé la phase de multiplication cellulaire et de migration
normalement a son pic a J15. A J29, par contre, les augmentations d’épaisseur des couches
granulaire et moléculaire pourraient signer un retard de maturation caractérisée par une apoptose

post-migratoire et une sélection synaptique.

Dans le lobe crus |, la mise en place de la couche moléculaire s’effectue en deux étapes, deJ9aJ 12
PN puis de J15 a J18 PN. Notre étude a montré que I'injection chronique de corticostérone semble
plutét altérer la seconde phase de croissance de la couche moléculaire. En effet, a J15 PN aucune
modification d’épaisseur de la couche moléculaire n’était observée chez les souris traitées a la

corticostérone de J8 a J15 PN alors qu’a J29 PN, la couche moléculaire était réduite de -11,7 %.

Aucune modification morphométrique n’a été observée dans le lobule crus Il. Ces résultats peuvent

s’expliquer par une fenétre de développement plus tardive pour ce lobule, de J12 a J 21 PN.

Les résultats morphométriques du cervelet suggérent que la corticostérone a un effet certain sur
le développement des différents lobules du cervelet mais ces effets sont variables en fonction du
développement du lobule considéré d’une part et de la durée du traitement et de sa fenétre
temporelle d’action d’autre part. Le développement et la maturation de ces lobules se font
concomitamment avec I'acquisition fonctionnelle de I'animal dont elle dépend (Ehrmann et al.,
1984). Il est a noter que les modifications morphologiques obtenues intéressent les lobules simplex
et paramédian importants pour le contréle des fonctions sensori-motrices qui s’acquierent pendant
le premier mois post-natal de la souris, période des injections de corticostérone. Les fonctions
cognitives qui intéressent les lobules hémisphériques crus | et crus Il se mettent en place plus
tardivement dans la premiere moitié du second mois postnatal (période post-juvénile et
adolescence). Ainsi, la maturation de ces lobules étant plus tardive, I'absence de modification

morphologique au sein du lobule crus Il et |a faible altération observée dans le lobule crus | signerait
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un effet moindre de la corticostérone qui n’a pas été injectée dans la période de vulnérabilité

maximale pour ces lobules.

Dans le lobule paramédian, ces altérations sont transitoires puisqu’elles ne sont plus observées a
I’age adulte (second volet de I’étude). Dans le lobule simplex, cette altération mise en évidence a
J15 et J29 est possiblement délétére pour I'organisation de la couche granulaire puisqu’une
diminution d’épaisseur de 21 % est observée a I'age adulte (second volet de I'étude).

Seule une quantification cellulaire précise de la couche aux différents dges pourrait nous apporter

des informations quant a la fonctionnalité de ce lobule.

Hippocampe a J15 et J 29 PN

A J15 PN, la couche granulaire du gyrus denté présentait une épaisseur réduite alors qu’une
augmentation d’épaisseur des couches moléculaire et pyramidale de la région CA1 a été mise en
évidence. Les mémes modifications d’épaisseurs des différentes couches hippocampiques ont été
observées a J29 PN. A noter que la couche moléculaire du DG était aussi réduite a J29 PN alors
gu’elle n’était pas modifiée a J15 PN. Les résultats obtenus dans le DG de la formation
hippocampique sont similaires a ceux présentés par Gould et al, (1991). Les auteurs avaient
démontré qu’une administration journaliére de corticostérone de J2 a J4 PN induisait une perte
cellulaire significative au sein de la couche granulaire et aucune modification de la couche
moléculaire a J6 PN. Dans notre modele, la diminution d’épaisseur de la couche granulaire du gyrus
denté pourrait étre due a un défaut de migration cellulaire ou a une perte accrue des cellules apres

migration.

Les résultats différentiels observés entre CA1 et DG s’expliquent par le fait que le gyrus denté est
la seule région a poursuivre son développement durant la période postnatale (Bayer et Altman,
1995). Le taux supraphysiologique de corticostérone administrée durant cette période semble avoir
retardé la migration des cellules granulaires (DG Gr) a J15 et J29 PN et le développement de leur

arborisation dendritique (DG Mol) a J29 PN.

Dans I'hippocampe, aucune modification d’expression des genes codant pour MAP2 et NFL n’a été
observée, suggérant que 8 jours de traitement a la corticostérone sont insuffisants pour moduler
I’expression des génes codant pour ces deux protéines du cytosquelette. La protéine MAP2 étant
principalement retrouvée au sein des dendrites et la protéine NFL déterminant le diametre axonal,
certains auteurs (Zhao et al., 2009 ; Cereseto et al., 2006 ; Teng et al., 2001) ont supposé qu’un
exceés de glucocorticoides pouvait avoir des effets déléteres sur I'expression de MAP2 et NFL

aboutissant ainsi a des défauts morphologiques des dendrites, eux méme responsables d'une
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atrophie de I’hippocampe. Dans notre étude, les altérations morphométriques observées dans le
I’hippocampe a J15 PN chez la souris traitée a la corticostérone de J8 a J15 PN ne peuvent étre
expliquées par une modification d’expression des génes codant pour ces deux protéines du

cytosquelette.

L’administration répétée de corticostérone de J8 a J15 PN a induit une diminution d’expression des
geénes codant pour le BDNF et son récepteur TrkB. Ces résultats sont concordants avec ceux de
Duman et Monteggia (2006, revue de littérature), Dwivedi et al., (2006) ou encore Li et al., (2019).
Ces deux derniers auteurs ont respectivement montré une diminution du taux de transcrits du
BDNF dans I'hippocampe chez le rat adulte traité par pastille de 100 mg corticostérone (relargage
de 4.76 mg/j pendant 21 jours) et chez le rat 4gé de 21 ou 22 jours (pré-pubertaire) traité par

injection intra péritonéale de corticostérone pendant 21 jours.

3. Effets de I'administration répétée de corticostérone de J8 a J15 PN sur I'expression des génes
d’intérét

Hormones du stress a J15 PN

Dans le cervelet, le récepteur CRH-R1 est présent dés la naissance et jusqu’a J8 PN en position supra
nucléaire au sein des cellules de Purkinje. Puis de J9 a J14 PN, ce récepteur circonscrit le noyau des
cellules de Purkinje pour enfin acquérir sa position définitive (comme observée a I'dge adulte) au
niveau du soma et des dendrites primaires des cellules de Purkinje entre J16 et J21 PN (King et
Bishop, 2002). Le CRH-R1 est également exprimé par les interneurones GABAergiques (les cellules
étoilées et les cellules a panier) jusqu’a leur mise en place dans la couche moléculaire et par les
cellules de Golgi durant la phase de développement postnatal et a I’dge adulte (King et Bishop,
2002). Le récepteur CRH-R2 est tout d’abord retrouvé au sein du soma des cellules de Purkinje de
la naissance a J5 PN puis entre J12 et 14 PN, il acquiert sa position définitive au pole basal pour sa
forme compléte et au niveau du segment initial de I’axone de la cellule de Purkinje pour sa forme
tronquée. La forme tronquée de CRH-R2 est également retrouvée entre J3 et J14 PN au niveau
synaptique entre les fibres paralléles d’une part et I'arborisation dendritique des cellules de
Purkinje d’autre part. Les cellules étoilées et a panier expriment le CRH-R2 respectivement entre J4
et J15 PN et entre J1 et J10 PN. Le CRH-R2 est aussi mis en évidence a partir de J8 PN au niveau des
segments axonaux initiaux des cellules de Golgi (Lee K.H. et al., 2004 et 2007).

La localisation des récepteurs CRH-R1 et CRH-R2 varie donc au cours du développement postnatal
suggérant un role potentiel du systeme CRH/CRH-R1/CRH-R2 dans le développement et la
maturation du cervelet. Le systéme CRH-CRH-R1 semble notamment impliqué dans la croissance

de I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje (Swinny et al., 2004) et la migration des
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interneurones au sein de la couche moléculaire (King et Bishop, 2002). Les glucocorticoides
endogenes jouent eux un role crucial dans la mise en place de la couche granulaire interne en
orchestrant I"élimination par apoptose de la couche granulaire externe a l'issue des phases de
prolifération et de migration des cellules progénitrices des cellules a grains (Noguchi et al., 2011,
2008 ; Yehuda et Meyer, 1991). Dans notre étude, les souris traitées par injections répétées de
corticostérone de J8 a J15 PN présentaient une diminution d’expression des génes codant pour les
récepteurs aux glucocorticoides et les récepteurs CRH-R1 et CHR-R2. Ces résultats suggerent que
I'injection répétée de glucocorticoides pourrait donc altérer les étapes de mise en place des
différentes couches cellulaires du cervelet en modulant I'expression des genes codant pour la CRH,
ses récepteurs CRH-R1, CRH-R2 et les récepteurs aux glucocorticoides. Toutefois, cette modification
d’expression des genes pourrait refléter un retard de développement caractérisé par une
diminution du nombre de cellules dans la couche granulaire interne et une diminution de
I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje. Cependant, il est difficile d’interpréter
précisément ces résultats étant donné que les analyses en qPCR ont été effectuées sur le cervelet

entier alors que I'analyse morphométrique a été détaillée sur plusieurs lobules.

Protéines du cytosquelette a J15 PN

Aucune modification d’expression des génes codant pour MAP2 et NFL n’a été observée dans le
cervelet suggérant que 8 jours de traitement a la corticostérone sont insuffisants pour moduler
I’expression des genes codant pour ces deux protéines du cytosquelette. Cette absence de
modification peut s’expliquer par une immaturité tissulaire, plus particulierement de I’arborisation
dendritique des cellules constitutives du cervelet ou par une diminution du nombre de cellules dans
certains lobules comme dans le lobule paramédian. Chez la souris adulte, une injection de 6 jours
de corticostérone induit une augmentation de MAP2 et de NFL dans I'hippocampe (Zhao et al.,
2009). L'absence de modification dans notre étude a la fois dans le cervelet comme dans

I’hippocampe signerait une immaturité cellulaire dans ces deux structures.

Neurotrophines : BDNF et son récepteur TrkB a J 15 PN

Au sein du cervelet, le BDNF est normalement retrouvé au niveau du soma des cellules de Purkinje,
des dendrites des cellules a grains, des axones terminaux des fibres moussues et des cellules de
Golgi (Chen et al., 2016). Le TrkB a été mis en évidence au niveau du soma des cellules de Purkinje
(Yan et al., 1997), des cellules a grains et des cellules de Golgi (Rico et al., 2002). Plusieurs auteurs
ont montré que durant la période postnatale, le BDNF et son récepteur TrkB étaient impliqués dans

I’expansion de I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje (Carter et al., 2002, ; Minichiello
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et Klein, 1996 ; Rico et al., 2002) dont le pic de croissance se situe entre J8 et J15 PN (Manto et
Habas, 2013). Dans notre étude, les taux de transcrits de BDNF et de TrkB étaient identiques dans
les deux groupes de souris. L'expression du BDNF et de son récepteur n’étant pas perturbée, ceux-
ci pouvaient donc jouer leur role trophique sur I'arborisation dendritique des cellules de Purkinje.

Parallélement, le BDNF promeut la migration des futures cellules a grains de la couche granulaire
externe a la couche granulaire interne. En effet, il existe un gradient de BDNF au sein des différentes
couches cellulaires du cortex cérébelleux qui agit comme un facteur chimiotactique, fournissant
ainsi un signal directionnel précis pour la migration des futures a grains (Zhou et al., 2007). Dans
notre étude, I'expression du gene codant pour le BDNF n’étant pas modifiée par I'administration
de corticostérone, nous pouvons supposer que le role chimiotactique du BDNF n’était pas perturbé
et donc que le signal directionnel de migration des futures cellules a grains était maintenu.
Cependant, il est difficile d’interpréter précisément ces résultats étant donné que les analyses en
gPCR ont été effectuées sur le cervelet entier alors que I'analyse morphométrique a été détaillée
sur plusieurs lobules. Nous ne pouvons pas ignorer la possibilité que certains lobules puissent étre

atteints car exposés a la corticostérone au moment de leur fenétre de vulnérabilité.

Récepteurs glutamatergiques GIuR62 a J15 PN

Normalement, le récepteur GIuRS2 se distribue de J1 a J7 PN le long de I'arborisation dendritique
des cellules de Purkinje (Takayama et al., 1996 ; Kurihara et al., 1997). Puis dés J10 PN, ce récepteur
n’est fortement exprimé qu’au sein des épines dendritiques localisées sur les dendrites distales de
la cellule de Purkinje (Takayama et al., 1996 ; Zhao et al., 1998 ; Gounko et al., 2005) intervenant
directement dans la synaptogenése entre les cellules de Purkinje et les fibres paralleles (Cesa et al.,
2003 ; Kurihara et al., 1997). Parallélement, il estimpliqué dans le processus d’élimination des fibres
grimpantes non sélectionnées durant la phase de compétition fonctionnelle (Hashimoto et al.,

2001).

Dans notre étude, I'administration de corticostérone de J8 a J15 PN induit une diminution trés
importante de I'expression du gene codant pour GIuR82 suggérant ainsi une perturbation de la
synaptogenese. A noter également que cette étape du développement implique d’autres facteurs
tels que la CRH ou le BDNF qui modulent la densité des épines dendritiques des cellules de Purkinje
(Gounko et al., 2013 ; Morrison et Mason, 1998 ; Shimada et al., 1998). Or aucune modification
d’expression des génes codant pour ces deux neuromodulateurs n’a été observée dans notre étude.
Des expérimentations complémentaires évaluant la densité des épines dendrites seraient
nécessaires afin de déterminer si la diminution du transcrits de GIuRS2 est liée a un défaut de

synaptogenese.
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Par ailleurs, des mutations du géne codant pour GIuR&82, induisent une persistance de la multi-
innervation de la cellule de Purkinje par les fibres grimpantes. Celle-ci se traduit par un phénotype
moteur altéré avec ataxie, perte de la coordination et des défauts d’apprentissage dans la piscine
de Morris (Lalonde et al., 2003). Or dans notre étude, aucune conséquence fonctionnelle apparente

n’a été observée chez les souris du groupe « corticostérone ».

4. Effets de 'administration répétée et chronique de corticostérone de J8 a J15 PN et de J8 a J29
PN sur I'activité métabolique régionale a J15 et 2 J29 PN

Le marquage de la COX a 15J a permis de démontrer qu’une administration répétée de
corticostérone durant la période postnatale de J8 a J15 modifiait 'activité métabolique de
nombreuses régions de l'encéphale, particulierement le cervelet, structure en cours de
développement a cette période et plus spécifiquement la couche granulaire. Les variations
d’activité observées entre les lobules sont le reflet des différences temporelles du développement.
Le lobule paramédian ayant normalement une maturité fonctionnelle la plus précoce,
I'augmentation d’activité mise en évidence témoigne d’une activité synaptique glutamatergique
déja efficiente. La densité de marquage de la COX refléte I'activité neuronale autrement dit I'activité
synaptique (Mjaatvedt et Wong-Riley, 1988 ; Zhang et Wong-Riley, 1999). Chez les souris traitées a
la corticostérone de J8 a J15 PN, I’'hypométabolisme constaté dans les autres lobules cérébelleux
(vermis moléculaire et granulaire, simplex granulaire, crus | et Il granulaire) pourrait donc indiquer
un retard de développement, plus précisément un retard dans I'établissement des connexions
synaptiques entre les différentes cellules constitutives de ces lobules. Ce retard de développement
a également été observé par I'analyse morphométrique du cervelet qui a mis en évidence une
augmentation d’épaisseur des couches granulaires des lobules simplex et du vermis IV/V qui
pourrait étre le résultat d’'un défaut d’apoptose post-migration impliquant un défaut fonctionnel
de ces structures. Le lobule paramédian, seule structure atrophiée, présentait une augmentation
d’activité métabolique. Cette derniere pourrait étre une conséquence directe de I'atrophie ou
traduire un phénomene fonctionnel compensatoire. Cette seconde hypothése semble plus
probable étant donné que le lobule paramédian présente un hypermétabolisme associé a une

hypertrophie des couches granulaire et moléculaire a J29 PN.

Il est a noter que toutes les principales structures en connexion directe avec le cervelet sont
affectées, les noyaux réticulaires latéral, pontique et paramédian, I'olive bulbaire, le noyau rouge
parocellulaire, les noyaux vestibulaires, les noyaux thalamiques ventro-latéral et diffus (reuniens
rhomboide) et ainsi que le cortex préfrontal, principale cible efférente dans le cortex cérébral (Ito,

1984).
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L'administration répétée et chronique de corticostérone activait les cortex sensori-moteurs et les
structures impliquées dans les fonctions sensori-motrices : un hypermétabolisme a été observé soit
a J15 PN, soit a J29 PN, soit a J15 et 29 PN dans le cortex moteur primaire, le cortex moteur
secondaire antérieur, le cortex sensori-moteur primaire, le pallidum latéral, les noyaux thalamiques
ventro-latéraux, le noyau géniculé médial, le noyau rouge parvocellulaire, les noyaux vestibulaire
latéral et médiocaudal, le noyau prépositus, I'olive bulbaire et le lobule paramédian du cervelet. En
effet, le lobule paramédian est principalement impliqué dans des fonctions sensori-motrices
(Stoodley et Schmahmann, 2010), I’hypermétabolisme de ce lobule et des autres régions citées
précédemment pourrait étre associé au développement sensori-moteur de I'animal notamment a
ses activités d’exploration de I'’environnement qui débutent apres ouverture des yeux aux alentours
de J12 PN. Cette augmentation d’activité métabolique régionale pourrait aussi expliquer
I"'augmentation des fonctions motrices d’exploration observée dans le test du SHIRPA a J22 PN et
I'actimetre a J29 PN chez les souris traitées chroniquement a la corticostérone (résultats issus du

second volet de I'étude).

Les circuits des structures limbiques impliquées dans la gestion des émotions ont également été
affectés par I'administration répétée de corticostérone de J8 aJ15 PN : un hypermétabolisme a été
mis en évidence dans I’hippocampe postérieur, le noyau antérieur du thalamus, différents noyaux
hypothalamiques dont le noyau paraventriculaire, des noyaux végétatifs du faisceau solitaire et du
noyau moteur du nerf vague alors qu’'un hypométabolisme a été observé dans le noyau raphé
dorsal. AJ29 PN, I'administration chronique de corticostérone de J8 a J29 PN a également engendré
des modifications d’activité métabolique régionale dans I’hippocampe postérieur, le cortex

cingulaire et les noyaux hypothalamiques.

Un hypométabolisme a été observé a J29 PN au sein de la substance grise périaqueducale (PAG),
structure de relais entre le systeme limbique et les centres de contréle des comportements moteurs
stéréotypiques (Clark et al., 2005). La PAG regoit des informations issues du noyau central de
I'amygdale et émet des connexions neuronales vers I'hypothalamus régulant ainsi des fonctions
impliquées dans la survie de I'espece (rythme cardiaque, ventilation, comportement de défense,

autotoilettage, etc.).

L'activité métabolique des habenula latérale et médiale était également modifiée par
I’'administration de corticostérone : un hypermétabolisme de I’'habenula médiale et latérale a
respectivement été observé a J15 et a J19 PN. L’habenula latérale a pour réle principal de réguler
négativement la sécrétion des amines biogenes dans les noyaux du tronc cérébral, le raphé dorsal

(sérotoninergique), la substance noire et la VTA (dopaminergique) et le locus coeruleus

111



(norépinéphrine) (Clark et al., 2005). Dans notre étude, a J29 PN un hypométabolisme de deux
afférences de I'habenula latérale a été observée: dans I'hypothalamus latéral et la PAG
(Herkenham et Nauta, 1977). Aucune modification d’activité métabolique n’a été observée au sein
des structures cibles de I'habenula latérale (le raphé médian et dorsal, la substance noire, le
colliculus supérieur, le noyau reuniens, le pallidum ventral, le noyau parafasciculaire, I'aire
tegmentale ventrale et les noyaux thalamiques centro-médian, médio-dorsal et ventro-médian) a
J29 PN apreés un traitement chronique a la corticostérone administré de J8 a J29 PN. L’habenula
médiale a présenté un hypermétabolisme a J15 PN chez les souris traitées a la corticostérone. Cette
structure cholinergique recoit des afférences en provenance de I'hippocampe et se projette sur les
noyaux diffus du thalamus (noyau médio-dorsal, CM/CL, réticulée) (Clark et al., 2005). Son
hypermétabolisme observé a J15 PN chez les souris traitées a la corticostérone est a mettre en
paralléle avec I’lhypermétabolisme observé au sein des noyaux thalamiques CM/CL impliqués dans

I'activation cérébrale et par conséquent I'éveil cortical (+9,5 %, p= 0,0535).

Les injections répétées et chroniques de corticostérone ont également eu un impact 1) sur I'activité
métabolique de I’hippocampe postérieur présentant un hypermétabolisme aux deux ages testés.
L'hypermétabolisme observé a J15PN pourrait étre mis en parallele avec |'augmentation

d’expression du gene codant pour la CRH qui joue un role de neuromodulateur dans I’hippocampe.

» SECOND VOLET DE L’ETUDE

1. Impact d’une injection chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur le taux sérique de
corticostérone a I’age adulte.

Le dosage de corticostérone sérique a démontré que le taux basal de corticostérone était identique
entre les deux groupes de souris adultes suggérant que les réponses aux différents stress induits
par les tests comportementaux et par la mise a mort de I'animal effectuée apres le dernier test de
la plateforme visible de la piscine de Morris n’ont pas été altérées. Toutefois, dans I’'hypothalamus
les genes codant pour la CRH, le CRH-R1 et les GR étaient surexprimés dans le groupe des souris
traitées a la corticostérone indiquant que rétrocontréle normalement effectué par les
glucocorticoides sur I’hypothalamus pourrait étre inactif ou défectueux bien que la surexpression
du géne codant pour les récepteurs aux glucocorticoides laisse plutot envisager une diminution du

seuil de réponse au stress (ou hypersensibilité).

Dans I’hippocampe, les transcrits codant pour les récepteurs aux glucocorticoides étaient diminués.

De facon similaire, une étude clinique a révélé une diminution de I'expression du géne codant pour
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les récepteurs aux glucocorticoides dans I’hippocampe d’adultes victimes d’abus durant I'enfance
(Labonté et Turecki, 2012). Comme I’hippocampe a un réle majeur dans la régulation de I'activité
de I'axe HPA en réponse au stress, la baisse des transcrits suggere un défaut de la régulation
hippocampique sur I'axe HPA. Toutefois, le taux sérique de corticostérone étant similaire dans les
deux groupes de souris, les altérations seraient spécifiques permettant ainsi par le biais d’effets
compensatoires une sécrétion normale de corticostérone endogene. Ces résultats sont également
a mettre en paralléle avec I'activité neuronale augmentée observée dans |’hippocampe et
I'amygdale, deux structures participant directement a la régulation de I'axe HPA par le biais de

rétrocontréles respectivement négatifs et positifs.

2. Impact d’une injection de corticostérone de J8 a J15 PN et de J8 a J29 PN sur I’évolution
pondérale de I’animal

Le suivi du poids corporel des animaux du premier et du second volet de I’étude n’a montré aucune
différence intergroupe quel que soit I’age. Des études similaires d’injection de glucocorticoides lors
du développement rapportent plus généralement une perte de poids significative lors du
traitement, perte qui perdurait longtemps apres I'arrét des injections (Howard et Granoff, 1968 ;
Brabham et al., 2000). En effet, Shoener et al., (2006) ont observé une perte de poids chez I'animal
traité par glucocorticoides dés la période prénatale par le biais de la meére en gestation puis durant
la période postnatale via la mére allaitante. Ces effets ont été précisés par Brabham et al., (2000) :
les auteurs ont montré que I'impact sur I'évolution pondérale était dépendant de la période de
traitement, prénatale, postnatale ou pré- et postnatale. La diminution du poids corporel ne
s’exprimait durablement que dans le cas ou les injections débutaient au cours de la période
prénatale. Dans notre étude, les injections répétées ou chroniques de corticostérone ont intéressé
la période postnatale, les résultats observés concernant le poids des animaux sont donc
concordants avec les effets décrits dans la littérature. Aucune différence de poids n’a été observée
chez le rat adulte (3 mois) traité a la corticostérone (200 pug/mL dans I'eau de boisson) de J1 jusqu’au
sevrage (Catalani et al., 2002) ou chez la souris traitée par corticostérone (50 pg/mL dans I'eau de
boisson) de J1 a J4 PN (De Filippis et al., 2013). Cependant le poids des rats traités par
dexaméthasone (J3 : 0,5 mg/kg, J4 : 0,25 mg/kg, J4 : 0,125 mg/kg et J6 : 0,05 mg/kg) de J3 a J6 PN
est plus faible que celui des souris du groupe « contréle » mesuré entre J4 et J8 PN et a J20 PN
(Flagel et al., 2002). Des résultats similaires ont été observés chez le rat adulte ayant recu une
injection unique de dexaméthasone (1,5 mg/kg) a J7 PN (Benesova et Pavlik, 1989 ; Ferguson et

Holson, 1999 ; Ferguson et al., 2001). Ces résultats démontrent que la dexaméthasone aurait un
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impact délétere sur I’évolution pondérale de I'animal alors que la corticostérone n’aurait pas cet

effet.

3. Impact d’une injection chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur le phénotype moteur de
I’animal

Développement et maturation des fonctions sensori-motrices, des réflexes posturaux et
vestibulaires.

Le test du SHIRPA permet d’expertiser globalement la souris en évaluant la mise en place des
réflexes vestibulaires et posturaux, la tonicité musculaire, I'activité motrice, les fonctions
sensorielles, I'anxiété et certains parametres végétatifs. Ferguson et al., (2001) ont montré qu’une
injection de dexaméthasone a J7 PN induisait chez le rat une perturbation du réflexe géotaxique,
I’'animal se retournant plus lentement a J8 PN. De plus, les souris traitées a la dexaméthasone a J7,
J9 et J11 PN chutent plus rapidement de la grille verticale lors de I’évaluation du réflexe géotaxique
aJ25 PN. Cependant, ce n’est plus le cas lors de I’évaluation de ce réflexe a J26 PN (Maloney et al.,
2011). Une autre étude a montré qu’un traitement par dexaméthsaone de J3 a J6 PN altérait les
réflexes posturaux a J7 et J14 PN (Flagel et al.,, 2002). Dans notre étude, aucune différence
intergroupe n’a été observée a J15 et J22 PN pour I'ensemble des paramétres évalués. L'injection
de corticostérone durant la période postnatale n’induit donc pas d’altération majeure dans la mise
en place des fonctions motrices dans le premier mois de la vie postnatale de I'animal contrairement
a un traitement plus précoce. De plus, aucun signe évident d’anxiété ou de peur n’a été mis en

évidence.

L’administration de corticostérone de J8 a J29 PN induit un changement du phénotype moteur qui
s’inscrit et perdure a I’dge adulte.

A J22 PN, I'évaluation réalisée par le biais du SHIRPA a permis de démontrer que les souris traitées
a la corticostérone présentaient une activité motrice majorée par rapport aux souris du groupe
contrdle lorsque celles-ci étaient observées dans une enceinte close pendant 5 minutes (cylindre
transparent de 15 cm de diamétre). Cette hyperactivité a également été observée a J29 PN dans le
test de I'actimetre évaluant I'activité motrice spontanée. En effet dans trois des six parametres
mesurés, les souris du groupe corticostérone exercaient significativement plus de déplacements
horizontaux, de mouvements stéréotypés lents correspondant par exemple a des activités de
toilettage et de mouvements de redressement rapides participant a I'exploration. Des résultats
similaires ont été mis en évidence par Howard et Granoff (1968). lls ont démontré que des souris

traitées par corticostérone entre J2 et J14 PN via un implant sous-cutané présentaient une
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augmentation d’activité motrice mesurée quotidiennement par la distance parcourue dans une
roue. Cette activité motrice augmentée s’observait dés le début du test démarré a J13 PN et

perdurait aprés le traitement puisqu’elle s’exprimait a J26 PN.

A 3 mois, les souris du groupe corticostérone se caractérisaient par une hyperactivité dans cing des
six parametres enregistrés par l'actimétre. Un effet analogue a cette augmentation d’activité
motrice a également été retrouvé dans le test de la plateforme visible de la piscine de Morris ou les
souris du groupe « corticostérone » étaient plus rapides a embarquer sur la plateforme visible et
effectuaient un trajet plus court pour atteindre la plateforme visible que les souris du groupe
« controle ». L'augmentation d’activité motrice observée au cours du développement postnatal a
J22 et J29 PN s’inscrit donc durablement puisque celle-ci persistait a I’age adulte. Des résultats
similaires ont été mis en évidence chez les souris devenues adultes traitées par corticostérone des
la troisieme semaine embryonnaire jusqu’au sevrage (Pechnick et al., 2006). De plus, une injection
unique de dexaméthasone (1,5 mg/kg) a J7 PN induit chez le rat une augmentation d’activité
motrice évaluée dans un champ ouvert de J18 a J21 PN (Ferguson et Holson, 1999) et a 8 mois
(Benesova et Pavlik, 1989). Cet effet ergogene durable est classiquement attribuée a une
stimulation dopaminergique que nous n’avons pas mis en évidence dans les structures
dopaminergiques du mésencéphale lors du marquage de la cytochrome c oxydase. Il est possible
que les altérations cérébelleuses observées participent a cette modification comportementale,
puisqu’une telle hyperactivité dans ce méme test a été observée chez des souris ataxiques

présentant une dégénérescence cérébelleuse (Lalonde et Strazielle, 2007).

Cependant, deux études ont montré que le nombre de déplacements et de redressements dans un
champ ouvert était réduit chez le rat adulte ayant recu des injections de dexamethasone (1ug/g) a
J1, )3 et J5 PN (Felszeghy et al., 1993) et chez la souris adulte traitées par corticostérone de J2 aJ14
PN (Howard et Granoff, 1968). Par ailleurs, une injection de dexaméthasone (3 mg/kg) a 17, 19 et
J11 PN ou de J3 aJ6 PN (selon le protocole suivant : J3, 0,5 mg/kg ; J4, 0,25 mg/kg ; J5, 0,125 mg/kg
et J6, 0,05 mg/kg) n’a pas d’effet sur les performances motrices de la souris ou du rat évaluées dans
un champ ouvert a J21 PN (Maloney et al., 2011 ; Flagel et al., 2002). Des résultats similaires ont
été obtenus suite a un traitement par corticostérone (50 pg/mL dans I'eau de boisson) de J1 a J7
PN lorsque la souris évaluée dans un champ ouvert a I’'adge adulte (De Filippis et al., 2013). Ces
différents résultats démontrent que les effets des glucocorticoides sur |’activité motrice dépendent
de la période d’administration, de la dose et de la durée d’administration. L'absence de
modification du phénotype moteur observée dans ces études pourrait s’expliquer par la période de
traitement choisie. En effet I'animal ne débute ses activités d’exploration de I'environnement

gu’apres ouverture des yeux aux alentours de J12 PN.
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L’administration de corticostérone de J8 a J29 PN n’induit pas de comportement anxieux évident
a I'dge adulte.

Dans les 2 tests utilisés pour évaluer I'anxiété, le labyrinthe en croix surélevé et I'émergence, les
souris du groupe « corticostérone » ont présenté des résultats similaires aux souris du groupe
« controdle », indiquant que I’'administration de corticostérone durant la période de développement
postnatale n’induit pas de comportement anxieux évident a I'dge adulte. Des résultats similaires
ont été rapportés chez le rat adulte (a J57 PN) traité par injection unique de déxaméthasone (1,5
mg/kg) a J7 PN (Ferguson et al.,, 2001) et chez le rat (a J28 PN) traité par injection répétée de
déxaméthasone de J3 a J6 PN (I3, 0,5 mg/kg ; J4, 0,25 mg/kg ; 15, 0,125 mg/kg et 16, 0,05 mg/kg)
(Flagel et al., 2002) dans le test de I'émergence. De méme, les souris soumises a un traitement par
corticostérone (50 pg/mL dans 'eau de boisson) de J1 a J7 PN n‘ont montré aucune différence
significative avec le groupe contrdle dans le test du labyrinthe en croix surélevé effectué a I'age
adulte (De Filippis et al., 2013). Par ailleurs, lorsque le rat est traité a la corticostérone (200 pg/mL
dans I'eau de boisson soit 13,5 * 1,5 mg/rat/jour) de J1 PN jusqu’au sevrage, il passe plus de temps
a explorer les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé que le rat du groupe « controle »
(Catalani et al., 2000, 2002). En revanche, si la corticostérone (33,3 mg/L dans I'eau de boisson) est
administrée durant la période embryonnaire de E14 a E21, les souris devenues adultes (a J80 PN)
passent moins de temps dans les bras ouverts (Ceci et al., 2014). Ces différentes études montrent
gu'un phénotype anxieux n’est observé chez I'animal que lorsque |'administration de
glucocorticoides survient avant J2 PN. De plus, Radulovic et al., (1999, cités par Lalonde et Strazielle,
2017) ont démontré que chez la souris Balb/c, une injection dans I'hippocampe de CRH n’avait
aucun effet sur I'exploration des bras ouverts dans le test de labyrinthe en croix surélevé. Dans
notre étude, une diminution d’expression des genes codant pour la CRH et les récepteurs aux
glucocorticoides a été observée chez les souris traitées a la corticostérone sans pour autant
modifier les performances de I'animal dans le test du labyrinthe en croix surélevé. Ces résultats
montrent que le taux de ces transcrits dans I’hippocampe n’ont pas d’'impact dans ce test. Des
résultats similaires ont été rapportés par Bitran et al., (1998, cités par Lalonde et Strazielle,
2017) qui n’ont observé aucune modification de I'exploration des bras ouverts chez I'animal apres

injection de mifepristone, un antagoniste des récepteurs aux glucocorticoides.

L'injection de corticostérone durant la période postnatale ne semble pas affecter les performances
de I'animal dans le labyrinthe en T évaluées sur une période de dix jours. Cependant, la division du
test en deux périodes de 5 jours a montré que les souris traitées a la corticostérone n’alternaient
qgue dans la seconde période (J6 a J10). Ce résultat différentiel suggére une néophobie ou de

subtiles déficiences dans la mémoire spatiale qui disparaitraient a la répétition de la tache. Des
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études ont démontré que l'alternance spontanée découle de processus développementaux de
I’encéphale qui se mettent en place entre la seconde et la quatrieme semaine postnatale (Lalonde,
2002), période d’administration de corticostérone dans notre étude.

Il est intéressant de noter que la latence de décision des souris traitées a la corticostérone était
réduite de 50 % par rapport au groupe contréle sans pour autant atteindre la significativité, du fait
de la variabilité intragroupe. Ceci pourrait traduire une prise de décision plus rapide, une impulsivité
sans que les capacités d’exploration soient désordonnées suggérant a nouveau des modifications

du systéme dopaminergique (Clark et al., 2005).

Effets de I'administration de corticostérone de J8 a J29 PN sur la coordination motrice des souris
a I'dge adulte.

La coordination motrice ne semblait pas affectée puisqu’aucun des tests n’a montré une altération
dans ce sens. Au contraire, les souris du groupe corticostérone présentaient des performances
motrices supérieures a celles du groupe controle dans le test du rotarod. En revanche, les
performances motrices évaluées sur une barre en rotation constante (2,5 rpm) étaient minorées
dans I'étude Howard et Granoff (1968) chez les souris adultes traitées a la corticostérone de J2 a
J14 PN et chez le rat adulte ayant recu une injection de déxaméthasone (0.2, 1 ou 3 mg/kg) a J7 PN
(Benesova et Pavlik, 1989). D’autres études ont montré qu’un traitement a la dexamethasone (3
mg/kg) plus tardif a J7, J9 et J11 PN n’affectait pas les performances dans le test du rotarod chez la
souris évaluée a J28 et J29 PN (Maloney et al., 2011). Ces résultats montrent que les effets a long
terme des glucocorticoides dépendent de la période d’administration durant le développement, de
la molécule (corticostérone ou déxaméthasone) et de la dose.

Un traitement a corticostérone a I'dge adulte (souris 3 mois) a montré des résultats semblables,
sans modification dans le test du cintre et de la poutre et une altération dans le rotarod. Cependant,
les souris traitées présentaient une diminution des performances en lien avec une augmentation
de la transcription des genes codant pour les récepteurs aux glucocorticoides et une diminution de
la transcription des genes codant pour le CRH-R1 (Harlé et al., 2017). Paralléelement Bishop et King
(2013) ont montré qu’une injection d'astressine, un antagoniste de la CRH engendrait un déficit des
performances motrices dans ce méme test. Ces différents résultats montrent I'intérét du test du
rotarod pour les études qui évaluent I'impact de |'activation de I'axe HPA par un traitement aux
glucocorticoides ou I'application d’un stress.

Le role du cervelet dans le contréle de I'aspect temporel de la coordination motrice pourrait peut-

étre expliquer en partie les résultats différentiels obtenus dans les trois tests.
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Effets de 'administration de corticostérone de J8 a J29 PN sur les capacités d’apprentissage et de
mémorisation des souris a I’dge adulte.

Le test d’apprentissage visuo-spatial dans la piscine de Morris a montré que I'administration
chronique de corticostérone en période postnatale n’affectait pas les capacités d’apprentissage des
souris (5 premiers jours du test). Les résultats sont tres variables dans la littérature. Brabham et al,,
(2000) ont rapporté un résultat similaire chez des rats adultes ayant subi une exposition a la
dexaméthasone au cours du développement pré et postnatal via une administration sous-cutanée
de la drogue chez la mere. A contrario, des rats traités par dexamethasone a J4 PN (DeKosky et al.,
1982 ; Vicedomini et al., 1986) ou a J7 PN (Ferguson et al, 2001) présentaient un retard
d’apprentissage de la localisation de la plateforme immergée a I'dge adulte. En revanche, les rats
ayant subi une administration chronique de corticostérone (200 pg/mL dans I'eau de boisson)
durant la période postnatale (de J1 a J21 PN), étaient plus rapides a embarquer sur la plateforme
immergée lors de la réalisation du test a I’age d’un mois, deux mois ou trois mois. A noter qu’aucune
différence n’était observée dans le test de la plateforme visible (Catalani et al.,, 1993 ; 2002). Il
semblerait donc que les variations soient dépendantes du type de molécule et des modalités

d’administration.

De plus, dans notre étude, les souris du groupe « corticostérone » étaient plus rapides a embarquer
sur la plateforme visible et effectuaient un trajet plus court pour atteindre cette plateforme que les
souris du groupe « contrble ». Des résultats similaires ont été obtenus chez le rat traité par
corticostérone (250 ug/mL dans I'eau de boisson) de J5aJ9 PN ou de J13 a J17 PN lors du test de la
plateforme visible réalisé a J21 PN (McCormick et al., 2001). En paralléle dans notre étude, les aires
primaire et secondaire du cortex visuel, essentielles a cette tache, présentaient une augmentation
d’activité métabolique chez les souris du groupe « corticostérone » par rapport a celle du groupe

« controle ».

Dans le test de rétention qui évalue la mémorisation a long terme de la tache, les souris du groupe
contréle ont passé plus de temps dans le bon cadran en comparaison a un temps théorique
correspondant au temps passé dans le bon cadran de fagon aléatoire. Ce n’était pas le cas pour les
souris du groupe corticostérone. Ces résultats suggerent que I'administration chronique de
corticostérone durant la période postnatale n’altére pas les capacités d’apprentissage mais qu’elle
aurait un impact sur la mémorisation spatiale d’une tache.

L’absence de significativité intergroupe au niveau de la mémorisation indique que les capacités de
mémorisation sont faiblement altérées. |l serait intéressant d’évaluer les souris a des ages plus
tardifs afin de vérifier I’évolution de ce trouble et I'impact durable sur les facultés de mémorisation

de la souris.
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Conclusion

L'ensemble des résultats obtenus lors de I’étude comportementale montre que I'administration de
corticostérone durant la période postnatale induit un changement de phénotype moteur qui
s’inscrit et perdure a I’'dge adulte suggérant des modifications morphologiques et neurochimiques
du systéme nerveux central et plus précisément des structures de contréle impliquées dans les

différents tests évalués.

4. Impact d’une injection chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur la morphométrie
cérébelleuse et hippocampique a I’age adulte.

Les résultats obtenus lors de I'évaluation de la morphométrie cérébelleuse et hippocampique
montrent que I'administration de corticostérone durant la période postnatale engendrerait des
modifications dans le développement et I'organisation architectonique du cervelet et de
I’hippocampe. Toutefois, on ne peut nier I'effet du comportement et plus particulierement des
deux derniers tests qui sont basés sur un apprentissage de plusieurs jours. En effet, une activité
motrice peut induire des modifications morphologiques du cervelet ou du striatum. Par exemple,
chez le rat, une tache sensori-motrice augmente la synaptogénese (Kleim et al., 1998) et induit une
hypertrophie des astrocytes dans le cortex cérébelleux (Kleim et al., 2007). Une tache sensori-
motrice répétée peut aussi induire une augmentation du volume du cervelet chez le sujet sain (Ben-

Soussan et al., 2015).

Par ailleurs, les corrélations entre les résultats morphométriques du cervelet et les résultats
comportementaux ont permis de préciser I'implication de lobules spécifiques du cervelet dans des
comportements moteurs et certaines fonctions cognitives requises pour des tests
comportementaux. Des auteurs ont démontré qu’une augmentation du volume cérébelleux était
positivement corrélée avec de meilleures performances sensori-motrices chez les patients
présentant une atrophie spinocérébelleuse (Hernandez-Castillo et al.,, 2016, 2017 ; Richter et al,,
2005 ; Selvadurai et al., 2016) et chez les patients sains (Dimitrova et al., 2008). Dans notre étude,
I’'augmentation de volume de crus Il était corrélée a une augmentation des performances motrices
dans le test du rotarod. Lors de ce test, la souris doit constamment adapter la vitesse d’exécution
du mouvement a l'accélération progressive de la barre en rotation. Cette tache pourrait donc
requérir entre autres, certaines fonctions cognitives comme |’attention (capacité a étre en alerte a
son environnement), ou certaines fonctions exécutives (capacité a s’adapter au changement). Or
Stoodley et Schmahmann (2010) ont montré que le lobe postérieur du cervelet et notamment le
lobule crus Il était activé durant I'exécution de taches impliquant la mémoire de travail, les

fonctions exécutives ou des taches spatiales. Dans le test du rotarod, les performances des souris
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traitées chroniquement a la corticostérone durant la période postnatale pourraient étre liées a
I"augmentation d’épaisseur de la couche moléculaire de crus Il.

Ainsi, ces résultats démontrent que le phénotype moteur observé chez la souris traitée a la
corticostérone pourrait refléter, au moins en partie, des modifications structurales et/ou

biochimiques au sein du cervelet.

Par ailleurs, la diminution d’épaisseur de la couche granulaire du lobule simplex était corrélée
négativement avec le nombre de mouvements horizontaux rapides mesuré dans l'actimetre
réalisée a 3 mois. Des résultats similaires ont été rapportés chez les mutants cérébelleux ataxiques
(Lalonde et Strazielle, 2017) et chez les rats présentant des diminutions du cortex cérébelleux
induites par une exposition aux rayons-X de J8 a J15 PN ou de J12 a J15 PN (Pellegrino et Altman,

1979).

5. Effets d’'une administration chronique de corticostérone de J8 a J29 PN sur l'activité
métabolique régionale de I’encéphale a I’age adulte.

Parmi les 105 régions de I'encéphale évaluées, des modifications de I'activité métabolique ont été
observées chez les souris traitées a la corticostérone dans des structures bien précises. Une
augmentation du métabolisme régional intéressait certaines régions en lien direct avec les taches
comportementales imposées aux animaux : I’hippocampe antérieur, les cortex visuels, le noyau
vestibulaire latéral et aussi le noyau dentelé du cervelet sont des structures impliquées dans les
apprentissages visuo-spatiaux et par conséquent, normalement activées dans les tests du rotarod
et de la piscine de Morris. Les corrélations observées entre les performances sensori-motrices dans
le test du rotarod et I'hypermétabolisme du gyrus denté de I'hippocampe postérieur et
I’hypométabolisme de la couche granulaire du lobule simplex confirment I'implication de ces
structures dans le test du rotarod. De plus, plusieurs études ont démontré I'implication du cervelet
dans le test d’apprentissage visuo-spatial de la piscine de Morris (Kennard et al., 2011). En effet, la
souris présentant un déficit dans la transmission nerveuse au niveau des cellules de Purkinje
(knockout du gene codant pour les canaux sodiques) a des capacités d’apprentissage spatial
moindres (Woodruff-Pak et al., 2006). En revanche, les performances obtenues dans la plateforme
visible n’étaient pas altérées suggérant que les défauts d’acquisition et de rétention de la mémoire
spatiale sont indépendantes des déficits moteurs. Les mutants cérébelleux présentent aussi des
déficits dans I'apprentissage (Lalonde et Strazielle, 2003a). Hilber et al. (1998) suggérent que le
cervelet n’était pas nécessaire a I'apprentissage d’une tache spatiale mais avait un réle crucial dans
la rétention de la mémoire spatiale (mémoire a court terme). Les résultats obtenus dans notre

étude sont donc concordants avec les données de la littérature.
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Une hyperactivité était également observée au sein du systéeme limbique, plus précisément de
I'hippocampe (entre +7 et 12% en fonction de la région considérée) et de I'amygdale (entre +9 et
+15%), deux régions impliquées dans les apprentissages, les émotions et |'anxiété, fonctions
intervenant notamment dans le test d’apprentissage visuo-spatial de la piscine de Morris (McGaugh
et al., 1996). Dans notre étude, les tests comportementaux ont été réalisés en fonction du degré
d’anxiété qu’ils peuvent générer, un ordre croissant a été respecté. Le dernier test effectué, la
piscine de Morris, était le test le plus anxiogéne. L’hyperactivité neuronale des amygdales basale,
latérale, centrale et corticale observée dans le groupe « corticostérone » suggére une
hypersensibilité de ces structures a I'age adulte lorsque I'animal est soumis a un test

comportemental anxiogéne.

L'intensité du marquage de la COX était également majorée au niveau des noyaux parabrachiaux
impliqués dans les fonctions végétatives se projetant sur I’hippocampe et I'amygdale (Clark et al.,

2005).

Concernant le cortex cérébelleux, les mesures de densité de marquage effectuées dans plusieurs
lobules : vermis IV/V, simplex, crus |, crus Il et paramédian ont mis en évidence une augmentation
de l'activité neuronale dans la couche moléculaire du lobule vermien IV/V alors que la couche
granulaire du lobule simplex présentait une diminution de I'activité métabolique neuronale en lien
possible avec I'épaisseur réduite de cette couche cellulaire mesurée préalablement sur les coupes
colorées au crésyl violet. Les corrélations établies entre I'activité métabolique de ces deux lobules
cérébelleux et les résultats comportementaux obtenus dans I'actimeétre, le test du rotarod et la
plateforme visible de la piscine de Morris témoignent du lien fonctionnel entre ces lobules
cérébelleux et ces différents tests. Par ailleurs, ces résultats confirment I'implication du cervelet

dans les fonctions motrices.

L'activité métabolique est principalement déterminée par I'activité synaptique afférente et
efférente sur les régions-cibles, les synapses activatrices (de type glutamatergique) nécessitant une
activité métabolique plus importante que les cellules inhibitrices (Wong-Riley, 1989). Les
glucocorticoides agissent sur les synapses glutamatergiques, a la fois sur les récepteurs, la libération
et I’élimination du glutamate (Popoli et al, 2012). Notre étude a permis de démontrer que
I’administration de corticostérone durant la période juvénile a un impact a long terme sur I'activité
métabolique neuronale observée a I'age adulte au sein de certaines régions de I'encéphale. Cet
hypermétabolisme pourrait étre la traduction de modifications pérennes de la transmission

glutamatergique mise en place au cours du développement postnatal.
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6. Evaluation de I'impact d’une administration chronique de corticostérone durant la période
postnatale sur I’expression a long terme des génes d’intérét

Hormones du stress

Le dosage de corticostérone sérique a démontré que le taux basal de ce stéroide était identique
entre les deux groupes de souris adultes suggérant que les réponses aux différents stress induits
par les tests comportementaux et par la mise a mort de I'animal effectuée apres le dernier test de
la plateforme visible de la piscine de Morris n’ont pas été altérées. Toutefois, dans I’hypothalamus
les genes codant pour la CRH, le CRH-R1 et les GR étaient surexprimés dans le groupe des souris
traitées a la corticostérone indiquant que rétrocontréle normalement effectué par les
glucocorticoides sur I’hypothalamus pourrait étre inactif ou défectueux bien que la surexpression
du géne codant pour les récepteurs aux glucocorticoides laisse plutot envisager une diminution du

seuil de réponse au stress (ou hypersensibilité).

Dans I’hippocampe, les transcrits codant pour les récepteurs aux glucocorticoides étaient diminués.
De fagon similaire, une étude clinique a révélé une diminution de I'expression du géne codant pour
les récepteurs aux glucocorticoides dans I’hippocampe d’adultes victimes d’abus durant I'enfance
(Labonté et Turecki, 2012). Comme I’hippocampe a un réle majeur dans la régulation de 'activité
de I'axe HPA en réponse au stress, la baisse des transcrits suggere un défaut de la régulation
hippocampique sur I'axe HPA. Toutefois, le taux sérique de corticostérone étant similaire dans les
deux groupes de souris, les altérations seraient spécifiques permettant ainsi par le biais d’effets
compensatoires une sécrétion normale de corticostérone endogéne. Ces résultats sont également
a mettre en parallele avec I'activité neuronale augmentée observée dans |'hippocampe et
I'amygdale, deux structures participant directement a la régulation de I’axe HPA par le biais de

rétrocontréles respectivement négatifs et positifs.

La CRH jouant un rble dans la plasticité synaptique et la potentialisation a long terme, une
diminution de I'expression des genes codant pour la CRH et son récepteur CRH-R1 dans
I’hippocampe pourrait expliquer les résultats obtenus dans la rétention du test d’apprentissage
visuo-spatial de la piscine. A noter que les effets d’une injection de corticostérone durant la période
postnatale s’inscrivent durablement puisque des modifications d’expression du géne codant pour

CRH-R1 avaient déja été observées chez les souris traitées a la corticostérone dgées de 15 jours.

Dans le cervelet des souris traitées, les genes codant pour la CRH et les GR étaient surexprimés. Ces
modifications témoigneraient de la vulnérabilité du cervelet a I'exposition d’'un stress dans
I’enfance. Dans cette structure, la CRH augmenterait I’excitabilité des cellules de Purkinje via trois
mécanismes, 1) en potentialisant I'effet des neurotransmetteurs endogénes excitateurs comme le

glutamate, 2) en bloquant I'effet des acides aminés inhibiteurs des cellules GABAergiques et 3) en
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réduisant I'amplitude de la phase d’hyperpolarisation post-transmission (lto, 2009 ; Bishop et al.,
2000). De plus, certaines études ont montré qu’une injection de CRH augmentait I’activité motrice
(Howard et Granoff, 1968) tout comme l'injection d’un antagoniste non spécifique a la CRH,
I'astressine, altérait la coordination locomotrice dans le test du rotarod (Bishop et King, 2013)
suggérant ainsi le role de la CRH et de ses récepteurs dans la régulation de la coordination motrice.
Harlé et al. (2017) ont obtenus des résultats similaires apres injection de corticostérone. L'ensemble
de ces études pourrait donc expliquer le phénotype moteur et plus précisément I'amélioration des

performances motrices dans le test du rotarod chez nos souris traitées.

Par ailleurs, une surexpression de la CRH conduisait a une atrophie du cortex cérébelleux (Goebel
et al., (2010). La surexpression du géne codant pour la CRH chez nos souris traitées a la
corticostérone pourrait étre mise en paralléle avec la diminution d’épaisseur de 21% observée dans

la couche granulaire du lobule simplex.

Protéines du cytosquelette

Dans I’hippocampe des souris traitées a la corticostérone durant la période postnatale, I'expression
du géne codant pour MAP2 n’était pas altérée alors que les transcrits NFL étaient diminués. Ces
résultats sont similaires a ceux rapportés par Zhao et al., (2009). Ces auteurs avaient démontré
gu’une injection chronique de corticostérone durant 16 jours induisait une diminution d’expression
du géne codant pour NFL sans modification d’expression du gene codant pour MAP2, suggérant
ainsi une sensibilité plus marquée de la protéine NFL aux glucocorticoides. De plus, Cereseto et al.,
(2006) ont démontré qu’une atrophie des dendrites des cellules pyramidales de I’hippocampe était
associée a une diminution de la transcription du géne codant pour MAP2. Dans notre étude,
I'expression du géne de MAP2 n’est pas altérée, de méme qu’aucune atrophie des régions
hippocampiques CA1 et DG n’a été mise en évidence chez les souris du groupe corticostérone.
MAP2 intervient principalement dans la croissance en longueur (Teng et al., 2001), la stabilité et la
forme des dendrites (Derksen et al., 2007). La protéine NFL, quant a elle, participe au maintien et a
la régulation de la plasticité du cytosquelette en modulant la croissance du diamétre axonal et ainsi
le transport axonal (Zhao et al., 2009). Ces protéines étant impliquées dans la plasticité neuronale
activée dans l'apprentissage et la mémorisation, la diminution d’expression de NFL pourrait
expliquer le faible défaut de mémorisation a long terme observé dans le test de la piscine malgré

la préservation des capacités d’apprentissage.

Plusieurs études (Zhao et al., 2009 ; Cereseto et al., 2006 ; Teng et al., 2001) ont montré qu’un exces

de glucocorticoides pouvait avoir des effets délétéres sur I'expression des protéines du
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cytosquelette aboutissant ainsi a une atteinte morphologique des dendrites, eux méme
responsables de I'atrophie et des altérations fonctionnelles de I"hippocampe. Le cervelet étant
également une structure vulnérable aux glucocorticoides, les variations différentielles d’expression
des génes codant pour ces 2 protéines, MAP2 et NFL (augmentation du taux de transcrits de NFL et
la diminution du taux de transcrits de MAP2) supposent des modifications architectoniques au sein
du cervelet probablement induites par I'administration chronique de corticostérone durant la

période de développement postnatale du cervelet.

Toutefois, il convient également de prendre en considération les effets des tests comportementaux
moteurs et plus particulierement des deux derniers tests, le rotarod et le test d’apprentissage visuo-
spatial de la piscine de Morris, basés sur un apprentissage de plusieurs jours. Cet apprentissage
moteur et visuo-spatial faisant appel a la plasticité neuronale, devrait donc modifier I'expression

des protéines du cytosquelette.

Neurotrophines : BDNF et son récepteur TrkB

Les souris traitées a la corticostérone durant la période postnatale n’ont présenté dans
I’hippocampe et le cervelet aucune modification d’expression du gene codant pour le BDNF
suggérant ainsi que I'administration de corticostérone de J8 a J29 PN n’a pas d’effet délétere a long

terme sur son expression.

Par ailleurs, cette absence intergroupe de modification dans expression de BDNF est a mettre en
paralléle avec I'absence de comportement anxieux évident observée a I'dge adulte chez les souris
du groupe « corticostérone ». En effet, plusieurs études ont montré par analyse post mortem que
le taux de transcrits du BDNF dans I'hippocampe était diminué chez les patients dépressifs

suicidaires (Karege et al., 2005 ; Dwivedi et al., 2006).

Récepteurs glutamatergiques : GIuR62

Chez la souris devenue adulte, aucune modification d’expression du gene codant pour le GIuR62
n'a été observée dans le cervelet chez les souris traitées a la corticostérone durant la période
postnatale. Pourtant des études ont montré que ce récepteur était vulnérable a une exposition
chronique de corticostérone (Popoli et al., 2012).

Ce récepteur est normalement impliqué dans la transmission synaptique entre les fibres paralleles
et les cellules de Purkinje. Dans notre étude, I'absence de modification d’expression du géne codant
pour le GIuRS2 suggére que la transmission synaptique entre les fibres paralléles et les cellules de

Purkinje n’est pas perturbée comme en témoigne les performances motrices des souris dans les
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tests comportementaux expertisant la coordination motrice et les capacités d’apprentissage de

I"animal.

» CONCLUSION et PRESCEPTIVES

L'administration de corticostérone est une méthode qui permet de mimer les effets d’une
exposition a un stress en augmentant artificiellement le taux de glucocorticoides. Chez I'animal
adulte, des taux supraphysiologiques de corticostérone ou un stress chronique sont souvent
associés a un phénotype dépressif avec atteinte du systeme limbique, des troubles de la mémoire
et un effondrement des marqueurs de la neuroplasticité. Chez I'animal en cours de développement,
les glucocorticoides étant impliqués dans plusieurs phases de la mise en place tissulaire, des taux
supraphysiologiques de corticostérone ou un stress chronique induisent des effets directs sur
I’organisation architectonique du SNC mais aussi la maturation de I'axe HPA pouvant induire a long
terme des troubles psychomoteurs (Pascual et al., 2006 ; Noguchi et al. ,2011 ; Maloney et al.,

2011 ; Schmidt et al., 2002).

Notre étude s’est intéressée a une fenétre peu exploitée dans la littérature, notre but était plus
particulierement d’évaluer le développement du cervelet et de structures n’ayant pas terminé leur
organisation tissulaire a la naissance. Ainsi notre fenétre d’injection correspond a la période ol
I'acquisition sensori-motrice est prépondérante et les tests comportementaux utilisés ciblent tout
particulierement ces fonctions. Le volet émotionnel et dépressif n’a pas été spécifiguement évalué
a I’age adulte. Les tests comportementaux pour évaluer ce volet sont trés anxiogenes et il aurait
été tres difficile de les associer a nos tests comportementaux moteurs sur une méme population

de souris sans induire de biais.

Afin d’étre plus proche des études cliniques, nous aurions pu utiliser un modele de stress différent,
I’exposition a une odeur de prédateur, la séparation maternelle, ou encore I'isolement de I'animal.
Le choix de la drogue est déterminé en fonction du but recherché (Demuyser et al., 2016). La
dexaméthasone est généralement utilisée en traitement aigu pour mimer la situation clinique
d’injection de glucocorticoides lors d’'une souffrance néonatale. Notre objectif était de créer un
modele de stress chronique d’intensité moyenne tel qu’il peut étre constaté lors d’une maltraitance
dans la petite enfance. Zhao et al. (2009) ont montré que 6 jours d’injection de corticostérone (20
mg/kg) avaient plutdt un effet antidépresseur alors qu’une administration chronique entre 18 et
36 jours induisait un comportement dépressif chez I'animal. Une autre étude menée chez le rat

adulte, a montré que des symptémes dépressifs n’apparaissaient que pour des doses importantes
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supérieures a 20 mg/kg (Gregus et al., 2005). Notre choix de concentration de 20 mg/kg a été dicté
par ces études, mais aussi par des expérimentations effectuées au laboratoire sur les effets de
I’'administration de corticostérone a cette concentration chez I'adulte en aigu, répétée pendant 6

jours (Harlé et al., 2017) et en chronique pendant 21 jours (travaux non publiés).

Nous avons administré la corticostérone en sous-cutané au niveau cervical. Les études proposent
différents modes d’administration, I'injection intrapéritonéale est réservée a des traitements aigus.
Pour un traitement chronique, trois méthodes d’administration sont rapportées: l'injection
guotidienne en sous-cutanée, I'apport de la drogue par I'eau de boisson, ou la pose d’un implant a
libération prolongée. Une étude comparative entre ces différentes méthodes a démontré que par
la méthode d’injection en sous-cutané, les animaux adultes ont présenté un taux sérique élevés de
glucocorticoides durant toute la période de traitement alors que les animaux ayant été implantés
avec une pastille de corticostérone ou ayant consommé une eau de boisson contenant de la
corticostérone ont montré respectivement ou une augmentation transitoire ou aucune
modification du taux sérique de glucocorticoides (Demuyser et al., 2016 ; Kott et al., 2016). De plus,
seuls les injections de corticostérone ont induit un comportement dépressif chez I'animal (Kott et
al., 2016). C'est pourquoi dans notre étude, les injections de corticostérone de maniére répétée et
chronique ont été préférées aux deux autres méthodes d’administration. De plus, seule I'injection

permet de connaitre précisément la quantité de corticostérone délivrée pour chaque animal.

Des auteurs ont émis I’hypothese qu’une expérience stressante durant I’enfance ou I'adolescence
pourrait avoir des répercussions a I’'age adulte si elle survient durant une fenétre temporelle de
vulnérabilité autrement dit une période critique durant laquelle certaines structures du systéme
nerveux central sont en développement ou en phase de maturation (Heim et Binder, 2012). La
fenétre temporelle utilisée pour notre traitement est peu exploitée dans la littérature et nous a

permis de mettre en évidence des résultats importants :

1) Une dérégulation de I’axe HPA a été observée durant la phase d’administration, a I'identique
des résultats obtenus chez I'adulte sous traitement chronique, sans effet persistant évident a
I’age adulte. Notre période d’injection correspond a un age juvénile pour la souris. Dans la
littérature, des études ont montré que des périodes plus précoces ou plus tardives durant
I’adolescence et la puberté sont plus vulnérables aux effets de la corticostérone et plus a risque de

développer un état dépressif a I’age adulte (Lupien et al., 2009 ; Patchev et al., 2014).

2) Le traitement a la corticostérone a eu des effets directs sur I’organisation tissulaire, a I’échelle

cellulaire, moléculaire et métabolique dans le cervelet et I’hippocampe, caractérisant un retard
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de maturation qui n’évolue pas vers la normalité puisque certains effets perdurent a I’age adulte.
Des variations de I'expression des genes a cet age suggerent des modifications épigénétiques. Il est
a noter que nous avons obtenu des variabilités interlobules dans I'’étude morphométrique et
neurochimique. Il serait judicieux d’analyser I'expression des différents genes étudiés non plus sur
le cervelet entier mais apres microdissection sur les différents lobules cérébelleux impliqués dans

les fonctions cognitives et motrices du cervelet.

Par ailleurs, il serait intéressant d’évaluer I'expression du géne codant pour la 11B-hydroxysteroid
désydrogénase de type Il dans le cervelet a J15 PN. Cette enzyme modeére les effets pro-
apoptotiques des glucocorticoides sur les précurseurs des futures cellules a grains et favorise leur
survie (Heine et al., 2011). A l'issue de leur migration, I’expression de la 113-HSD2 diminue, levant
ainsi les effets inhibiteurs exercés sur les glucocorticoides endogénes. Ces derniers contribuent
alors al’élimination de la couche granulaire externe par des mécanismes d’apoptose. Des variations
d’expression du géne codant pour cette protéine pourraient expliquer les variations d’épaisseurs
des couches granulaires externe et interne observées dans les lobules simplex, paramédian et

vermis IV/V a J15 et J29 PN chez la souris traitée a la corticostérone.

3) Une activité motrice augmentée apparait en phase de traitement et persiste a I’age adulte. Elle
est associée a une augmentation des performances dans la coordination motrice. Notre fenétre
d’injection est donc favorable a la maturation des lobules moteurs dont la mise en place est
concomitante a l'acquisition des fonctions motrices de base. Dans notre étude, concernant le
phénotype moteur, aucun effet délétére n’a été mis en évidence. L’'augmentation de I'activité
motrice obtenue contribuerait plutét a améliorer les performances motrices. Des études futures
sont nécessaires pour préciser la nature neurochimique et neuroanatomique de cette

hyperactivité.

Un aspect cognitif accompagne aussi les fonctions motrices plus élaborées comme la piscine de
Morris. Notre fenétre d’injection pourrait étre défavorable a la maturation des lobules impliqués
dans les fonctions cognitives du cervelet puisqu’une subtile diminution des performances
cognitives a été observée. Toutefois, I'implication du cervelet ne peut étre clairement identifiée
étant données les modifications également observées dans la formation hippocampique. Une
expertise a un age plus avancé serait intéressante afin de suivre I'évolution de ces effets avec le

vieillissement.
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Plusieurs études cliniques et modéles animaux ont suggéré qu’une expérience traumatisante vécue
précocement durant I'enfance ou I'adolescence représenterait un facteur de risque de développer
une pathologie psychiatrique telle que des troubles de I’humeur, des troubles affectifs ou cognitifs
(Tsankova et al., 2007, Lupien et al., 2009), ou un syndrome dépressif majeur (Heim et Binder,
2012). Cependant, certaines études cliniques ont montré que les effets d’'une exposition précoce a
un stress sont variables et certains patients font preuve de résilience méme lorsqu’ils sont exposés
a un nouveau stress a I’dge adulte. L'ensemble des résultats obtenus dans notre étude corroborent
cette hypothese selon laquelle un événement stressant survenant durant le développement peut

avoir des répercussions a I'age adulte.

Le cervelet étant également impliqué dans la régulation des émotions, il aurait été judicieux
d’inclure dans le protocole expérimental des tests comportementaux qui permettent d’évaluer ces
fonctions, comme par exemple, des tests d’interactions sociales mais qui ne sont pas dans
I’expertise du laboratoire. La région vermienne postérieure est principalement impliquée dans la
modulation des émotions (Tavano et al., 2007 ; Richter et al., 2005 ; Aarsen et al., 2004). Dans notre
étude, la division en deux selon le plan sagittal médian de I'encéphale des souris adultes n’a
malheureusement pas permis d’évaluer avec précision la morphométrie et |’activité métabolique
régionale de cette région cérébelleuse qualifiée de cervelet limbique (Stoodley et Schmahmann,

2010). Des études supplémentaires sont nécessaires pour expliquer cet aspect du cervelet.
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Tableau 23 : Morphométrie cérébelleuse et hippocampique chez la souris 15J en um.

* p< 0,05 **p<0,01. Gr = granulaire.

Controle Corticostérone p %
Simplex Gr externe 171 18+1.2 0.5418 +5,9%
Simplex Moléculaire 148 £4.2 149.7 +3.3 0.7526 +1,2%
Simplex Gr interne 117.7+3.6 1269+ 1.6 0.0393 +7.8%*
Crus | Gr externe 22.1+1.3 40.6+4.5 0.0341 +39.3 %*
Crus | Moléculaire 202.9+14.8 217.2+235 0.6378 +7%
Crus | Grinterne 195.7+18.4 226.8+21.4 0.2953 +159%
@ | Crus |l Gr externe 16.7+1.2 17.1+1.7 0.8509 +2,4%
g Crus Il Moléculaire 1447 £ 6.7 139916 0.5966 -3,3%
] Crus Il Grinterne 147.7 £ 8.3 153 +8.8 0.684 +3,4%
Paramédian Gr externe 279+1.2 219+1.2 0.0042 -21.5 %**
Paramédian Il Moléculaire 171.4+15 159.2+4 0.0178 -7 %*
Paramédian Il Gr interne 134.1+4.3 107.5+5.4 0.0022 -20 %**
Vermis Gr externe 15.6+0.7 21.6+1.7 0.0073 | +38.4 %**
Vermis Moléculaire 146.7+7.3 145.7 + 3.8 0.0975 -0,7%
Vermis Gr interne 157,9 £3.05 178.2 £ 8.7 0,0468 +12.9%
g CA1 Moléculaire 319.8 £ 10.5 363+12.6 0.0305 +13.5 %*
€ | CAl1 Oriens 673.7 19 677.6 £16.1 0.8791 +0,6%
§ CA1 Pyramidale 137+2.1 1442 +2 0.0270 +5.2%*
_g DG Moléculaire 2249143 220.5+7.7 0.6374 -2%
T | DG Granulaire 156.4+49 137.2+55 0.0205 -12.3 %*
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Tableau 24 : Morphométrie cérébelleuse et hippocampique chez la souris 29) um.

Controdle Corticostérone p %
Simplex Moléculaire 191+3 2055 0.0301 +6.9 %*
Simplex Gr 106.8+2.3 117.4+£2.8 0.0104 +10 %**
Crus | Moléculaire 290.1+4.7 256.3+11.7 0.0286 -11.7 %*
w | Crus|Gr 198.1+6.5 196+2.4 0.7535 -1%
% Crus Il Moléculaire 166.1+6.3 166.6 +5.4 0.9541 +0,3%
5 Crus Il Gr 140.2+2.6 135.6+5.1 0.3836 -3,3%
© | paramédian Il Moléculaire 202.8+4.4 219.1+3.1 0.0132 +8 %*
Paramédian Il Gr 116.2+5.1 145.7+7.0 0.0038 +25 %**
Vermis Moléculaire NM NM - -
Vermis Gr interne NM NM - -
g CA1 Moléculaire 665.2+11.7 699 + 8.6 0.0381 +5%*
g CA1 Oriens 400.6 £ 6 404 + 13 0.7914 +09%
8 CA1 Pyramidale 95.6+1.5 104544 0.0463 +9.7 %*
g DG Moléculaire 307.8+4.2 292.7+5.6 0.0452 -8.7 %*
I DG Granulaire 135.2+24 123.4+3 0.0072 -4.9 %**

* p< 0,05 **p<0,01. Gr = granulaire.
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Tableau 25 : Morphométrie cérébelleuse et hippocampique chez la souris adulte (3 mois) en um.

Controdle Corticostérone p %
Simplex Moléculaire 221 +8.7 204 + 8.5 0.0193 -8%
Simplex Gr 170+ 8.7 134+54 0.0018 -21 %**
Crus | Moléculaire 249+2.1 223+1.5 0.2560 -10%
w | Crus|Gr 209+2.1 190+ 1.5 0.3706 -10%
% Crus Il Moléculaire 177 +1.5 202 +1.5 0.0210 +13.2 %*
5 Crus Il Gr 128+ 1.5 143+4.3 0.0127 +11.7 %*
© [ paramédian Moléculaire 232,5+1.5 201,7t1.6 0.2234 -6%
Paramédian Gr 113+1.5 112+1.4 0.6721 -4 %
Vermis Moléculaire 279+6.7 245+5.9 0.553 -12%
Vermis Gr interne 185+7.3 171+6.4 0.6322 -7,6%
o CA1 Moléculaire 677.8+6.8 712.8 +10.5 0.0202 +5.2 %*
g' CA1 Oriens 403.6+84 436.7+£4.8 0.0029 + 8.2 %**
§ CA1 Pyramidale 84.6+2.4 91+1.2 0.0221 +7.9 %*
2 | DG Moléculaire 360.9+10.7 359.8+7.9 0.9333 -
T DG Granulaire 105+2.4 111.2+1.8 0.0476 +5.9 %*

* p< 0,05 **p<0,01. Gr = granulaire ; — non significatif.

168



ARTICLES

169



Neuroscience Research

Effects of corticosterone injections in mid-to-late mouse postnatal development on adult motor

activity and coordination

Magali Hernandez?®, Guillaume Harlé®!, Robert Lalonde®<, Catherine Strazielle*®*

2 Laboratory of Stress, Immunity, Pathogens (EA7300), Medical School, University of Lorraine,

Vandceuvre-les-Nancy, France
® CHRU Nancy, Vandceuvre-les-Nancy, France
¢EA 7475, Department of Psychology, University of Rouen-Normandie, Mont-Saint-Aignan, France

!Department of Pathology & Immunology, University of Geneva, Geneva, Switzerland (present

address for G. Harlé)
*Corresponding author

Laboratoire Stress, Immunité, Pathogénes (EA7300), Faculté de Médecine, Bat A/B 9, avenue de la

Forét de Haye, 54500 Vandceuvre-les-Nancy, France
Tel : +33 (3) 72 74 62 40 - Fax : +33 (3) 72 74 67 81
Email : catherine.strazielle@univ-lorraine.fr
Manuscript : 49 pages, 6 figures and 4 tables

Declaration of interest: none

170



ABSTRACT

Glucocorticoids are involved in the developing brain but, in excessive amounts, may depress its
growth and cause psychomotor development disorders. To test the long-term vulnerability of motor
structures such as the cerebellum to supraphysiological corticosterone (CORT), the hormone was
subcutaneously delivered at a dose of 20 mg/kg from postnatal day (P) 8 to P29 in C57BL/6 male
mice evaluated for sensorimotor functions at P15, P22, P29, and 3 months. Relative to placebo,
CORT increased motor activity in the open-field at P29 and 3 months as well as facilitating rotorod
acquisition and visuomotor control necessary for swimming towards a visible goal without affecting
spatial learning in the Morris water maze. CORT caused lobule-specific effects on cerebellar
morphology by decreasing granule cell layer thickness in simplex lobule but increasing molecular
and granule cell layer thickness in crus 2. The functional impact of these changes is indicated by
significant correlations found between cerebellar size and activity levels or proficiency on the rotorod

test of motor coordination.

Keywords: Corticosterone - Brain development - Cerebellum - Motor coordination - Spatial learning
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1. Introduction

Glucocorticoids and stress affect brain development (Qitzl et al., 2010; Heim and Binder, 2012; Bali
and Jaggi, 2015). On rat postnatal day (P) 7, dexamethasone administration depleted brain
glucocorticoid receptors (Benesova and Pavlik, 1985) and cortisol on P14-P18 lowered
corticosterone binding in frontal cortex, hippocampus, and hypothalamus (Ordyan et al., 2001). But
opposite results have been obtained on different administration schedules and different postnatal
days, as when corticosterone (CORT)-nursed rat offspring had higher (not lower as in the two
previous studies) hippocampal glucocorticoid receptors at P30 (Casolini et al., 1997) and adult
(Catalani et al., 2000) periods. Various neurochemical effects have been described even with a single

glucocorticoid dose (Contestabile, 2000; Katyare et al., 2003; Li et al., 2014).

Glucocorticoid receptors are expressed on cerebellar fetal neurons and maintained in the mature
structure (McEwen, 1987; Ozawa, 2005). CORT administered to rat dams on 17, 18, and 19 days of
gestation accelerated the decrement of the external granular layer in the offspring at P12 (Velazquez
and Romano, 1987), affecting as a consequence the dendritic arbor and spine density of Purkinje
cells (Rugerio-Vargas et al., 2007). A CORT injection on P7 induced cerebellar neural progenitor
cell death at the external granule cell layer (Noguchi et al., 2008) in a manner mimicked by inhibiting
the activity of hydroxysteroid-dehydrogenase-type 2 (HSD2), a glucocorticoid-metabolizing enzyme
(Noguchi et al., 2011), on a non-sonic hedgehog pathway (Noguchi 2014; Noguchi et al., 2015). But
opposite actions on cell survival occurred when CORT injected on P1-P12 increased cholinergic and
gamma-aminobutyric acid (GABA) neuron numbers in the rat diagonal band of Broca (Roskoden et

al., 2005).

Many experimenters have focused on the stress-hyporesponsive period during the first ten
postnatal days when blood corticosterone levels are minimal (Sapolsky and Meaney, 1986). We
sought instead to examine the effects of CORT administration during mid-to-late mouse postnatal
development (Brydges, 2016), corresponding to granule cell layer formation, Purkinje cell dendritic
arborization, and synaptic organization with both climbing and parallel fibers from P8 to P29

(Altman, 1972), on adult cerebellar-related morphology and behavior, comprising exploratory
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activity in tests of spontaneous alternation (Dember and Fowler, 1958; Lalonde, 2002), open-field
(Walsh and Cummins 1976), elevated plus-maze (Pellow et al., 1985; Cole and Rodgers 1993), and
emergence (Paré et al., 2001), motor coordination in stationary beam, coat-hanger, and rotorod tests
(Caston et al., 1995; Le Marec et al., 1997; Lalonde and Strazielle, 2007, 2015), as well as spatial
learning in the Morris water maze (Morris et al., 1982; DiMattia and Kesner, 1988; Joyal et al., 1996;

Noblett and Swain, 2003; Lalonde and Strazielle, 2007).

The effects of CORT on cerebellar morphology were determined on simplex, crus 1, crus 2, and
paramedian lobules, the hemispheric part of the dorsal posterior lobe. The adult cerebellar motor
syndrome occurs after lesions of anterior lobules | to V and of simplex and paramedian posterior
lobules (respectively, VI and VIIb), disrupting two-way pathways with neocortical and spinal
regions, whereas the cerebellar cognitive and mood syndrome occurs after lesions of posterior lobules
VI and VII, including crus 1 and crus 2, disrupting two-way pathways with neocortex (Timmann et

al., 2008; Stoodley and Schmahmann, 2010; Buckner, 2013).

2. Materials and methods

2.1 Animals

Four-week-old C57BL/6J mice were purchased from Charles River (L’ Arbresle, France) and coupled
to obtain pups. Mice were reared inside plastic transparent cages (32 cm x 21 cm x 17 cm for length,
width and height, respectively) with woodchip bedding under a 12/12 hr light-dark cycle, a
temperature of 23-25°C, a relative humidity of 27-30 %, and with food and water available at all

times.

Six litters were used in each group and the mouse pups (n=3-4 males in each litter) were injected
with CORT (Sigma-Aldrich, France) at a supra-physiological concentration of 20 mg/kg (CORT-
treated mice; n=11), based on a medium dose range where behavioral effects were obtained (Harlé
etal., 2017) or else injected with dimethylsulfoxide (DMSOQ) used as the vehicle (control mice; n=10)
from P8 to P29, day of birth being recorded as P1. In each litter, both types of treatment were

distributed equally between the males to minimize a litter effect. Female mouse pups were injected
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with physiological serum but excluded from the study. The mice were identified by felt pen markings
on their tail. All drugs were delivered subcutaneously once a day in a volume of 5 puL per gram body
weight of the animal between 8 and 10 AM for 21 consecutive days. At P15 and P22, the mice were
evaluated blindly in the SHIRPA (SmithKline/Harwell/Imperial college/Royal hospital/Phenotype
Assessment) primary neurological screen (Rogers et al., 1999), which comprises a battery of
neurobehavioral tests on several reflexes, sensorimotor functions, anxiety, and motor activity that
reflect the integrity and maturation of the central nervous system. At P29, the end of the injections,
male mice were separated and reared inside plastic transparent cages. The animals were kept in
groups (animals of same litter) but with different treatments (3-4 animals from the same litter per
cage treated with CORT or placebo). At 3 months of age, the mice were assessed on tests evaluating
spontaneous motor activity, anxiety, motor coordination, and spatial learning during 16 consecutive
days. The body weight of each mouse was recorded once a day during the injection procedure and
once a week from P29 to 3 months. This research protocol adhered to guidelines of the European
Council Directive (2010/63/UE) and animal care regulations at the University of Lorraine

(CELMEA-2012-0008).

2.2 Behavioral studies

The overall experimental design is illustrated in Fig. 1. [Insert Figure 1].

Behavioral tests were conducted during the afternoon (between 13:00 to 17:00) by an experienced
observer blind to group designation. The order of behavioral tests was conducted to minimize order
effects by starting with the least stressful to the most stressful test. We also minimized a possible
inter-test interaction by starting each new test on a different day while submitting both groups to the
same procedure, glucocorticoid administration being the only variable differing between the two

groups.

2.2.1 Evaluation during the postnatal developmental period (first month)

The mice were evaluated in the SHIRPA primary screen at P15 and P22 and in the actimeter at P29.
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The SHIRPA primary screen protocol was reported in detail by Lalonde et al. (2005). The mice
were first observed under a viewing jar during 5 min for motor parameters and number of fecal boli,
then transferred in an arena to record transfer arousal, locomotor activity, body and tail positions,
eye opening, piloerection, auditory startle, and touch escape. Lifted by the tail, the mice were then
assessed for postural reflexes. After landing on the horizontal grid, the mice were evaluated for
grasping the grid, grip strength when dragged by the tail across the grid, body tone, pinna and corneal
reflexes, as well as toe-pinch withdrawal of a hindlimb after squeezing with a handheld forceps. The
forepaws were then placed on a horizontal bar and the ability of the mice to hang suspended was
evaluated. Autonomic function such as skin color, heart rate, hindlimb tone, abdominal tone,
lacrimation, salivation, and provoked biting in response to a plastic probe gently put in their mouth
were observed. The drop righting reflex was then evaluated according to landing position followed
by contact righting when placed inside a small plastic tube. In the final SHIRPA test, the mice were
placed on a horizontal grid rotated towards a vertical position and assessed for negative geotaxis
(turns and climbs, turns and freezes, moves without turning, no movement, falls off the grid). These
observations were completed by noting whether any sign of fear (none, freezes during transfer
arousal), irritability (none, struggling during restraint), aggression (none or either provoked or non-
provoked biting), and vocalization (none or provoked while handling, as heard by the experimenters)
had occurred, together with measurements of body weight and length from tip of nose to base of tail.
Any other neurologic sign such as abnormal reflexes, notably limb-clasping or a bat-like posture, and

seizure activity, was also noted.

The photocell actimeter (Letica model LE8811, Bioseb, France) provided an evaluation of
exploratory activity. It contained a floor made of black perspex 45 cm x 45 cm in size and 36-cm
high transparent perspex walls. The device distinguished between fast (>10 cm/s) and slow (<10
cm/s) ambulatory, stereotyped, and rearing movements. Stereotyped movements included grooming
and rearing movements included jumping. The mice were placed in the center of the apparatus and

the number of movements was recorded in a 5-min session at P29.
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2.2.2 Evaluation at 3 months of age

The testing schedule for adult mice, executed during the afternoon, included the following tests:
spontaneous alternation in a T-maze (days 1-10), actimeter (days 1-3), elevated plus-maze (day 4),
emergence (day 5), stationary beam (day 6), coat-hanger (day 7), rotorod (day 8-10), and Morris
water maze (days 11-16). No mouse was pre-exposed to any apparatus except for the actimeter at
P29. We reported this battery in several articles and described the tests in detail (e.g. Lalonde et al.,

2008; Jacquelin et al., 2013)

The T-maze made of plywood consisted of two arms (length 30 cm, width 10 cm) perpendicular
to a central stem (length: 80 cm, width: 10 cm). Each part of the maze contained walls 20 cm in
height. On the initial trial, the mice were placed in the stem of the T-maze with the right arm blocked
by a plastic barrier (forced choice). After entering the available arm (4-paw criterion), the mice were
kept in it for 60 s by closing the barrier behind them. The mice were then retrieved and, after
removing the barrier, were immediately placed back in the stem for a free-choice trial. On the
following 9 days, the same 2-trial procedure was repeated except that the blocked arm on the first
trial was changed from right on odd days to left on even days. The number of alternations and the
latencies before responding during the choice trial were measured with a cut-off period of 60 s per

trial, after which time the mice were gently prodded from behind until responding.

The elevated plus-maze (Letica model LE 840, Bioseb, France) consisted of four cross-shaped
arms and a 10 cm x 10 cm central region. The enclosed arms and the open arms faced each other on
opposite sides. Entries, as defined by a 4-paw criterion, and time spent in enclosed and open arms
were measured together with open/total arm entry and duration ratios. The mice were placed in the
center, considered as enclosed time until an open arm was entered. The mice were evaluated in a

single 5-min session.

In the emergence test, the mice were placed inside a novel small toy object (orange-colored plastic
shoe, length: 13 cm, width: 6 cm, height: 7.5 cm) perforated with three holes (diameter: 3 cm) and

situated in the middle of a 41 cm x 27 cm enclosure made of white plastic and surrounded by 18-cm
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high walls. Latencies before emerging with two or four paws in contact with the floor were
determined in two 5-min trials with an intertrial interval of 60 min. Irrespective of whether emergence
occurred or not, the mice were allowed to explore the large enclosure for 10 s. In the three tests of
exploratory activity, the apparatus was wiped clean with a damp cloth and dried before evaluating

the next mouse.

In the stationary beam test, the mice were placed in the center of a round wooden beam 2.5 cm in
diameter, covered with adhesive tape, divided into 11 segments of 10 cm, and situated at a height of
70 cm from a mat-covered floor, to cushion any fall. The number of segment crossed (4-paw
criterion) and the latencies before falling were measured in a single 4-trial session with a 1 min cut-

off period and a 30-min intertrial interval.

In the coat-hanger test, the mice were placed upside down in the middle of a horizontal wire
(diameter: 2 mm,; length: 40 cm) situated at a height of 60 cm from a mat-covered floor. The mice
were released only after firmly gripping the bar with all four paws. Seven types of movement time
(MT) were compiled: latencies before reaching (snout criterion) the first 10-cm segment (MT-1) or
the extremity (MT-2) of the horizontal bar, latencies before reaching one of the two diagonal bars
with two, three, or four paws (MT-3 to MT-5), as well as latencies before reaching (snout criterion)
the midway point (MT-6) or the top (MT-7) of either diagonal bar. Latencies before falling and the
number of falls were also recorded. Whenever a mouse reached the top of the diagonal bar, it was
immediately retrieved and a score of 60 s given for latencies before falling. When a mouse fell, a
score of 60 s was given for all MTs not attained. The mice were observed during a single 4-trial

session with a 1 min cut-off period and a 20-min intertrial interval.

In the rotorod (Letica Rota-Rod/RS, Bioseb, France) test, the mice were placed on top of a
revolving beam moving at an initial speed of 4 rpm. The rotorod gradually accelerated from 4 to 40
rpm over a 2-min trial. Latencies before falling were measured in 8-trial sessions per day with a 15-
min intertrial interval. Whenever the mice rotated passively for two complete turns, the mouse was

removed and the trial counted as if it fell.
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The Morris water maze consisted of a round basin (diameter: 86 cm, height of each wall: 30 cm)
made of opaque white plastic and filled with water (22°C). Yellow plastic beads covered the water
surface to camouflage the escape platform (diameter: 8 cm). The platform was made of plastic and
pierced with holes for the purpose of providing a firm grip. The acquisition of the spatial task
consisted of placing the mice next to and facing the wall successively in north (N), east (E), south
(S), and west (W) positions, with the escape platform hidden 1 cm beneath water level in the middle
of the NW quadrant. When reaching the platform, the mice stayed on it for 5 s. Because mice
sometimes bump against the platform and continue swimming during the early trials, the criterion
adopted for reaching it throughout training was to remain on it for 5 s. The experimenter was hidden
from the view of the animal, but able to follow swimming trajectories on a video-monitor, on which
the pool was separated into 4 equally spaced quadrants. The number of quadrant entries (4-paw
criterion) and escape latencies were measured for 4 trials per session for 5 days, with an intertrial
interval of 15 min. After their swim, the mice were kept dry in a plastic holding cage filled with paper
towels. Whenever the mice failed to reach the escape platform within the maximally allowed time of
60 s, it was manually placed on it for 5 s. The day after the acquisition phase, a probe trial was
conducted by removing the platform and placing the mouse next to and facing the N side. The time
spent in the previously correct quadrant (4-paw criterion) was measured during a single trial of 60 s.
Ninety minutes later, the visible platform version of the Morris maze was performed, when the escape
platform was raised to a height of 1 cm above water level and shifted to the SE quadrant, with a pole
(7 cm in height) inserted on top of it to facilitate viewing by animals swimming with their head up.
As in the place learning task, quadrant entries and escape latencies were measured for 4 trials per
session with a cut-off period of 60 s per trial and an intertrial interval of 15 min, except that the test

was conducted on a single day.

2.3 Cerebellar morphology

2.3.1 Tissue preparation

At the end of the water maze test, the animals were rapidly anesthetized in a chamber saturated

with halothane. Blood samples were collected by cardiac puncture within less than 3 min to avoid
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changing CORT levels; brains were rapidly removed after decapitation and snap-frozen in cooled 2-
methylbutane. The blood was centrifuged at 3500 x g for 20 min at room temperature. Sera and brains

were stored at — 80°C until use.

2.3.2 Histological procedure

For each brain, freshly cut frozen sections 20 pum in thickness were stained with a 0.5% cresyl violet
(Sigma-Aldrich, France) solution for 30 min following the protocol proposed by Bolam (1992).
Images of half the left side of the cerebellum were digitalized with a camera on a light microscope
(Olympus, France). The cerebellar lobules were identified by means of the mouse brain stereotaxic
atlas of Franklin and Paxinos (1997). Layer thicknesses were measured by means of Image J software
(version 1.37, from the National Institutes of Health) after calibration with a micrometric slide
converting pixels into micrometers. Planimetry of the cerebellar cortex on the sections was verified
by observing that Purkinje cells formed a continuous line parallel to the lobule fissure (Yamasaki et
al., 2001; Zhang et al., 2006). In each lobule, measures were performed in its central segment with 6
measures per section from 2 sections per mouse. The measures integrated granular and molecular
layers, the latter including the Purkinje cell layer consisting of perikarya. The simplex lobule was
measured on two sections, 60 to 100 um separated from each other (between 5.8 and 6.2 mm posterior
to the bregma point). The paramedian lobule was similarly measured on two sections at a level
between 6.7 and 7.0 mm posterior to bregma. For crus 1 and crus 2 lobules, largely extended, two
sections between 6.2 and 6.5 mm posterior to bregma were chosen. As comparable sections among
animals were used, morphometric data were obtained from 7 to 9 mice in each animal group

depending on the lobule.

2.4 Serum CORT assay

CORT serum levels were evaluated by an enzyme-linked-immunosorbent assay (ELISA) kit
(Arbor Assays, Euromedex, France) according to instructions provided by the manufacturer. All

samples were analyzed together in duplicate. The CORT concentration, calculated from the standard
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curve, was expressed in ng/mL. The intra-assay and inter-assay coefficient variations were

respectively below 11% and 6%.
2.5 Statistical analyses

The results obtained on the SHIRPA in CORT- or control-treated mice were compared with the
chi-square test. Unpaired-t tests were used to compare the groups in the actimeter at P29 as well as
adult behaviors. In spontaneous alternation testing, control and CORT were each compared to a
theoretical control group performing at 50% chance by the Mann-Whitney U test. A two-way
ANOVA was used for three tests containing repeated measures (actimeter, rotorod, Morris water-
maze at 3 months of age). For the morphometric study, unpaired-t-tests were used for intergroup
comparisons and the data presented in the form of means + standard errors (SEM). Linear correlations
were tested in accordance with the restrictive standards proposed by Rousselet and Pernet (2012)
between the altered behavioral performances and cerebellar morphometric values of those lobules
that differed from normal values. For all statistics, the level of significance was set at P < 0.05 and

analyzed with StatviewTM 4.1 software.
3. Results
3.1 Body weight

For the entire period of drug injection (P8 to P29), body weight was similar in the two groups of
mice (F(1,19)=0.1, P > 0.05), with only the day effect being significant (F(1,20)=22.7, P < 0.0001)
as a result of normal mouse growth. Body weight was also unchanged on the final day of testing in

adults (26.2 g+ 0.4 and 26.1 g + 0.4 for CORT- and placebo-treated mice respectively).
3.2 SHIRPA

As presented in Table 1, CORT-treated mice were distinguishable from controls on only one
aspect of the SHIRPA battery: locomotor activity inside the perspex jar, where they appeared more

active at P22 (x?(2)=7.97; P < 0.05). On the contrary, the two groups were equivalent (P > 0.05) in
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squares traversed in the arena at P15 (3.5 + 0.7 vs 2.9 £ 0.6 respectively for CORT and controls) and

P22 (5.4 £ 0.8 vs 3.5 = 1.1 respectively for CORT and controls). [Insert Table 1]

3.3 Exploratory activity

In contrast to the negative result in the SHIRPA arena conducted for only 1 min, a hormone effect
was observed on 3 of 6 actimeter measures over a 5-min period at P29 (Fig. 2), where CORT -treated
mice were more active than controls in regard to slow ambulatory movements (t(19)=2.4, P < 0.05),
slow stereotypies (t(19) = 2.13, P < 0.05), and fast rears (t(19)=2.34, P < 0.05). [Insert Figure 2] As
seen in Fig. 3, CORT-treated mice were also more active than placebo-treated mice at 3 months of
age in regard to slow (F(1,19)=6.37, P < 0.05) and fast (F(1,19)=6.13, P < 0.05) ambulation, slow
(F(1,19)=6.03, P < 0.05) and fast (F(1,19)=6.61, P < 0.05) rears, and fast stereotypies (F(1,19)=5.03,
P < 0.05), slow stereotypies being at borderline significance (F(1,19)=4.34, P =0.05). [Insert Figure

3],

During the entire 10-day spontaneous alternation period, CORT-treated mice and controls
alternated above chance (respectively 60% £ 5, p < 0.05 and 74% % 4, p < 0.0001, Mann-Whitney).
Although CORT-treated mice (111.6 £ 18.65 s) had almost half the choice latencies of control-treated
mice (204.4 + 52.4 s), the results fell short of significance (t(19)=1.73, P > 0.05), possibly due to
high variations. In the elevated plus-maze (Table 2), CORT-treated mice had slightly more open arm
entries than controls at borderline significance (t(19)=2.05, P = 0.054), but these entries relative to
the total number of arm entries showed no intergroup difference (P > 0.05). Latencies before
emerging from the small compartment with two or four paws were equivalent between the two groups
of mice (Table 2). Only a trial effect was observed, emergence latencies being higher on the second

trial than the first (F(1,19)=15.9, P < 0.001). [Insert Table 2]

3.4 Motor coordination

Motor coordination was assessed on stationary beam, coat-hanger, and rotorod tests. On the
stationary beam (Table 3), none of the mice fell off the bar and distance travelled was similar for

CORT-treated mice and controls (P > 0.05). Likewise, CORT-treated mice did not differ from
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controls (P > 0.05) on any measure of the coat-hanger (Table 3). [Insert Table 3] However, CORT-
treated mice remained on the rotorod (Fig. 4) longer than control-treated mice (F(1,19)=4.83, P <
0.05). There was a borderline interaction (F(11,209)=1.69, P = 0.078) but no trial effect
(F(11,209)=1.52, P > 0.05). In view of the borderline interaction, we examined each day separately.
A trial effect appeared on day 1 (F(3,57)=7.7, P < 0.001) but tapered off on the two subsequent days

in the control group. [Insert Figure 4].

3.5 Spatial learning and visuomotor control

Only the day factor was significant for quadrants traversed (F(4,76)=2.79, P < 0.01) and escape
latencies (F(4,76)=10.18, P < 0.001) during acquisition of the hidden platform version of the Morris
water maze (Fig. 5). In the probe trial, CORT-treated (19.73 £ 2.46 sec) and controls (23.7 £ 2.9 sec)
did not differ (t(19)=1.05, P > 0.05). But when compared with a theoretical value of 15 s, control
mice spent more time in the target quadrant than chance (P < 0.05, Mann-Whitney) while CORT-
treated mice did not (P > 0.05). In contrast, CORT-treated mice had a lower number of quadrant
entries (- 25 %, p < 0.05) and faster escape latencies (- 41 %, P < 0.05) than controls in the visible

platform subtask. [Insert Figure 5]

3.6 Serum CORT levels

CORT-treated mice had equivalent serum corticosterone levels relative to placebo-treated mice (42.8

ng/mL % 15.2 and 40.7 ng/mL + 9.5, respectively P > 0.05).

3.7 Cerebellar morphometry

CORT-treated mice displayed smaller volumes in the simplex lobule (Fig. 6) and larger volumes
in crus 2. In particular, simplex granule cell layer thickness decreased, while both molecular and
granule cell layer thickness increased in crus 2 (Table 4). No morphological changes were uncovered

in motor cortex or striatum (data not shown).

The morphological alterations of the cerebellum were correlated with actimeter measures. Highly

significant correlations were observed between granule cell thickness of the simplex lobule and five
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parameters altered in the actimeter (r values between -0.74 and -0.83, P < 0.001) when the two groups
of mice were considered together, attesting to the link between structure and motor activity. More
especially in CORT-treated mice, the decrease in granule cell thickness of the simplex lobule was
inversely correlated with fast ambulation movements (r=-0.77, P < 0.05); correlation factors were
somewhat high for slow ambulation movements (r=-0.74, P = 0.052), fast rears (r=-0.74, p = 0.052),
and slow rears (r=-0.73, P = 0.06) without reaching significance, perhaps because of the small sample
size (n=7). The increased volume in the molecular layer of crus 2 was also positively correlated with
slow rears (r=+0.86, P < 0.01), both results indicating that mice with higher morphological changes
were more active. Besides, the increasing volume in the molecular layer of crus 2 was correlated with
higher fall latencies of the rotorod when considering the two groups of mice together (r=+0.59, p <

0.05), but more particularly in CORT-treated mice (r=+0.82, P < 0.05). [Insert Table 4 and Figure 6]

4. Discussion

CORT-infused mice from P8 to P29 acquired the rotorod task more swiftly as adults than placebo-
treated mice. Possible mediation of this effect by the cerebellum is indicated by the positive
correlation found between latencies before falling off the rod and increased molecular layer thickness
of crus 2, possibly caused by glucocorticoid-mediated alterations in growth factors (Mocchetti et al.,
1996). In contrast, rotorod acquisition slowed down in adult mice injected with CORT on P2-P14
(Howard and Granoff, 1968), adult rats injected with dexamethasone on P7 (Benesova and Pavlik,
1989), or mice injected and tested with CORT as adults (Harlé et al., 2017). CORT given on P2-P14
also slowed down the cerebellar-mediated conditioned eye-blink reflex in adult rats (Wilber et al.,
2011), but when given on P15-P17 facilitated at P28 trace eye-blink conditioning, a hippocampal-
mediated task (Wentworth-Eidsaune et al., 2016), though the latter result depended on type of
hormone delivery (Claflin et al., 2005, 2014). On the contrary, dexamethasone injected on P7, P9,
and P11 had no effect in mice performing the rotorod at P28 or P29 (Maloney et al., 2011). Rotorod
acquisition was likewise undisturbed at P27-P29 in rats injected with dexamethasone on P7
(Ferguson et al., 2001) or adult rats injected with dexamethasone on P4 (Vicedomini et al., 1986). In

summary, rotorod acquisition appears especially vulnerable after early onset and prolonged
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administration of glucocorticoids, as in the Howard and Granoff (1968) study when cerebellar
volume diminished in size (Howard, 1968), illustrating a defect on Purkinje cell maturation, which

is major during the first postnatal week for proximal dendrite maturation (Lee et al., 2007).

Positive associations have been obtained between cerebellar size or weight and other types of
behavioral performances. In particular, heavier cerebellar weight was correlated with better active
avoidance learning in normal rats (Villescas et al., 1979) and larger cerebellar size was correlated
with better sensorimotor performance in normal human subjects (Dimitrova et al., 2008) or patients
with spinocerebellar atrophy (Hernandez-Castillo et al., 2016, 2017; Richter et al., 2005; Selvadurai
et al., 2016). In an opposite manner, crus 1 volume was negatively associated with balance times in
a mixed population of young and old human subjects (Bernard and Seidler, 2013). Another factor to
consider is that sensorimotor training itself may lead to changes in cerebellar morphology (Ben-

Soussan et al., 2015; Kleim et al., 1998, 2007).

In contrast to the rotorod, we found no effect on stationary beam and coat-hanger tests or on any
SHIRPA test of postural control. Nevertheless, glucocorticoids administered during the first postnatal
week are liable to cause deficits in postural control. Dexamethasone injected on P7, P9, and P11
diminished wheel-running skills in mice tested at P75 or P88 and reduced their latencies before
falling from an inverted screen at P25, though not at P26 (Maloney et al., 2011). In addition, latencies
before turning up on an inclined surface increased at P8 in rats injected with dexamethasone on P7
(Ferguson et al., 2001) and rats injected with dexamethasone on P3-P6 had lower scores at P7 for
forelimb placing and postural extension reflexes and at P14 for postural and vibrissa reflexes (Flagel
et al., 2002). Pellet-reaching was less precise after CORT in rats injected and tested as adults (Metz
et al., 2005) or after combined administration of dexamethasone and aldosterone (Jadavji et al.,

2011).

The body weight of our CORT-treated mice was equivalent to that of controls. Likewise, body
weight was unchanged in rats at P11-P90 (Casolini et al., 1997; Catalani et al., 2002) and adult mouse
offspring (De Filippis et al., 2013) of CORT-administered lactating dams. However, body weight

may decrease when glucocorticoids are given prior to the second postnatal week. Rat pups injected
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with dexamethasone on P3-P6 weighed less than controls at P4-P8, P14, and P20 (Flagel et al., 2002)
and those injected on either P4 (DeKosky et al., 1982) or P7 (Benesova and Pavlik, 1989; Ferguson
and Holson, 1999; Ferguson et al., 2001) weighed less as adults. Other neonatal treatments affect
only neonatal measures, as when rat pups injected with dexamethasone on P3 weighed less at P7-
P28 but not P112 (Ferguson and Holson, 1999) and mouse pups injected with dexamethasone on P7,
P9, and P11 weighed less at P9-P28 but not P43 (Maloney et al., 2011). CORT given to mouse dams
in drinking water on gestational days 14-21 reduced offspring weight at P25-37 but not P112-P170

(Ceci et al., 2014).

Motor activity increased in our CORT-injected mice exploring the viewing jar at P22 and the
open-field at P29 and 3 months. Likewise, open-field horizontal and vertical activities augmented in
adult mouse offspring of dams receiving CORT in drinking water from the beginning of the third
week of pregnancy until weaning (Pechnick et al., 2006), as did wheel-running activity at P14 and
P16-P26 in CORT-injected mice on P2-P14 (Howard and Granoff, 1968). Moreover, a single
dexamethasone dose on P7 increased rat open-field activity and rears at P18-P21 (Ferguson and
Holson, 1999) and 8 months (Benesova and Pavlik, 1989). Yet the same dexamethasone injection on
P7 diminished rat open-field activity at P48-P51 without affecting such behavior at P105-P107
(Ferguson et al., 2001). Moreover, open-field ambulation and rears declined in adult rats after
dexamethasone injections on P1, P3, and P5 (Felszeghy et al., 1993), as did open-field activity at 2
and 4 months of age in CORT-injected mice on P2-P14 (Howard and Granoff, 1968). However,
CORT given to mouse dams in drinking water on gestational days 14-21 reduced home cage but not
open-field activity (Ceci et al., 2014) and dexamethasone injected on P7, P9, and P11 had no effect
on open-field activity in mice at P21 (Maloney et al., 2011), nor did open-field or home cage activity
change in adult mouse offspring of dams given CORT in drinking water on P1-P7 (De Filippis et al.,
2013) or open-field activity in rats at P21 after dexamethasone injections on P3-P6 (Flagel et al.,
2002). Thus, motor activity effects differ depending on time of administration and evaluation. Our

findings of hyperactivity are in line with those of Pechnick et al. (2006), Howard and Granoff (1968),
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Ferguson and Holson (1999), and Benesova and Pavlik (1989), but either no effect or hypoactivity

is found when glucocorticoids are administered prior to the second postnatal week.

Our finding of elevated ambulatory mobility was correlated with a thinner granule cell layer of
the simplex lobule. But higher slow-paced vertical mobility was correlated with a thicker molecular
layer of crus 2, illustrating a bidirectional structuro-functional link. In support of a cause-and effect
relation is the finding of hyperactivity in several mouse mutants with early-onset cerebellar atrophy
and ataxia (Lalonde and Strazielle, 2007) as well as in rats with cerebellar cortical depletion caused
by repeated X-ray exposures on P8-P15 or P12-P15 (Pellegrino and Altman, 1979). Known
regulators of dendritic spine development and plasticity (Liston and Gan, 2011), glucocorticoids may
play a direct role in the architectonic organization of the cerebellar cortex or an indirect one via
changes in calcium currents, extracellular glutamate, and NMDA receptors (Jacobs et al., 2006; Li

et al., 2014; Mori and Mishina, 2003).

Unlike the open-field, no hormone effect was discerned on our other exploration tests such as
spontaneous alternation, though this assay derives from brain development occurring during the
course of the second postnatal week (Egger et al., 1973). Likewise, adult spontaneous alternation in
rats was intact when CORT was administered in drinking water on P1-P10 (Macri et al., 2018). Ina
similar manner, emergence latencies were unchanged in our study and at P57 in rats injected with
dexamethasone on P7 (Ferguson et al., 2001) or at P28 when injected on P3-P6 (Flagel et al., 2002).
Moreover, no change occurred on the elevated plus-maze in our study or on the elevated zero-maze
in adult mouse offspring of dams given CORT in drinking water on P1-P7 (De Filippis et al., 2013).
In contrast, open arm duration of the elevated plus-maze augmented in adult rat offspring of dams
supplemented with CORT in drinking water from day 1 postpartum to weaning (Catalani et al., 2000,
2002). But when CORT was given to mouse dams in drinking water only on gestational days 14-21,
open sector duration of the elevated zero-maze diminished in the offspring at P80 (Ceci et al., 2014).
Thus, a change in anxiety levels in elevated plus- or zero-mazes has so far been detected only with
glucocorticoid administration started prior to the second postnatal week. In different tests, rat

offspring of dams given CORT in drinking water on P2—-P14 or pups given the hormone via osmotic
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micropumps on P7-P14 increased adult conditioned freezing and extinction (Callaghan and

Richardson 2014).

In a similar manner to rotorod facilitation, CORT administration facilitated visuomotor control in
the visible platform subtask in the Morris water maze without affecting acquisition of the hidden
platform subtask. This facilitation occurred in the form of lower escape latencies and quadrant
entries, indicating that the mice reached the platform sooner by swimming a more direct course.
Likewise, CORT infused in drinking water to rat dams on P5-P9 or P13-P17 improved the visible
platform subtask of the pups at P21 (McCormick et al., 2001). Also as in our study, CORT
administered in drinking water to lactating rat dams had no effect on the hidden platform subtask of
16-day old offspring (Casolini et al., 1997) and even shortened latencies before reaching the hidden
platform in 1, 2, and 3-month-old offspring (Catalani et al., 1993, 2002), though no effect occurred
on the visible platform subtask conducted at 3 months (Catalani et al., 1993). But when
glucocorticoids were administered during the first postnatal week, water maze performances
worsened (DeKosky et al., 1982; Ferguson et al., 2001; Howard and Granoff, 1968; Vicedomini et
al., 1986), such results underlining again that Purkinje cell maturation is particularly vulnerable
during the first postnatal week while it is crucial for the following development of the cerebellar
cortex. We only found a slight deficit in the probe trial. Despite the lack of an intergroup difference,
CORT-injected mice had chance levels of performance in contrast to placebo-injected mice
performing above chance. Probe trial performance diminished in juvenile mice treated with CORT

combined with restraint stress, not CORT alone (Ngoupaye et al., 2018).

The present findings clearly demonstrate the long-term impact of CORT administration during
the postnatal period. Several studies in animals and humans recently highlighted the role of the
cerebellum on psychomotor or psychiatric disorders (Frye and Llaneza, 2010; Peng et al., 2011,
Stoodley et al., 2017). An ongoing neurochemical study should permit linking the behavior

phenotype to brain modifications.
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Table 1 Number of controls (n=10) and CORT-treated mice (n=11) displaying specific behaviors of the

SHIRPA primary screen measured in the viewing jar and the open field at P15 and P22.

P15 P22
TESTS Control ~ CORT | Control =~ CORT
% % % %
Jar (5 min)
Body position Setting and standing 60 46 90 82
Rearing 40 54 10 18
Activity Slow mvt 20 37 50 0*
Moderate mvt 80 54 50 82*
Vigorous darting mvt 0 9 0 18*
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Tremor None 90 91 90 73
Mild 10 9 10 27

Open-field (30 s)

Arousal transfer Prolonged freeze, slight mvt 20 0 10 9
Extended freeze, moderate mvt 0 0 20 0
Brief freeze, active mvt 10 0 20 17
Momentary freeze, swift mvt 60 73 50 55
No freeze, immediate mvt 10 27 0 19

Startle None 30 27 30 0
Preyer reflex 70 73 40 55
Jump less than 1 cm 0 0 30 45

Touch escape No response 100 92 50 37
Mild 0 0 50 36
Moderate 0 8 0 18
Vigorous 0 0 0 9

Body measurements | Weight (g) 6.7 6.5 7.6 7.7
Length (cm) 5.2 5.1 5.6 5.7

*p < 0.05 vs. controls (2 test); mvt = movement
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Table 2. Mean (= SEM) number of arm entries and duration by control and CORT -treated mice at 3 months of

age in the elevated plus-maze and latencies before emerging from a small toy object with two or four paws for

2 trials

Control CORT
Elevated plus-maze
Open arm entries 2.2+0.6 41+07
Enclosed arm entries 46+06 58+0.8
Open/total arm entries 0.36 + 0.08 0.45+0.06
Open arm duration (s) 68.6 + 28.0 97.8+235
Enclosed arm duration (s) 221.4+£27.7 202.2£235
Open /total arm duration (s) 0.23+0.09 0.33+0.08
Emergence
Trial 1-2 paws (s) 92.7+316 62.1+18.8
Trial 1-4 paws (s) 137.5+41.7 74.7+20.1
Trial 2-2 paws () 172.6 £ 40.6 137.3+30.1
Trial 2-4 paws () 174.0 £ 40.3 158.8 + 33.6
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Table 3. Motor coordination (means + SEM) of control and CORT -treated mice at 3 months of age in stationary

beam and coat-hanger tests

Control CORT
Stationary beam
Segments 849+6.7 75.8+£8.9
Fall latencies (s) 60+0 60+0
Fall number 00 00
Coat-hanger
MT-1 (s) 555+9.3 | 439113
MT-2 (s) 942+11.7 | 82.1+136

MT-32paws (s) | 158.8+13.1 | 124.8 +12.3
MT-43paws (s) | 204.6+85 | 191.2+12.9
MT-54paws (s) | 2200+4.6 |207.3+9.4
MT-6 Midway (s) | 234.7+27 |227.6+6.2

MT-7 Top (s) 236.1+ 3.6 234.6+29
Fall latencies (s) 212.2+13.9 | 210.3+11.0
Fall number 0.7+0.3 0.9+0.2
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Table 4. Thickness variations for granular and molecular layers of dorsal posterior lobules of the cerebellar

hemispheric cortex between control and CORT-treated mice at 3 months of age. Purkinje cell layer is included

in the molecular layer measure

CEREBELLUM
Simplex Crus 1 Crus 2 Paramedian
Molecular -8% - 10% +13% * - 6%
Granular -21% ** - 10% + 12% ** -4%

*p < 0.05; **p < 0.01 — unpaired t-test
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Figure legends
Fig. 1 Exploratory activity in the actimeter (means + SEM) at P29 by control and CORT -treated mice

FM = fast ambulation movements; FR = fast rears; FS : fast stereotypies; SM = slow ambulation

movements; SR = slow rears; SS = slow stereotypies (*p < 0.05 — unpaired t-test)

Fig. 2 Exploratory activity in the actimeter (means + SEM) in adults (3 months) by control and CORT -treated

mice

FM = fast ambulation movements; FR = fast rears; FS = fast stereotypies; SM = slow ambulation

movements; SR = slow rears; SS = slow stereotypies (*p < 0.05 — unpaired t-test)

Fig. 3 Latencies before falling (means = SEM) from the rotorod by control and CORT -treated mice at 3 months

of age (8 trials/day with 2 trial combined latencies for each score)

Fig. 4 Daily quadrant entries and escape latencies (s) in 4-trial sessions (means £ SEM) during acquisition of
the hidden platform version of the Morris water maze and during the visible platform version by control

and CORT-treated mice at 3 months of age (*p < 0.05 — unpaired t-test)
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Résumé

Plusieurs études ont montré que le cervelet, a l'instar de I'hippocampe, était vulnérable a toutes
modifications environnementales telles qu’une exposition a un stress ou un taux supraphysiologique de
glucocorticoides. Cette vulnérabilité s’observe sur I'organisation cellulaire et moléculaire de ces deux
structures et se traduit par des désordres fonctionnels sous forme de déficits moteurs, cognitifs ou
émotionnels. Les effets d’un stress chronique sur la mise en place des effecteurs cellulaires de I’hippocampe
et du cervelet sont bien rapportés dans la littérature lorsque I'animal subi un stress chronique durant la
période embryonnaire. Cependant la période postnatale et plus particulierement les deux derniéres semaines
correspondant, pour le cervelet, a la mise en place de la couche granulaire interne et a I'établissement des
contacts synaptiques entre les cellules de Purkinje et ses afférences reste peu étudié. Ce travail a donc pour
objectif d’étudier cette période cruciale pour la maturation fonctionnelle du cervelet afin de répondre dans
un premier temps a deux questions principales : 1) La corticostérone administrée chroniquement chez le
souriceau durant cette période pourrait-elle induire un effet délétere sur le développement postnatal du
cervelet ? 2) Les glucocorticoides sont-ils capables de modifier I'expression de certains facteurs
neurotrophiques impliqués dans la mise en place et I'organisation des différents types cellulaires retrouvés
au sein du cervelet et in fine avoir un impact a long terme sur la fonctionnalité du cervelet ? Pour répondre a
ces hypothéses, chaque souriceau a recu durant 21 jours consécutifs une injection sous-cutanée de
corticostérone (20 mg/kg) ou de diméthylsulfoxyde (groupe contrdle) de J8 a J29 PN. Les résultats ont montré
gu’une administration chronique de corticostérone de J8 a J29 postnatal avait des effets sur le
développement du cervelet et de I'hippocampe qui s’exprimaient au niveau de |'organisation cellulaire des
structures et au niveau moléculaire par le biais de certains facteurs impliqués dans I'architectonie cellulaire
et tissulaire (modification d’expression des génes codant pour CRH-R1, CRH-R2, GR et GluR562 a J15). Ces
effets s’inscrivent a long terme : 1) des modifications morphométriques telles qu’une augmentation
d’épaisseur des couches granulaires et moléculaire de Crus Il et une diminution d’épaisseur de la couche
granulaire de Simplex ; 2) des changements d’activité métabolique régionale observée entre autres dans le
cervelet, I'hippocampe, 'amygdale et le noyau vestibulaire latéral et 3) des variations du phénotype sensori-
moteur mises en évidence dans I'actimetre, le rotarod et le test de la piscine de Morris, ont été observés a
I’age adulte. Enfin, I'administration chronique de corticostérone équivalente a des situations de stress durant
I'enfance a modifié la réponse au stress a I'age adulte comme I'ont montré les différents dosages des
hormones du stress effectués dans I'hypothalamus et I’hippocampe. Cette étude a permis de démontrer
gu’une exposition chronique a la corticostérone durant la période postnatale avait des effets immédiats mais
aussi un impact a long terme sur la structure et la fonctionnalité du cervelet.

Mots clés : Cervelet, développement postnatal, stress, CRH, sensori-motricité

Abstract

During the prenatal period, the cerebellum is immature and particularly vulnerable to stressors such as
repetitive maternal deprivation or supra-physiological glucocorticoid exposure that might impact the normal
cerebellar development and its functions. However, the potentials effects of glucocorticoids during the
postnatal developmental window from postnatal day 8 (PND8) to PND29 that corresponds to 1) the set-up of
climbing fiber innervation on the dendritic arborization of Purkinje cells, 2) granule cell proliferation and
migration and 3) Purkinje cell — parallel fibers synaptogenesis, are not well established. So the purpose of the
present study was to determine whether 1) chronic corticosterone treatment during this period could affect
the development and the maturation of the cerebellum; 2) glucocorticoids could change the expression of
genes encoding for several factors involved in the different steps of the cerebellar development; and 3)
chronic corticosterone administered during the postnatal period could have long-term effects on cerebellar
functions. In the present study, mice were injected with corticosterone (20 mg/kg) or dimethylsulfoxyde
(control group) from PND8 to PND29. Results show that chronic corticosterone delivered from PND 8 to 29
affect the cerebellar and hippocampal development: morphological changes and downregulation or
upregulation of gene encoding for neurotrophic factor, corticotropin releasing hormone (CRH), were
observed at PND 15 and 29. Furthermore, changes in morphological, regional metabolic activity, gene
expression, and sensori-motor phenotype were also highlighted at adult period, illustrating the long-term
impact of early corticosterone administration on cerebellar development. Finally, chronic corticosterone
injection during the postnatal period modified the stress response at adulthood as shown by the stress
hormones assays performed in the hypothalamus and hippocampus. This study illustrates the long-effect
impact of early in life corticosterone administration on the structure of the cerebellum and cerebellar-
mediated functions.

Key words: Cerebellum, development, stress, CRH, motor function
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