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UNIVERSITÉ DE STRASBOURG 

Année Universitaire 2015/2016 

 

DOSSIER DE DEMANDE DE VALIDATION 
DES ACQUIS DE L'EXPÉRIENCE 

 
Loi n° 2002-72 du 17 janvier 2002 de modernisation sociale et Décret n° 2013-756 du 19 août 2013 relatif aux dispositions 
réglementaires des livres VI et VII du code de l'éducation. 

CANDIDAT(E) 

NOM d’usage : SANSIG .......................................................................  Prénom : Gilles ..............................................   

Diplôme postulé : Doctorat mention Sciences de la Vie et de la Santé, spécialité Neurosciences ...............................  

 

Déclaration sur l'honneur 
 

 
Je déclare sur l'honneur que toutes les informations fournies dans ce dossier sont exactes. 

J’ai été rendu attentif (ve) au fait qu’agrémenter mon travail de citations en omettant d’en citer les sources représente 

un acte de plagiat. Le plagiat est une atteinte au droit d’auteur et à la propriété intellectuelle. 

 La présente candidature à la validation des acquis de l'expérience en vue de l'obtention du diplôme postulé, précité, 

constitue l'unique demande pour ce diplôme pour la même année civile. 

Je m'engage également à ne pas présenter plus de trois candidatures à la validation des acquis de l'expérience pour 

des diplômes, certificats ou titres différents durant la présente année civile. 

 

Fait à Bâle ____________________  

le 1 Mars 2016 ________________   Signature du candidat 

 
 
La loi punit quiconque se rend coupable de fausses déclarations. 
« Constitue un faux toute altération frauduleuse de la vérité, de nature à causer un préjudice et accomplie par quelque moyen que ce 
soit, dans un écrit ou tout autre support d'expression de la pensée qui a pour objet ou qui peut avoir pour effet d'établir la preuve d'un 
droit ou d'un fait ayant des conséquences juridiques. Le faux et l'usage de faux sont punis de trois ans d'emprisonnement et de 45000 
euros d'amende (code pénal, art. 441-1) 
Le fait de se faire délivrer indûment par une administration publique ou par un organisme chargé d'une mission de service public, par 
quelque moyen frauduleux que ce soit, un document destiné à constater un droit, une identité ou une qualité ou à accorder une 
autorisation, est puni de deux ans d'emprisonnement et de 30000 euros d'amende » (code pénal art. 441-6) 
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A/ FICHE ANALYTIQUE 

IDENTITÉ 

 Mlle ou Mme ×M. 

NOM :      SANSIG ...........................................................  Prénom(s) : Gilles ................................................................  

NOM de jeune fille :      .....................................................  Date de naissance :   13 10 1964 ........................................  

Ville de naissance : Mulhouse   ……..       Département de naissance : 68…..  Ou Pays de naissance : France

 ..................................................... ………………………… 

Nationalité :                        Française ×          Ressortissant européen              Autre    

Adresse personnelle : 22 rue de Hagenthal                         .....                         Code Postal :  68220   ..............................  

Ville :    Neuwiller ……………………………………………………....    Courriel : gilles.sansig@novartis.com 

Tél. personnel : 079 422 02 72           Tél. professionnel : 079 422 02 72         Tél. portable : 079 422 02 72              

SITUATION ACTUELLE 

Fonction exercée ou dernière fonction exercée en lien avec le diplôme souhaité : Chercheur (Scientist) 

Nom de l'employeur : Novartis  

Exercez-vous une activité bénévole dans une association ?  Oui   non  

Vous êtes actuellement : 

A En situation d’emploi × 

C. D. D.   intérim  C. D. I. ×     Contrat aidé ou contrat en alternance  

Fonctionnaire  Travailleur indépendant, artisan, profession libérale    

Si autre, veuillez préciser :      ........................................................  

B En recherche d’emploi  

Inscrit à Pole Emploi    Indemnisé au titre de l’assurance chômage      Bénéficiaire des minima sociaux  

Si autre, veuillez préciser :      ........................................................  

C En situation d’inactivité  

 Au foyer  Retraité    autre  

D  Reconnu travailleur handicapé  

SCOLARITÉ / FORMATION 

Dernière classe suivie 

 

Diplôme le plus élevé obtenu 
 

 primaire ou 6ème, 5ème, 4ème du collège 
 3ème ou première année de CAP ou BEP 
 2nde, 1ère de l’enseignement général ou dernière année de CAP ou de 
BEP 
 Terminale  
 1ère ou 2ème année  de DEUG/Licence, DUT, BTS, ou équivalent 
 Licence / Maitrise, Master 1 ou équivalent 
 Master 2/DEA/DESS, doctorat  ou équivalent 
 

 Aucun diplôme 

 Certificat d’Etude Primaire (CEP) Certificat de Formation Générale 

(CFG) 

 Brevet des collèges (BEPC), DNB ou équivalent 

 CAP, BEP ou autre certification de même niveau 

 Baccalauréat général, technologique, professionnel, ESEU, DAEU,  ou 

autre certification de niveau IV 

 DEUG, DUT, BTS ou autre certification de niveau III 

 Diplôme de niveau II : Licence ou Maîtrise ou Master 1 ou autre 

certification de niveau II 

× Diplôme de niveau I : Master 2, titre d’ingénieur diplômé  (ou DESS, 
DEA), doctorat ou autre certification de niveau I 

 Autres : …. 

Intitulé du diplôme le plus élevé obtenu :  Master 2 (Diplom der Universität Basel) .............................   
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B.1 - ACTIVITÉ PROFESSIONNELLE 
Veuillez préciser, en commençant par le plus récent, les emplois que vous avez occupés en lien avec le diplôme visé.  
Joindre la (ou les) pièce(s) justificative(s) attestant de votre expérience professionnelle. Les pièces en langues étrangère devront être traduites par un traducteur assermenté.  
 

N° 

Date Entreprise, 
organisme, 

association,... 

(Nom et adresse) 

Activité de 
l’entreprise, 
l’organisme, 

l’association,... 

 

 

Intitulé du poste 
Principales activités exercées 

Quotité du 
temps de 

travail 
(exprimée 
en % d’un 

temps 
plein ou en 

nb 
d’heures) 

Du Au 

1 01/09/2014  

Institut de Recherche 
Biomédical de Novartis 
(NIBR) 

Novartis CH-4002 Basel 

Exploration des voies de 
signalisation 
intracellulaire. 

Chercheur en biologie moléculaire et cellulaire 

(Scientist II) 
Différenciation de cellules souches de souris. 
Analyse de souris transgéniques. Analyse de 
signalisation cellulaire (GPCRs). 

100% 

2 01/04/2009 01/09/2014 

Institut de Recherche 
Biomédical de Novartis 
(NIBR) 

Novartis CH-4002 Basel 

Production d’Anticorps 
thérapeutiques. 

(PPA) 

Ingénieur-chercheur en production d’anticorps  

(Scientist II) 

Imaginé, dessiné et construit une souris 
transgénique dont la production endogène 
d’anticorps de souris est abolie. 

 Construit des vecteurs de transgénèse pour la 
production d’anticorps humain. 

100% 

3 01/01/2008 01/04/2009 

Institut de Recherche 
Biomédical de Novartis 
(NIBR) 

Novartis CH-4002 Basel 

Auto-immunité. 
Inflammation et 
Transplantation 

Chercheur en Immunologie (Inflammation) 

(Scientist II) Construit un model expérimental dans la souris 
de la sclérose en plaque humaine 

100% 

4 1994 2007 

Institut de Recherche 
Biomédical de Novartis 
(NIBR) 

Novartis CH-4002 Basel 

Neurosciences 

Chercheur en Neuroscience 

(Scientist II) 
Dessiné et construit des souris transgéniques 
dans le domaine des neurosciences. Analysé 
leurs phénotypes. 

100% 

5 1987 1993 
Ciba-Geigy 

Basel 
Département de 
Biotechnologie 

Technicien puis ingénieur puis chercheur. 
Construit et analysé des souris transgéniques. 100% 
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B.2 - ACTIVITÉ BÉNÉVOLE ET AUTRES ENGAGEMENTS (associatif, syndical, politique)  
 
Veuillez préciser, en commençant par les plus récentes, les activités que vous avez exercées  en lien avec le diplôme visé. 
Joindre la (ou les) pièce(s) justificative(s) attestant de vos activités de bénévolat ou autres engagements. Les pièces en langues étrangère devront être traduites par un 
traducteur assermenté.  
 

N° 
Date Entreprise, organisme, association,... 

(Nom et adresse) 

Activité de 
l’entreprise, 

l’organisme, ou 
l’association 

Fonctions exercées  

 

Quotité du 
temps de travail 
(exprimée en % 

d’un temps 
plein ou en nb 

d’heures) Du Au 

1       

2       

3       
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B.3 - DIPLOMES, TITRES, CERTIFICATS ET/OU CONCOURS OBTENUS 
 
Veuillez commencer par le plus récent  
Joindre la (ou les) pièce(s) justificative(s) attestant des diplômes, titres, certificats et/ou concours obtenus. Les pièces en langues étrangère devront être traduites par un 
traducteur assermenté.  
 

N° Année d’obtention 

 

Etablissement certificateur 

(Nom et adresse) 

 

Diplôme (en partie ou en totalité), titre, certificat ou concours 

(Intitulé exact) 

1 1996 

Université de Bâle  
Philosophisch-Naturwissenschaftliche Fakultät Universität 4003 Basel  
Petersplatz. 

 

Master II (Diplom Biologie II). 

2 1991 Université de Rennes I  
2 rue du Thabor - 35065 Rennes cedex 

Certificat d’université en Biotechnologie. 

3 1988 
Université de Haute-Alsace  
1 rue Alfred Werner - 68093 MULHOUSE CEDEX 

 

Examen spécial d’accès aux Etudes Universitaires. Sciences de la vie-
chimie. 
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B.4 - DIPLOMES TITRES, CERTIFICATS ET/OU CONCOURS PRÉPARÉS MAIS NON OBTENUS  

 
Veuillez commencer par le plus récent 
Joindre la (ou les) pièce(s) justificative(s) attestant des diplômes, titres, certificats et/ou concours préparés mais non obtenus. Les pièces en langues étrangère devront être 
traduites par un traducteur assermenté.  
 

N° 
Période de préparation Établissement 

(Nom et adresse) 

Diplôme, titre, certificat ou concours 

(Intitulé exact) 
DU AU 

1     

2     

3     
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B.5 - FORMATIONS NON DIPLÔMANTES SUIVIES  
 
Veuillez détailler, en commençant par la plus récente, les formations non diplômantes suivies en lien avec le diplôme visé  
Joindre la (ou les) pièce(s) justificative(s) attestant des formations non diplômantes suivies. Les pièces en langues étrangère devront être traduites par un traducteur assermenté.  
 

N° DU AU Durée Intitulé de l’action de formation 
Organisme 

(nom et adresse) 
Objectifs  

1       

2       

3       
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B.6 - PARCOURS D’AUTOFORMATION  
 
Veuillez indiquer, en commençant par les plus récentes, les activités personnelles d’autoformation réalisées en lien avec le diplôme visé 
 

N° Période Désignation Mode d’apprentissage Réalisations éventuelles 

1 Janvier 
2013 

LTK Module 2 
(habilitation à diriger des expérimentations 
animales). 
Universität Zürich. Institut für Labortierkunde. 

Pratique et Théorique (20 heures) Diplome LTK 2 

2 Février 
2005 

LTK Module 1  
(habilitation à conduire des expérimentations 
animales).  
Universität Zürich. Institut für Labortierkunde. 

 

Pratique et Théorique (40 heures) Diplome LTK 1 

3 Octobre 
2001 

Production de vecteurs dérivés de lentivirus. 
Genetic Therapy Inc, Gaithersburg,  Pratique et Théorique (40 heures) Implémentation du système lentivirus au sein de Novartis. 
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B.7 - STAGES PRATIQUES EFFECTUÉS DANS LE CADRE DE FORMATIONS DIPLOMANTES 
 

 Veuillez détailler, en commençant par le plus récent, les stages pratiques effectués en France et/ou à l’étranger  
Joindre la (ou les) pièce(s) justificative(s) les attestant. Les pièces en langues étrangère devront être traduites par un traducteur assermenté. 
  

N° Date Durée 
Intitulé et cadre dans lequel le 

stage a été effectué 

Organisme d’accueil 
(nom, adresse) 

Contenu du stage  

 et activités réalisées 

1 1995 6 mois Stage obligatoire de Master II Novartis 

Construction d’un gène rapporteur sous le contrôle du promoteur 
du gène humain de la neurotrophine dans un chromosome artificiel 
de levure pour la production de souris transgéniques. 
 

2 1991 6 mois 
Stage obligatoire du certificat de 
biotechnologie Ciba 

L’expression in vivo de l’antigène T de SV40 dans les cellules 
épithéliales du thymus révèle en partie leur rôle dans la 
différenciation des thymocytes. 
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C/ Curriculum Vitae 
 

Gilles Sansig 
 
Novartis Institute for Biomedical Research 
Building WSJ-350.2.04 
CH 4002 Basel, Switzerland. 
Telephone : +41 61 324 56 41 
E-mail : gilles.sansig@novartis.com 
 
Expertises scientifiques 
 

 Génération de souris transgéniques. Génération de souris knock-out. Knock-out complet et 
conditionnel (lignée cellulaire et temporel): Manipulation génétique de cellules embryonnaires 
souches (ES) ; recombinaison homologue; recombinaison cre-lox. 

 
 Génération de souris transgéniques à partir de chromosome artificiel de levure (YAC). 

Electrophorèse en champ pulsé. Recombinaison homologue dans la levure. Transfert de YAC 
dans des cellules souches embryonnaires. 

 
 Transgénèse associée à des vecteurs dérivés d’adénovirus et de lentivirus : Injection 

stéréotaxique de vecteurs viraux dans le cerveau de souris adultes ; distribution d’ARNi via 

des vecteurs viraux. 
 

 Production d’anticorps thérapeutiques humains dans la souris. 
 
Enseignement 
 

 Introduction à la biologie moléculaire et à la génétique. Novartis 
 Immunologie Fondamentale. Novartis 
 Production d’anticorps thérapeutique humain dans la souris. Université de Bâle. 

 
Formation 
 
2007  LTK Module 2E : Habilitation à diriger des expérimentations animales. 

Universität Zürich. Institut für Labortierkunde. 
 
2005   LTK Module 1 : habilitation à conduire des expérimentations animales. 

Universität Zürich. Institut für Labortierkunde, 
 
1995  Master II en Biologie Moléculaire, Université de Bâle, Suisse. 

Construction d’un gène rapporteur sous le contrôle du promoteur du gène 
humain de la neurotrophine dans un chromosome artificiel de levure pour la 
production de souris transgéniques 

 
1991  Certificat d’université en Biotechnologie.  Université de Rennes I, France. 

Formation à distance diplomante sur 3 ans (Licence). Rapport de stage sur 6 mois de 
travaux en recherche : L’expression in vivo de l’antigène T de SV40 dans les cellules 
épithéliales du thymus révèle en partie leur rôle dans la différenciation des 
thymocytes. 

 
1988  Examen spécial d’accès aux Etudes Universitaires. Sciences de la vie et chimie. 

Université de Haute-Alsace, Mulhouse, France. 
 

mailto:gilles.sansig@novartis.com
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Emplois 
 
Depuis 2014 : Scientist II  Novartis Institute for Biomedical Research 

(NIBR-DMP). Département de biologie moléculaire et cellulaire. 
(dans le groupe du Dr Frederic Bassilana). 
Différenciation de cellules souches murines et humaines en cellules 
Entéroendocrine et en cellules neuroendocrines. GPCRs. 

 
 
2014-2009 :  Scientist II  Novartis Institute for Biomedical Research 

(NIBR-NBC.PPA).Département de Biotechnologie. 
Production d’anticorps (dans le groupe du Dr Elizabetta Traggiai). 
Construction de souris transgénique pour la production d’anticorps humains. 

2008 :  Scientist II Novartis Institute for Biomedical Research 
(NIBR-ATI). Département d’Immunologie (groupe du Dr Anis Mir). 
Dévelopement d’un modèle souris d’encéphalomyélite allergique expérimentale 
(EAE). 

2000-2007 :  Scientist II Novartis Institute for Biomedical Research 
(NIBR-NS). Neuroscience.(groupe du Dr. Herman Van der Putten) 

1994-2000 :  Scientist II  Departement de Neuroscience. 
(CNS) Novartis, Basel, Switzerland. (groupe du Dr. Herman Van der Putten) 

1991-1993 : Scientist Departement de Biotechnologie. 
Ciba, Basel, Switzerland.(groupe du Dr. Herman Van der Putten) 

1987-1991 : Technicien de laboratoire Ciba-Geigy Pharma, Department Biotechnology, 
Basel, Switzerland. (groupe du Dr. Herman Van der Putten). 

 
Cours et workshops 
 

Génétique de la souris 
 Production of the BIV lentiviral vector system, Genetic Therapy Inc, Gaithersburg, 

October 2001 
 EMBO course on advanced genome engineering,Heidelberg, April 2000. 
 Cold Spring Harbor meeting on mouse molecular genetics, EMBL Heidelberg, August 

1993. 
 Regio course on gene targeting and embryonic stem cells. Max-Planck-Institut fur 

Immunbiologie, Freiburg/Breisgau, September 1992. 
 

Neurobiologie 
 4th workshop on mouse molecular neurogenetics, The Jackson Lab, Bar Harbor, June 

2002 
 8th neural workshop Verbier on Molecular cellular and clinical aspects of 

neurodegenerative diseases, Verbier, January 2002 
 Isolation and propagation of neuronal stem cells, University of Calgary, June-July 

1995. 
 

Sécurité en radiations 
 Strahlenschutz für Laborleiter und Laborleiterinnen, Paul Scherrer Institut, October 

1997 
 
Références 
 
Dr. phil Elisabetta Traggiai, Novartis, Basel   

 elisabetta.traggiai@novartis.com 
Dr. phil Herman Van der Putten, NCL Foundation, Hambourg  hermanvdp87@gmail.com 
PD Dr. phil Jean-Louis Boulay, University Hospital Basel, jean-louis.boulay@unibas.ch 
PD Dr. phil Etienne Weiss, University of Strasbourg,   etienne.weiss@unistra.fr 
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Données personnelles 
 
Date de naissance :          13 octobre 1964 
Nationalité :            Française 
Situation familiale :            Célibataire 
Langues :             Français, anglais, allemand. 
Autres activités :            Alpinisme, escalade, ski. 

 



 

                                                            Dossier de Demande de Validation des Acquis de l’Expérience – Service VAE                                                   

   
26 

 



 

                                                            Dossier de Demande de Validation des Acquis de l’Expérience – Service VAE                                                   

   
27 

 

 

D/ LISTE DE PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS 
 
Publication originale comme premier auteur 
 
1. Sansig G, Bushell TJ, Clarke RJ, Rozov A, Burnashev N, Portet C, Gasparini F, 
Schmutz M, Klebs K, Shigemoto R, Flor PJ, Kuhn R, Knoepfel T, Schroeder M, 
Hampson DR, Collett VJ, Duvoisin RM, Collingridge GL, Van der Putten H. 
Increased seizure-susceptibility and altered presynaptic facilitation in mice lacking the 
metabotropic glutamate receptor mGluR7. 
J Neurosci. 2001 Nov 15; 21(22) : 8734-45. 
 
Publications originales 
 
21. Vigot R, Barbieri S, Bräuner-Osborne H, Turecek R, Shigemoto R, Zhang XP, Lujän 
R, Jacobson LH, Biermann B, Fritschy JM, Vacher CM, Müller M, Sansig G, Guetg N, 
Cryan JF, Kaupmann K, Gassmann M, Oertner TG and Bettler B. Differential 
compartmentalization and distinct functions of GABAB receptor variants. Neuron. 2006 
May 18;50(4):589-601. 
 
20. Hölscher C, Schmid S, Pilz PKD, Sansig G, Van der Putten H and 
Plappert CF. Lack of the metabotropic glutamate receptor subtype 7 selectively 
modulates Theta rhythm and working memory. Learn Mem. 2005 Sept-Oct ; 12(5) : 
450-5. 
 
19. Hölscher C, Schmid S, Pilz PKD, Sansig G, Van der Putten H and 
Plappert CF. Lack of the metabotropic glutamate receptor subtype 7 selectively impairs 
short-term working memory but not long-term memory. 
Behav Brain res. 2004 Oct 5 ; 154 (2) : 473-81. 
 
18. Mombereau C, Kaupmann K, Froestl W, Sansig G, Van der Putten H and 
Cryan JFC. Genetic and Pharmacological evidence of a role for GABAb receptors in 
the modulation of anxiety and antidepressant-like behaviour. 
Neuropsychopharmacology. 2004 Jun ; 29(6) : 1050-62. 
 
17. Gassmann M, Shaban H , Vigot R, Sansig G, Haller C, Barbieri S, Humeau Y, 
Schuler V, Müller M, Kinzel B, Klebs K, Schmutz M, Froestl W, Heid J, Kelly P.H., 
Gentry C, Jaton A, Fox A, Van der Putten H, Mombereau C, Lecourtier L, Mosbacher J, 
Cryan J.F., Fritschy JM, Lüthi A , Kaupmann K and Bettler B. 
Redistribution of GABAB(1) protein and atypical GABAB responses in GABAB(2)-
deficient mice. J Neurosci. 2004 Jul 7 ; 24(27) : 6086-97. 
 
16. Kaupmann K, Cryan JF, Wellendorph P, Mombereau C, Sansig G, Klebs K, 
Schmutz M, Froestl W, Van der Putten H, Mosbascher J, Bräuner-Osborne H, 
Waldmeier P and Bettler B. Specific y-hydroxybutyrate-binding sites but loss of 
pharmacological effects of y-hydroxybutyrate in GABAb(1)-deficient mice. 
Eur J. of Neurosci. 2003 Nov ; 18(10) : 2722-30. 
 
15. Cryan JF, Kelly PH, Neijt HC, Sansig G, Flor PJ, van Der Putten H. 
Antidepressant and anxiolytic-like effects in mice lacking the group III metabotropic 
glutamate receptor mGluR7. 
Eur J Neurosci. 2003 Jun ; 17(11) : 2409-17. 
 



 

                                                            Dossier de Demande de Validation des Acquis de l’Expérience – Service VAE                                                   

   
28 

 

14.  Simonen M, Pedersen V, Weinmann O, Schnell L, Buss A, Ledermann B, Christ F, 
Sansig G, Van der Putten H, Schwab ME. 
Systemic deletion of the myelin-associated outgrowth inhibitor Nogo-A improves 
regenerative and plastic responses after spinal cord injury. 
Neuron. 2003 Apr 24 ; 38(2) : 201-11. 
 
13.  Bushell TJ, Sansig G, Collett VJ, Van Der Putten H, Collingridge GL. 
Altered Short-Term Synaptic Plasticity in Mice Lacking the Metabotropic Glutamate 
Receptor mGlu7. Scientific World Journal. 2002 Mar 15;2(3):730-7. 
 
12. Schuler V, Lüscher C, Blanchet C, Sansig G, Kaupmann K, Klebs K, Schumtz M, 
Heid J, Gentry C, Urban L, Fox A, Spooren W, Jaton AL, Vigouret JM, Pozza MF, Kelly 
P, Mosbacher J, Froestl W, Bishoff S, Van der Putten, Bettler B. Epileptic seizures, 
Hyperalgesia and loss of Detectable GabaB responses in Gaba b R1-deficient Mice. 
Neuron. 2001 July 19 ; 47-58. 
 
11. Masugi M, Yokoi M, Shigemoto R, Muguruma K, Watanabe Y, Sansig G, Van der 
Putten H, Nakanishi S. Metabotropic glutamate receptor subtype 7 ablation causes 
deficit in fear response and conditioned taste aversion. 
J Neurosci. 1999 Feb 1; 19 (3): 955-63.15. 
 
10. Pluschke G, Joss A, Marfurt J, Daubenberger C, Kashala O, Zwickl M, Stief A, 
Sansig G, Schlapfer B, Linkert S, Van der Putten H, Hardman N, Schroder M. 
Generation of chimeric monoclonal antibodies from mice that carry human 
immunoglobulin Cgamma1 heavy of Ckappa light chain gene segments. 
J Immunol Methods. 1998 Jun 1; 215 (1-2): 27-37. 
 
9. Luthi A, Van der Putten H, Botteri FM, Mansuy IM, Meins M, Frey U, Sansig G, 
Portet C, Schmutz M, Schroder M, Nitsch C, Laurent JP, Monard D. 
Endogenous serine protease inhibitor modulates epileptic activity and hippocampal 
long-term potentiation. J Neurosci. 1997 Jun 15 ; 17(12): 4688-99. 
 
8. Arber S, Hunter JJ, Ross J Jr, Hongo M, Sansig G, Borg J, Perriard JC, Chien KR, 
Caroni P. MLP-deficient mice exhibit a disruption of cardiac cytoarchitectural 
organization, dilated cardiomyopathy, and heart failure. 
Cell. 1997 Feb 7; 88 (3): 393-403. 
 
7. Flor PJ, Van der Putten H, Ruegg D, Lukic S, Leonhardt T, Bence M, Sansig G, 
Knopfel T, Kuhn R. A novel splice variant of a metabotropic glutamate receptor, human 
mGluR7b. Neuropharmacology. 1997 Feb ; 36 (2) : 153-9. 
 
6. Mohajeri MH, Bartsch U, Van der Putten H, Sansig G, Mucke L, 
Schachner M. Neurite outgrowth on non-permissive substrates in vitro is enhanced by 
ectopic expression of the neural adhesion molecule L1 by mouse astrocytes. Eur J 
Neurosci. 1996 Jun ; 8 (6):1085-97. 
 
5. Moll J, Schmid P, Sansig G, Van der Putten H. 
The pattern of prothymosin alpha gene expression coincides with that of myc proto-
oncogenes during mouse embryogenesis. 
Histochem J. 1996 Jan; 28 (1): 45-52. 
 
4. Stief A, Texido G, Sansig G, Eibel H, Le Gros G, Van der Putten H. 
Mice deficient in CD23 reveal its modulatory role in IgE production but no role in T and 
B cell development. J Immunol. 1994 Apr 1 ; 152 (7): 3378-90. 



 

                                                            Dossier de Demande de Validation des Acquis de l’Expérience – Service VAE                                                   

   
29 

 

3. Moll J, Eibel H, Botteri F, Sansig G, Regnier C, Van der Putten H. 
Transgenes encoding mutant simian virus 40 large T antigens unmask phenotypic and 
functional constraints in thymic epithelial cells. 
Oncogene. 1992 Nov ; 7 (11):  2175-87. 
 
2. Moll J, Eibel H, Schmid P, Sansig G, Botteri F, Palacios R, Van der Putten H. 
Thymic hyperplasia in transgenic mice caused by immortal epithelial cells expressing c-
kit ligand. Eur J Immunol. 1992 Jun ; 22 (6): 1587-94. 
 
1. Moll J, Sansig G, Fattori E, Van der Putten H. 
The murine rac1 gene: cDNA cloning, tissue distribution and regulated expression of 
rac1 mRNA by disassembly of actin microfilaments. 
Oncogene. 1991 May ; 6 (5): 863-6. 



 

                                                            Dossier de Demande de Validation des Acquis de l’Expérience – Service VAE                                                   

   
30 

 



 

                                                            Dossier de Demande de Validation des Acquis de l’Expérience – Service VAE                                                   

   
31 

 

 

 

 

 
 

E/ LETTRES DE RECOMMANDATION 
 

Dr. P. Herman van der Putten 

Dr. Serge Bischoff 

Dr. Federic Bernard 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                                            Dossier de Demande de Validation des Acquis de l’Expérience – Service VAE                                                   

   
32 

 







RHENOVIA PHARMA SAS, au capital de  184329,20 € - R.C.S. MULHOUSE TI 494 999 667 – Fax +33 3 89 55 51 45 

     Date: August 30th, 2014 
 
 
Dr Serge Bischoff      Technopole,  
President – CEO      20C rue de Chemnitz 
serge.bischoff@rhenovia.com     F- 68200 MULHOUSE 
www.rhenovia.com      France 
        Phone : +33 3 89 32 11 80 
Mobile: +33 6 85 64 51 56 
 
To whom it may concern 
 
I am pleased and honored to recommend Gilles Sansig. I was lucky to follow him very closely for over 
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established in my laboratory the technology of in situ hybridization, and 2003, when I left Novartis to 
create the start-up Rhenovia Pharma. 
 
Gilles was in the neighbor lab, and I had an additional opportunity to know Gilles very deeply as I 
shared for years the office with his supervisor, Dr. Herman van der Putten. It was a unique opportunity 
to exchange on a daily basis about science, technology but also the occasion to learn more about the 
personality of Gilles. 
 
From a human and personality point of view, Gilles is a very imaginative and full-of-humor person, 
being, besides his qualities as experimentalist and extremely skilled molecular biologist, a very 
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collaborators especially technicians starting their career at Ciba-Geigy after having been apprentice: he 
found always the few minutes to provide help, support and encouragements. 
 
As an experimentalist, Gilles is amongst the most skilled persons worldwide in the field of transgenic 
animals. He is among the pioneers for performing gene manipulation to create knock-in / knock-out 
animals, and later on conditional transgenic animals intended to better understand diseases / or at least 
specific features of diseases of the central and peripheral nervous system (especially 
neurodegenerative diseases such as Alzheimer or Parkinson, but also mental / psychiatric diseases).  
 
As a scientist, Gilles played a key role in the development of an approach which was an emerging, 
controversial discipline in the 90s and which exploded in the years 2000 providing new insights into 
many incurable and damaging diseases. He had the chance to meet, and in many cases to collaborate 
with some of the most renowned researchers in this discipline, which brought Gilles to the highest 
level of scientific knowledge. He played a key role in numerous studies which resulted in seminal, 
high caliber publications such as Cell, Neuron, J. Neuroscience. 
 
As an experienced innovator, Gilles brought in at Ciba and then Novartis, approaches and technologies 
at the forefront of the knowledge: with his deep understanding of this domain since its origin, he was 
able to influence the debate making this approach indispensable for modern drug discovery. 
Furthermore, he also acquired such a detailed knowledge of the field (up-to the most detailed piece in 
the experiment), that he has kept a cold analysis and does not hesitate to recognize the limitations. 
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I. Parcours, motivations. 

TeŶteƌ d’ĠluĐideƌ les ŵĠĐaŶisŵes iŶtiŵes du foŶĐtioŶŶeŵeŶt du Đeƌǀeau, Đ’est se 

ĐoŶfƌoŶteƌ à l’uŶ des pƌoďlğŵes sĐieŶtifiƋues ŵajeuƌs du XXIe siğĐle et à l’uŶ des plus gƌaŶds 

enjeux de santé publique. Or le génie génétique permet de découvrir les principes cellulaires 

et moléculaires qui sous-tendent la conscience. Ainsi, des souris transgéniques déficientes 

pour le récepteur métabotrope au glutamate 7 révèlent le rôle de cette molécule de 

signalisation membranaire exprimée à la surface des neurones dans la cognition et les 

émotions. 

Les deƌŶieƌs iŶdieŶs d’AŵĠƌiƋue du Noƌd ǀiǀaŶt de façoŶs tƌaditioŶŶelles Ŷous oŶt 

transmis que la nature est unité et interdépendances (Black Elk, Raymond J. DeMaillie, 

1999). La biologie moléculaire est la preuve physique et scientifique de cette unité et 

l’ĠpigĠŶĠtiƋue aujouƌd’hui souligŶe l’iŶteƌdĠpeŶdaŶĐe de tous les ġtƌes ǀiǀaŶts. La ǀie, eŶ 

taŶt Ƌue phĠŶoŵğŶe est appaƌue daŶs l’oĐĠaŶ il Ǉ a ϯ,ϱ ŵilliaƌds d’aŶŶĠes et du plus siŵple 

organisme unicellulaire à la complexité extrême du cerveau humain, les mêmes principes 

fondamentaux de régulation génétique qui conditionnent la physiologie cellulaire de 

l’oƌgaŶisŵe hôte soŶt paƌfaiteŵeŶt ideŶtiƋues. Cette ƌemarquable unicité au sein des 

sciences biologiques a permis de mieux comprendre le fonctionnement des gènes, des 

cellules et des organismes. Grâce aux progrès majeurs en génétique, nous savons désormais 

ĐoŵŵeŶt la stƌuĐtuƌe du gğŶe dĠteƌŵiŶe l’hĠƌĠditĠ et comment la régulation des gènes 

détermine le développement et les fonctions physiologiques. Ces découvertes ont unifié 

plusieurs domaines auparavant indépendants de la biologie en une seule discipline 

cohérente. Les études autrefois séparées de biochimie, de génétique, de biologie cellulaire, 

de développement et de cancérologie se trouvent désormais rassemblées dans un même 

Đhaŵp, la ďiologie ŵolĠĐulaiƌe. L’uŶitĠ de la ďiologie ŵolĠĐulaiƌe a peƌŵis d’appƌĠheŶdeƌ la 

continuité de la structure et de la fonctioŶ Ƌui ĐaƌaĐtĠƌise les Đellules d’uŶ oƌgaŶisŵe, uŶe 

continuité qui existe dans tout le règne animal et cette perspective met également en 

luŵiğƌe l’uŶiǀeƌsalitĠ foŶdaŵeŶtale de la Ŷatuƌe. 

J’ai aďoƌdĠ la ďiologie ŵolĠĐulaiƌe eŶ ϭϵϴϳ, eŶ paƌfait ŶoǀiĐe j’assistais alors, au 

quotidien, à cette unification des différents domaines des sciences de la vie au sein de 

l’iŶdustƌie phaƌŵaĐeutiƋue. Au ŵoŵeŶt où appaƌaisseŶt daŶs ƋuelƋues laďoƌatoiƌes 

spécialisés, non seulement les cellules embryonnaires souches de souris, mais également les 
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méthodes et les outils pouƌ les ŵaŶipuleƌ gĠŶĠtiƋueŵeŶt, je Ŷ’ai eŶĐoƌe auĐuŶe eǆpĠƌieŶĐe, 

ŵais eŶ ƌĠussissaŶt à gĠŶĠƌeƌ des Đellules souĐhes gĠŶĠtiƋueŵeŶt ŵodifiĠes, j’ai appƌis uŶ 

métier. Si dans un premier temps je conduis les expĠƌieŶĐes Ƌue ŵes ŵeŶtoƌs ŵ’oŶt 

enseignées, rapidement je me suis essayé à les dessiner, à les réaliser seul et à les 

iŶteƌpƌĠteƌ. Toujouƌs daŶs le Đadƌe d’uŶ aǆe de ƌeĐheƌĐhe et uŶe thĠŵatiƋue fiǆĠe paƌ ŵes 

directeurs, mais avec la liberté de répondre à une ƋuestioŶ pƌĠĐise plutôt Ƌu’à uŶe autƌe.  

 

EŶ ĐaƌaĐtĠƌisaŶt le phĠŶotǇpe d’uŶe souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue knock-out, issue de cellules 

souĐhes Ƌue j’ai gĠŶĠtiƋueŵeŶt ŵodifiĠes aǀeĐ uŶ ǀeĐteuƌ Ƌue j’ai peƌsoŶŶelleŵeŶt dessiŶĠ 

et ĐoŶstƌuit, j’ai paƌtiĐipĠ à l’ĠluĐidation de la fonction du récepteur métabrotrope au 

glutamate de type 7 (mGluR7). Ainsi, ma thèse décrit le rôle fondamental de ce récepteur 

ŵeŵďƌaŶaiƌe au Đœuƌ de pƌoĐessus Đoŵpleǆes à l’iŶteƌfaĐe des ĠŵotioŶs et des foŶĐtioŶs 

ĐogŶitiǀes. Il s’agit d’uŶ ŵoment particulier de mon long parcours scientifique. Cinq années 

particulièrement fécondes en résultats expérimentaux, mais surtout passionnantes par leurs 

aspeĐts eǆploƌatoiƌes. UŶe ŵiĐƌosĐopiƋue goutte d’eau daŶs uŶ oĐĠaŶ de saǀoiƌ. Mais goutte 

après goutte, ces approches expérimentales issues de la biologie moléculaire ont rejoint 

Đelles des ŶeuƌosĐieŶĐes et de la psǇĐhologie ĐogŶitiǀe pouƌ foƌŵeƌ aujouƌd’hui uŶe 

sǇŶthğse Ƌui se ƌĠǀğle fasĐiŶaŶte. Les pƌĠŵiĐes d’uŶe dĠŵoŶstƌatioŶ sĐieŶtifiƋue de Đe doŶ 

merveilleux qui fait de nous des êtres humains : la conscience.  

L’eŶseŵďle de ŵoŶ loŶg paƌĐouƌs pƌofessioŶŶel a eu lieu au seiŶ d’uŶe seule et uŶiƋue 

eŶtƌepƌise. De plus, duƌaŶt ϮϬ aŶs, j’ai ƋuasiŵeŶt tƌaǀaillĠ daŶs le ŵġŵe laďoƌatoiƌe, eŶ 

suivant naturelleŵeŶt l’ĠǀolutioŶ d’uŶe teĐhŶologie issue du gĠŶie gĠŶĠtiƋue, la 

tƌaŶsgĠŶğse. EŶ effet, de ϭϵϴϳ à ϮϬϬϳ, le laďoƌatoiƌe d’aďoƌd foŶdĠ, puis diƌigĠ paƌ le Dƌ 

HeƌŵaŶ VaŶ deƌ PutteŶ, s’est ĐoŶĐeŶtƌĠ suƌ la pƌoduĐtioŶ et l’aŶalǇse de souƌis 

transgéniques. NéanmoiŶs, l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt iŶstitutioŶŶel, ĐoŶĐuƌƌeŶtiel et teĐhŶologiƋue 

eŶ pleiŶe ŵutatioŶ de l’iŶdustƌie phaƌŵaĐeutiƋue a ŶatuƌelleŵeŶt faǀoƌisĠ d’iŵpoƌtaŶts 

ĐhaŶgeŵeŶts d’oƌgaŶisatioŶ. AiŶsi des gƌoupes d’iŶtĠƌġts oŶt ĠtĠ foƌŵĠs, ƌedessiŶĠs, ŵutĠs, 

dissous au gƌĠ de pƌojets pƌoŵetteuƌs ou de Đhoiǆ stƌatĠgiƋues. Au Đœuƌ des aŶŶĠes ϴϬ, les 

biotechnologies et plus particulièrement la biologie moléculaire étaient en plein essor dans 

l’iŶdustƌie phaƌŵaĐeutiƋue, et saŶs ǀĠƌitaďleŵeŶt ƌĠaliseƌ tout Đe Ƌui se jouait alors autour 

de moi, je débutais en 1987 comme technicien de laboratoire dans le département de 
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Biotechnologie de Ciba-GeigǇ. Ma pƌeŵiğƌe eǆpĠƌieŶĐe ĐoŶsiste à isoleƌ uŶ fƌagŵeŶt d’ADN 

à partir duquel, Herman va générer la première souris génétiquement modifiée pour 

l’eŶtƌepƌise Ciďa, l’uŶ des deuǆ aŶĐġtƌes de Noǀaƌtis. EŶ ϭϵϵϮ, le dĠpaƌteŵeŶt de 

Biotechnologie est dissous et entre-teŵps, ŵoŶ statut au seiŶ de l’eŶtƌepƌise a ĠǀoluĠ. EŶ 

effet, ŵa ĐoŶtƌiďutioŶ sigŶifiĐatiǀe à plusieuƌs dĠĐouǀeƌtes et l’oďteŶtioŶ d’uŶ diplôŵe 

uŶiǀeƌsitaiƌe de Ŷiǀeau liĐeŶĐe apƌğs tƌois aŶŶĠes de foƌŵatioŶ, ŵ’offƌeŶt la possiďilitĠ de 

travailler en tant que collaborateur scientifique.  

Au tout dĠďut des aŶŶĠes ϵϬ, l’utilisatioŶ de souƌis knock-out a gagŶĠ l’iŶtĠƌġt des 

neurosciences. Ainsi, mon laboratoire est intégré dans le département de neuroscience, car 

de récentes découvertes prouvent que des comportements complexes sont liés aux 

ŵutatioŶs spĠĐifiƋueŵeŶt iŶduites daŶs le gĠŶoŵe d’uŶe souƌis (Silva, Paylor et al. 1992).  

De plus, des eǆpĠƌieŶĐes d’ĠleĐtƌophǇsiologie peƌŵetteŶt dĠsoƌŵais de souteŶiƌ 

quantitativement, au niveau cellulaire sur des coupes issues du cerveau de telles souris, les 

observations des comportementalistes (Silva, Stevens et al. 1992).  

Si ces travaux ouvƌeŶt d’iŵŵeŶses peƌspeĐtiǀes ƋuaŶt à la ĐoŵpƌĠheŶsioŶ de la Ŷatuƌe 

physique de la pensée, elles promettent également de révolutionner la recherche et la 

pƌatiƋue ŵĠdiĐale eŶ Ŷeuƌologie et eŶ psǇĐhiatƌie. Pouƌ l’iŶdustƌie phaƌŵaĐeutiƋue, les 

souris transgéniques sont alors des modèles animaux pour identifier de nouvelles cibles 

thĠƌapeutiƋues. AiŶsi, je paƌtiĐipe, jusƋu’eŶ ϮϬϬϰ, à la gĠŶĠƌatioŶ et auǆ aŶalǇses de 

différentes souris knock-out dans le département de neuroscience, renommé après la 

création de Noǀaƌtis, NIBR ;IŶstitut de ƌeĐheƌĐhe Bio ŵĠdiĐale NoǀaƌtisͿ ŶeuƌosĐieŶĐe. J’ai 

été en charge de créer, mais aussi de maintenir plusieurs dizaines de lignées de souris 

tƌaŶsgĠŶiƋue afiŶ de ƌĠaliseƌ des Ġtudes ŶĠĐessitaŶt uŶ Ŷoŵďƌe iŵpoƌtaŶt d’aŶiŵauǆ. Je 

dessiŶe et ƌĠalise les gĠŶotǇpages de toutes Đes ligŶes et ĐoŶduis des tƌaǀauǆ d’eǆploƌatioŶ 

sur la génération de knock-out conditionnel et les vecteurs de transgénèses viraux. 

À partir de 2004, je me consacre entièrement à la construction de vecteurs viraux puis à 

leurs injections dans le cerveau de souris transgéniques. Le but de ces expériences est de 

marquer spécifiquement différentes sous-populations de neurones dans le cerveau, et plus 

pƌĠĐisĠŵeŶt daŶs l’aŵǇgdale de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues afiŶ de les ĐaƌaĐtĠƌiseƌ d’aďoƌd, et de 

les ŵaŶipuleƌ eŶsuite. Ces souƌis soŶt eŶ Đouƌs d’aŶalǇse loƌsƋue le dĠpaƌteŵeŶt de 

neuroscience est dissous en 2007. Novartis a en effet, décidé de ne plus poursuivre la 
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recherche de nouveaux médicaments dans le domaine de la psychiatrie et de concentrer son 

poteŶtiel huŵaiŶ et teĐhŶologiƋue daŶs le doŵaiŶe de l’iŵŵuŶologie. Je suis aloƌs ƌeĐƌutĠ 

paƌ le diƌeĐteuƌ d’uŶ gƌoupe Ƌui est eŶ ĐhaƌgĠ de ĐoŶstƌuiƌe uŶ ŵodğle aŶiŵal de la sĐlĠƌose 

en plaque afin de tester de nouvelles thérapies. AiŶsi eŶ ϮϬϬϴ, j’eǆpĠƌiŵeŶte aǀeĐ suĐĐğs 

l’iŶjeĐtioŶ d’uŶ peptide sǇŶthĠtiƋue, le MOG, ĐƌĠaŶt uŶ ŵodğle de sĐlĠƌose eŶ plaƋue daŶs 

la souƌis. L’aŶŶĠe suiǀaŶte, eŶ ϮϬϬϵ, le NIBR BiologiƋue iŶǀestit daŶs la ĐoŶstƌuĐtioŶ d’uŶe 

souris transgénique qui produirait des anticorps humains. Le Directeur de ce département 

ŵe ĐoŶtaĐte et ŵe fait uŶe pƌopositioŶ iŶtĠƌessaŶte, il s’agit de dessiŶeƌ et de ƌĠaliseƌ uŶe 

stratégie qui permettrait à Novartis de produire des anticorps thérapeutiques dans la souris. 

Rejoint quelques mois plus tard par un chercheur expérimenté et une étudiante en doctorat, 

je ǀais tƌaǀailleƌ suƌ Đe pƌojet jusƋu’eŶ août ϮϬϭϰ. EŶ septeŵďƌe ϮϬϭϰ, j’ai l’oppoƌtuŶitĠ de 

ƌejoiŶdƌe le laďoƌatoiƌe du Dƌ FƌedeƌiĐ BassilaŶa daŶs le NIBR DMP. Il s’agit d’uŶe ĐhaŶĐe 

uŶiƋue d’Ġtudieƌ à Ŷouǀeau la phǇsiologie, tout eŶ utilisaŶt les teĐhŶologies les plus 

modernes issues du génie génétique. 

À mes yeux, le métier de chercheur nécessite un véritable apprentissage au contact 

physique avec la matière. Cette idée s’est d’autaŶt plus ƌeŶfoƌĐĠe au fuƌ et à ŵesuƌe de ŵoŶ 

expérience personnelle au sein de différents laboratoires de recherche. Au-delà des 

connaissances théoriques, il faut absolument utiliser ses mains, construire, bricoler. 

Mon intérêt premier pour la biotechnologie, un domaine avant tout expérimental, 

teĐhŶologiƋue, ǀieŶt de Đe ŵġŵe oƌdƌe d’idĠe. L’iŶgĠŶieƌie gĠŶĠtiƋue ŵ’a passioŶŶĠ, 

d’autaŶt plus Ƌue j’ai ǀĠĐu soŶ iŶstallatioŶ au Đœuƌ de l’iŶdustƌie phaƌŵaĐeutiƋue, 

participant activement à une démarche de pionnier. Pourtant, tout en travaillant, en 

gagŶaŶt de l’eǆpĠƌieŶĐe et de l’autoŶoŵie, ŵoŶ ĐeŶtƌe d’iŶtĠƌġt pƌeŵieƌ s’est dĠplaĐĠ, je Ŷe 

ǀoulais plus ĐoŶstƌuiƌe, ŵodifieƌ le gĠŶoŵe pouƌ lui faiƌe pƌoduiƌe uŶe ŵolĠĐule d’iŶtĠƌġt 

thérapeutique, mais pour ĐoŵpƌeŶdƌe des pƌoĐessus phǇsiologiƋues. L’iŵŵuŶologie 

d’aďoƌd, ĐoŵŵeŶt Ŷotƌe oƌgaŶisŵe oƌgaŶise sa dĠfeŶse et puis soŶt aƌƌiǀĠes les 

ŶeuƌosĐieŶĐes. Paƌ la ďiologie ŵolĠĐulaiƌe, j’ai eu aĐĐğs au foŶĐtioŶŶeŵeŶt iŶtiŵe du 

soŵŵet de l’ĠǀolutioŶ : le cerveau humain. 

En 2004, les nombreux résultats expérimentaux obtenus sur les fonctions du récepteur 

ŵĠtaďƌotƌope au glutaŵate de tǇpe ϳ ;ŵGluRϳͿ à paƌtiƌ d’uŶe souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue Ƌue 

j’aǀais ĐoŶstƌuite, auƌaieŶt dû ŵ’eŶĐouƌageƌ à postuleƌ pouƌ uŶe thğse de doĐtorat, mais je 
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manquais à cette époque de recul. De plus, à la suite des résultats obtenus sur mes souris 

knock-out, les premiers agents pharmacologiques testés sur des souris de type sauvage ont 

démontré des résultats contradictoires quant à la fonction de ŵGluRϳ. Aujouƌd’hui, ϭϬ aŶs 

plus taƌd, j’ai gagŶĠ eŶ ǀĠĐu. Le dĠpaƌteŵeŶt de ŶeuƌosĐieŶĐes daŶs leƋuel j’offiĐiais a ĠtĠ 

dissous. EŶ tƌaǀaillaŶt depuis, suƌ des thĠŵatiƋues tƌğs diffĠƌeŶtes, j’ai Ġlaƌgi ŵoŶ ƌegaƌd suƌ 

les sĐieŶĐes de la ǀie. J’ai pƌis aussi, je crois, la distance nécessaire avec mon récepteur au 

glutamate de prédilection pour interpréter, à la lumière des toutes dernières données 

eǆpĠƌiŵeŶtales, le ƌôle ĐlĠ de ŵGluRϳ daŶs l’appƌeŶtissage, la ŵĠŵoiƌe et les ĠŵotioŶs. De 

ŵġŵe, j’ai dĠsoƌŵais un plaisir infini à présenter mes travaux et ceux de mes collègues, à 

doŶŶeƌ des Đouƌs de ďiologie ŵolĠĐulaiƌe et d’iŵŵuŶologie foŶdaŵeŶtale au seiŶ de 

l’eŶtƌepƌise et à l’UŶiǀeƌsitĠ de Bâle, daŶs le Đadƌe de sĠŵiŶaiƌes pouƌ les ĠtudiaŶts eŶ 

doctorat.  

Ainsi l’oďteŶtioŶ d’uŶ doĐtoƌat eŶ ďiologie ŵe peƌŵettƌait d’alleƌ au ďout d’uŶ loŶg 

chemin entrepris il y a déjà 29 ans. Ce diplôme serait une forme de certification de mes 

multiples activités de chercheur. Il sécurisera aussi mon parcours professionnel et donnera 

uŶe plus gƌaŶde lĠgitiŵitĠ à ŵoŶ pƌojet de dĠǀeloppeƌ ŵes aĐtiǀitĠs d’eŶseigŶeŵeŶt à 

l’uŶiǀeƌsitĠ. 
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II. PƌĠseŶtatioŶ des ĐoŶteǆtes d’aĐƋuisitioŶ et de 

développement de mon expérience de chercheur. 

 

A. Novartis 

LoƌsƋue j’apeƌçois au tƌaǀeƌs des iŵŵeŶses ďaies vitrées du bâtiment Chipperfiel, le 

Đaŵpus de Noǀaƌtis, je suis, apƌğs ďieŶ des aŶŶĠes, fasĐiŶĠ paƌ Đe site eǆĐeptioŶŶel. Je l’ai ǀu 

Ŷaitƌe, j’ai ǀu l’aŶĐieŶ Đoŵpleǆe iŶdustƌiel de SaŶdoz se tƌaŶsfoƌŵeƌ eŶ uŶ eǆĐeptioŶŶel 

cadre de travail. Un ensemble architectural unique dédié au bien-ġtƌe et à la ĐƌĠatioŶ. J’ai ǀu 

Ŷaitƌe Noǀaƌtis, foƌt de ŵa petite dizaiŶe d’aŶŶĠes d’eǆpĠƌieŶĐe daŶs les laďoƌatoiƌes de 

Ciba-GeigǇ. J’ai ǀĠĐu la ŵise eŶ plaĐe de la stƌuĐtuƌe aĐtuelle, je ĐoŶŶais soŶ oƌigiŶe et les 

hommes Ƌui l’oŶt ŵeŶĠe et au Đouƌs de Đes ǀiŶgt deƌŶiğƌes aŶŶĠes, j’ai ĠtĠ au ƋuotidieŶ le 

témoin de toutes ses évolutions.  

 

Novartis dont le siège social est à Bâle, en Suisse, est issue de la fusion, intervenue le 7 

mars 1996, entre Sandoz SA et Ciba-Geigy SA, deux compagnies pharmaceutiques 

tƌaditioŶŶelles au ƌiĐhe passĠ, ŵais de Đultuƌe d’eŶtƌepƌise ĐoŵplğteŵeŶt diffĠƌeŶte. La 

ĐƌĠatioŶ de Noǀaƌtis Ġtait, à Đette ĠpoƋue, la plus gƌaŶde fusioŶ d’eŶtƌepƌises jaŵais ƌĠalisĠe 

au ŵoŶde et Noǀaƌtis est aujouƌd’hui uŶ des tƌois leadeƌs ŵoŶdiauǆ daŶs l’offƌe de 
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médicaments destinés à préserver la santé, soigner les malades et améliorer le bien-être. 

Son objectif est de découvrir, de développer et de commercialiser avec succès des produits 

innovants pour soigner les patients, soulager la douleur et améliorer la qualité de vie.  

La direction de Novartis est assurée par le Comité de direction de Novartis (ECN) sous la 

houlette de Joseph Jimenez chargé de la supervision des activités commerciales de Novartis. 

Les membres du CoŵitĠ de diƌeĐtioŶ soŶt dĠsigŶĠs paƌ le CoŶseil d’adŵiŶistƌatioŶ et Đ’est le 

CoŶseil d’adŵiŶistƌatioŶ de Noǀaƌtis Ƌui est ƌespoŶsaďle de la diƌeĐtioŶ, de la stƌatĠgie, de 

l’oƌgaŶisatioŶ et de la gestioŶ de l’eŶtƌepƌise. Noǀaƌtis ĐoŵpƌeŶd siǆ diǀisioŶs dont la 

diǀisioŶ phaƌŵaĐeutiƋue est le plus iŵpoƌtaŶt ĐoŶtƌiďuteuƌ, eŶ ƌĠalisaŶt uŶ Đhiffƌe d’affaiƌes 

Ŷet ĐoŶsolidĠ de ϯϮ,Ϯ ŵilliaƌds d’USD eŶ ϮϬϭϯ, soit ϱϲ % du Đhiffƌe d’affaiƌes Ŷet du Gƌoupe. 

La division pharmaceutique se compose de quelque quatre-vingt filiales qui employaient au 

total ϲϱ ϮϲϮ Đollaďoƌateuƌs ĠƋuiǀaleŶts pleiŶ teŵps au ϯϭ dĠĐeŵďƌe ϮϬϭϯ et ǀeŶdeŶt ses 

produits dans environ 155 pays.  

AŶŶĠe apƌğs aŶŶĠe, Noǀaƌtis est l’uŶ des laďoƌatoiƌes phaƌŵaĐeutiƋues Ƌui iŶǀestit le 

plus dans la recherche et le développement, avec 22 % du Đhiffƌe d’affaiƌes Ŷet ŵoŶdial de la 

division Pharmaceutique consacré à ce domaine. Cet effort lui permet de disposer en 

Đatalogue d’uŶ gƌaŶd Ŷoŵďƌe de pƌoduits ďƌeǀetĠs. Le poƌtefeuille de Noǀaƌtis ĐoŵpƌeŶd 

actuellement plus de 50 médicaments clés commercialisés, dont la plupart sont des leaders 

dans leurs domaines thérapeutiques respectifs tels que la clozapine (Clozaril) pour le 

tƌaiteŵeŶt de la sĐhizophƌĠŶie, le diĐlofeŶaĐ ;VoltaƌeŶͿ ĐoŶtƌe l’iŶflaŵŵatioŶ et la douleur, 

la cyclosporine (Neoral/Sandimmun), le plus célèbre immunosuppresseur, la carbamazepine 

;TegƌetolͿ utilisĠe ĐoŶtƌe l’Ġpilepsie et le letƌozole ;FeŵaƌaͿ pouƌ le tƌaiteŵeŶt des ĐaŶĐeƌs 

du sein, pour les plus connus. Pendant plus de dix ans, le Diovan coŶtƌe l’hǇpeƌteŶsioŶ a ĠtĠ 

le produit phare de Novartis, suivi du Glivec contre la leucémie. En outre, le portefeuille de 

projets en développement inclut 144 nouveaux produits potentiels, de nouvelles indications 

ou de nouvelles formulations pour des produits existants à différents stades de 

développement clinique. À partir de 2002, sur la demande de Daniel Vasella, le fondateur 

historique de Novartis, une nouvelle organisation succède aux traditionnels départements 

de recherche : les Instituts Novartis pour la Recherche Biomédicale (NIBR). Cette structure 

est l’œuǀƌe de Maƌk FishŵaŶ, il est aloƌs pƌofesseuƌ eŶ MĠdeĐiŶe à l’UŶiǀeƌsitĠ d’Haƌǀaƌd et 

devient par ce fait le premier président de NIBR. Sa mission est de révolutionner la 
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recherche biomédicale de Novartis. Il impose immédiatement une philosophie personnelle 

qui se résume en une phrase : « Le focus doit être le patient, la science suivra ». Sa vision est 

Đlaiƌe et pƌĠĐise, il s’agit d’oƌieŶteƌ la ƌeĐheƌĐhe de Ŷouǀeauǆ ŵĠdiĐaŵeŶts suƌ les ďesoiŶs 

du patient. Pour Mark Fishman, la découverte de nouveaux médicaments représente 

l’ultiŵe fƌoŶtiğƌe sĐieŶtifiƋue auǆ ĐoŶfiŶs d’uŶiǀeƌs diǀeƌs Đoŵŵe la Đhiŵie, la ďiologie et la 

ŵĠdeĐiŶe. C’est uŶ lieu Ƌu’il dĠfiŶit Đoŵŵe ĠtaŶt diffiĐile d’Ǉ tƌaǀailleƌ, ŵais digŶe des 

espƌits les plus iŶǀeŶtifs. EŶ effet, si jusƋu’aloƌs les ŵĠdiĐaŵeŶts ĠtaieŶt d’aďoƌd sǇŶthĠtisĠs 

au hasaƌd puis ƌeliĠs à uŶe ŵaladie, pouƌ MaƌĐ FishŵaŶ, il s’agit au ĐoŶtƌaiƌe de paƌtiƌ d’uŶe 

pathologie donnée et de définir de potentielles cibles théƌapeutiƋues afiŶ d’Ǉ ƌeŵĠdieƌ. 

 

B. Les Instituts Novartis pour la Recherche Biomédicale (NIBR). 

Les Instituts Novartis pour la Recherche Biomédicale (NIBR) sont répartis sur plusieurs 

sites à travers le monde, aux États-UŶis d’AŵĠƌiƋue ;Caŵďƌidge, EŵeƌǇǀille, San Diego), en 

Asie (Shanghai et Singapour) et bien sûr à Bâle en Suisse. Ces instituts regroupent plus de 

6 ϬϬϬ ĐheƌĐheuƌs et ĐliŶiĐieŶs Ƌui œuǀƌeŶt au ƋuotidieŶ afiŶ d’appƌofoŶdiƌ les ĐoŶŶaissaŶĐes 

suƌ les ŵĠĐaŶisŵes ŵolĠĐulaiƌes à l’oƌigiŶe des ŵaladies, trouver de nouvelles cibles 

médicamenteuses et être ainsi en mesure de découvrir des traitements innovants répondant 

à des besoins médicaux non satisfaits. Huit instituts sont dédiés à des aires thérapeutiques 

telles que les maladies auto-immunes, transplantation et inflammation (ATI), les maladies 

cardiovasculaires et métaboliques (CVM), les maladies infectieuses (ID), les maladies de 

l’appaƌeil loĐoŵoteuƌ ;MSDͿ, les ŵaladies ŶeuƌodĠgĠŶĠƌatiǀes et psǇĐhiatƌiƋues ;NSͿ, le 

cancer (ONC), les maladies ophtalmologiques (OPH) ainsi que les maladies respiratoires (RD). 

Neuf autres instituts sont des plateformes technologiques comme les sciences analytiques et 

de l’iŵageƌie ;ASIͿ, la ďioteĐhŶologie ;NBCͿ, la Đhiŵie pƌotĠoŵiƋue (CPC), les voies de 

signalisation cellulaire (DMP), la pharmacocinétique (DMPK), le métabolisme des 

médicaments (MAP), la Đhiŵie ;GDCͿ, l’uŶitĠ de dĠĐouǀeƌte de Ŷouǀelle iŶdiĐatioŶ ;NIDUͿ et 

la sécurité pré clinique (PCS). Auxquels s’ajouteŶt Ƌuatƌe iŶstituts de ƌeĐheƌĐhe 

fondamentale, plus académiques et plus orientés sur la formation de jeunes chercheurs : 

The Novartis Institute for Tropical Diseases (NITD) de Singapore, The Novartis Vaccines 

Institute for Global Health (NVGH) de Sienne en Italie, The Genomics Institute of the Novartis 

Research Foundation (GNF) de San Diego en Californie et le Friedrich Miescher Institute for 
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BioŵediĐal ReseaƌĐh ;FMIͿ de Bâle eŶ Suisse. L’eŶseŵďle de Đes IŶstituts Noǀaƌtis pouƌ la 

ReĐheƌĐhe BioŵĠdiĐale ;NIBRͿ tƌaǀaille daŶs uŶ ƌĠseau auǆ ŵultiples Ŷœuds d’intersections, 

autant technologiques que scientifiques, bien que financièrement et structurellement 

indépendants les uns des autres. Novartis favorise ainsi un environnement de travail 

motivant, avec une forte émulation professionnelle, des valeurs de respeĐt et d’ouǀeƌtuƌe. 

Notƌe Đultuƌe d’eŶtƌepƌise est foŶdĠe suƌ l’eǆĐelleŶĐe : la ǀaleuƌ de l’iŶǀestisseŵeŶt et des 

contributions personnelles est reconnue, les possibilités de développement sont 

eŶĐouƌagĠes et ƌĠelles. Dğs la ĐƌĠatioŶ de Noǀaƌtis, j’ai ĠtĠ employé par le NIBR 

Neuroscience. Celui-ci a été mis en place sur les fondations des anciens départements de 

neuroscience des entreprises Sandoz et Ciba-GeigǇ. AiŶsi, j’ai ĐoŶtiŶuĠ à pouƌsuiǀƌe ŵes 

tƌaǀauǆ Ƌui aǀaieŶt leuƌs souƌĐes daŶs l’uŶ des deuǆ aŶĐġtƌes de Noǀaƌtis. LoƌsƋu’eŶ ϮϬϬϳ, 

pouƌ des ƌaisoŶs stƌatĠgiƋues, l’eŶseŵďle des aĐtiǀitĠs de Đet iŶstitut a ĠtĠ aƌƌġtĠ, j’ai ĠtĠ 

recruté par le NIBR maladies auto-immunes, Transplantation et Inflammation (ATI) créé au 

même moment avant de rejoindre le NIBR biologiques puis le NIBR DMP.  

 J’ai aiŶsi ĐoŶŶu Ƌuatƌe diffĠƌeŶts iŶstituts aǀeĐ ĐhaĐuŶ leuƌ oƌgaŶisatioŶ pƌopƌe, leuƌs 

oďjeĐtifs et leuƌs pƌojets spĠĐifiƋues. L’uŶitĠ de ďase de Đes diffĠƌeŶtes oƌgaŶisatioŶs de 

groupe de recherche reste pourtant toujours le laďoƌatoiƌe. CoŶstituĠ d’uŶ Đhef de 

laďoƌatoiƌe et d’uŶ ou plusieuƌs assoĐiĠs peƌŵaŶeŶts aiŶsi Ƌu’uŶ ou plusieuƌs stagiaiƌes, 

étudiants en doctorat ou stagiaires postdoctoraux. Cette structure maitrise le plus souvent 

une voire plusieurs technologies et s’assoĐie au gƌĠ des pƌojets à d’autƌes laďoƌatoiƌes pouƌ 

foƌŵeƌ des gƌoupes d’iŶtĠƌġt toujouƌs plus gƌaŶds.   
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Mes différents postes chez Ciba et Novartis : 

 

Abréviations  

NIBR : Institut pour la Recherche Biomédicale de Novartis 

NS : Neuroscience 

ATI : Auto-immunité Transplantation et Inflammation 

NBC : Biotechnologies 

DMP : Voies de signalisations développementales, 

 MS : Sclérose en plaque 

PPA : PƌoduĐtioŶ de pƌotĠiŶes et d’aŶtiĐoƌps 

 iBio : Biologie innovatrice. 
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III. Analyse des acquis de mon expérience de chercheur. 

 

A. Une expertise scientifique pluridisciplinaire 

 

1. La mise en fonction du laboratoire de transgénèse. 

Au Đœuƌ des aŶŶĠes ϴϬ, sous l’iŵpulsioŶ d’uŶ ŵiĐƌoďiologiste ǀisioŶŶaiƌe, le pƌofesseuƌ 

Jakoď NüesĐh, l’eŶtƌepƌise phaƌŵaĐeutiƋue suisse Ciďa-GeigǇ dĠĐide d’iŶǀestiƌ daŶs le 

domaine, alors en plein essor, des biotechnologies et construit sur son site principal de Bâle, 

un institut uniquement dédié à ces technologies. Ce bâtiment, le K-681, spécifiquement 

construit pour la recherche et le développeŵeŶt de ŵolĠĐules thĠƌapeutiƋues d’oƌigiŶe 

ďiologiƋue est aloƌs le Đadƌe d’uŶe iŶteŶse aĐtiǀitĠ de ƌeĐheƌĐhe Ƌui ǀa ĐoŵplğteŵeŶt 

transformer les stratégies visant à découvrir de nouveaux médicaments. Sous-jacent aux 

biotechnologies, le projet de cet institut est de dĠǀeloppeƌ et d’utiliseƌ le gĠŶie gĠŶĠtiƋue 

;ou iŶgĠŶieƌie gĠŶĠtiƋueͿ, uŶ eŶseŵďle de teĐhŶiƋues, aǇaŶt pouƌ oďjet l’utilisatioŶ des 

connaissances acquises en génétique pour utiliser, reproduire, ou modifier le génome des 

êtres vivants. Depuis sa ŶaissaŶĐe, diǆ aŶs plus tôt, le gĠŶie gĠŶĠtiƋue s’est eŶ effet, iŵposĠ 

comme une technique indispensable dans tous les secteurs de la recherche en biologie. 

Ainsi, à partir de 1986, Ciba-GeigǇ iŵagiŶe gƌâĐe au gĠŶie gĠŶĠtiƋue et à l’utilisatioŶ de 

fermeŶteuƌs à l’ĠĐhelle iŶdustƌielle, la pƌoduĐtioŶ de suďstaŶĐes ƌaƌes ou diffiĐiles à eǆtƌaiƌe 

de leuƌ oƌgaŶisŵe d’oƌigiŶe. Le pƌojet phaƌe ĠtaŶt la pƌoduĐtioŶ d’uŶ aŶtithƌoŵďotiƋue, 

l’hiƌudiŶe, uŶe petite pƌotĠiŶe auǆ pƌopƌiĠtĠs aŶtiĐoagulaŶtes sĠĐƌĠtĠe Ŷaturellement par les 

glandes salivaires des sangsues. 

C’est daŶs Đe Đadƌe paƌtiĐulieƌ, Ƌue je suis ƌeĐƌutĠ eŶ septeŵďƌe ϭϵϴϳ, paƌ le diƌeĐteuƌ du 

département de biologie moléculaire, le Dr Hans Hofstetter pour assister un jeune 

chercheur, recruté quelques mois auparavant, le Dr Herman van der Putten qui est chargé 

de mettre en place la technologie de production de souris transgéniques. La micro-injection 

d’uŶ ADN ĠtƌaŶgeƌ daŶs l’œuf fĠĐoŶdĠ d’uŶe souƌis est uŶe teĐhŶiƋue ŶatuƌelleŵeŶt assez 

délicate et en 1987, très peu de laboratoires de par le monde la maitrisent (Palmiter, 

Brinster et al. 1982). De plus, les ĐoŶŶaissaŶĐes au Ŷiǀeau de l’eǆpƌessioŶ d’uŶ gğŶe ĠtƌaŶgeƌ 

daŶs le gĠŶoŵe d’uŶe souƌis ĠtaieŶt eŶĐoƌe très restreintes. Le projet était ambitieux, 
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d’autaŶt plus Ƌu’il fallait tout iŶstalleƌ, aĐheteƌ du ŵatĠƌiel et oƌgaŶiseƌ uŶ laďoƌatoiƌe pouƌ 

Ƌu’il soit iŵŵĠdiateŵeŶt opĠƌatioŶŶel. Ma pƌeŵiğƌe eǆpĠƌieŶĐe de ďiologie ŵolĠĐulaiƌe a 

ĐoŶsistĠ à pƌĠpaƌeƌ l’ADN Ƌui allait être micro-iŶjeĐtĠ daŶs le ŶoǇau des œufs fĠĐoŶdĠs de 

souƌis. À Đette ĠpoƋue loiŶtaiŶe, les kits ĐoŵŵeƌĐiauǆ Ŷ’eǆistaieŶt pas eŶĐoƌe et toutes les 

étapes clés de cette procédure étaient sujettes à investigation. De la préparation de 

bactéries compétentes pour y produire en grande quantité le vecteur génétique qui 

ĐoŶteŶait l’ADN à iŶjeĐteƌ, jusƋu’à l’isoleŵeŶt à pƌopƌeŵeŶt dit de Đet ADN paƌ sĠpaƌatioŶ 

suƌ uŶ gel d’agaƌose puis paƌ dialǇse.  

 

AiŶsi, j’ai puƌifiĠ suƌ uŶ gel d’agaƌose uŶ fƌagŵeŶt d’ADN ĐoŶteŶaŶt le gğŶe de l’aŶtigğŶe 

T du virus SV40 placé en amont du promoteur du gène de la somatolibérine humaine (GRF), 

uŶe ĐoŶstƌuĐtioŶ gĠŶĠtiƋue Ƌu’aǀait gĠŶĠƌĠe HeƌŵaŶ à l’IŶstitut Salk de SaŶ Diego aǀaŶt de 

rejoindre Ciba-Geigy. Il a injecté cet ADN daŶs le ŶoǇau d’œufs fĠĐoŶdĠs de souƌis Ƌu’il a 

ƌĠiŵplaŶtĠ daŶs Ƌuatƌe ŵğƌes poƌteuses et j’ai ŵoi-ŵġŵe dĠǀeloppĠ l’autoƌadiogƌaphie Ƌui 

a démontré la présence du transgène dans le génome de 2 souris transgéniques sur 12 

naissances. Ce Southern blot fut ŵoŶ pƌeŵieƌ d’uŶe tƌğs loŶgue liste. Tout Đoŵŵe ŵoŶ 

premier Northern blot, ƋuelƋues seŵaiŶes plus taƌd, Ƌui a dĠŵoŶtƌĠ l’eǆpƌessioŶ du 

tƌaŶsgğŶe daŶs uŶe des deuǆ souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues. L’isoleŵeŶt, la sĠpaƌatioŶ d’ARN paƌ 

électrophorèse sur gel dénaturant, puis le transfert sur membrane de cellulose avaient alors 

uŶe ĐeƌtaiŶe auƌa. Il s’agissait d’eǆpĠƌieŶĐes dĠliĐates, Đaƌ l’ARN ŵessageƌ ĐoŶtƌaiƌeŵeŶt à 

l’ADN ou auǆ pƌotĠiŶes est ŶatuƌelleŵeŶt ďeauĐoup plus eǆposĠ auǆ possiďles dĠgƌadatioŶs 

inhérentes au pƌoĐĠdĠ d’eǆtƌaĐtioŶ. EŶ ƌĠussissaŶt la pƌĠpaƌatioŶ de l’ADN ĠtƌaŶgeƌ et eŶ 

dĠŵoŶtƌaŶt ŶoŶ seuleŵeŶt soŶ iŶtĠgƌatioŶ daŶs le gĠŶoŵe d’uŶe souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue, ŵais 

ĠgaleŵeŶt soŶ eǆpƌessioŶ sous foƌŵe d’ARN ŵessageƌ, je gagŶais ŵoŶ statut de teĐhŶiĐieŶ 

sous la forme de mon premier contrat à durée indéterminée. Cette expérience initiale, la 

génération de la première souris transgénique pour Ciba-Geigy peut être considérée comme 

l’aĐte foŶdateuƌ du laďoƌatoiƌe daŶs leƋuel je ǀais tƌaǀailleƌ duƌaŶt ϮϬ aŶs. EŶ participant à sa 

ĐƌĠatioŶ, j’ai eu l’oppoƌtuŶitĠ d’oƌgaŶiseƌ uŶ laďoƌatoiƌe, de le ƌeŶdƌe foŶĐtioŶŶel tout eŶ 

intégrant les techniques de base sous-jaĐeŶtes à la ŵaŶipulatioŶ de l’ADN.  
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2. Des thymus hyperplasiés : L’aŶalǇse des pƌeŵiğƌes souƌis 

transgéniques 

Les pƌeŵiğƌes souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues oďteŶues daŶs le laďoƌatoiƌe d’HeƌŵaŶ VaŶ deƌ 

PutteŶ pƌĠseŶtaieŶt uŶ phĠŶotǇpe d’oƌdƌe iŵŵuŶologiƋue et Đ’est doŶĐ ŶatuƌelleŵeŶt, Ƌue 

ŵes pƌojets de ƌeĐheƌĐhe iŶitiauǆ s’oƌieŶtğƌeŶt ǀeƌs Đette disĐipliŶe. EŶ effet, l’eǆpression de 

l’aŶtigğŶe laƌge T d’oƌigiŶe ǀiƌale daŶs uŶ sous-groupe particulier de cellules épithéliales du 

thymus de souris transgéniques provoquait une hyperplasie du thymus. Les récentes 

découvertes sur le développement des lymphocytes T et leurs interactions avec les cellules 

ĠpithĠliales du thǇŵus paƌ Ŷos ǀoisiŶs de l’IŶstitut d’IŵŵuŶologie de Bâle (Bluthmann, 

Kisielow et al. 1988, Kisielow, Teh et al. 1988, von Boehmer 1992) avaient, à la fin des 

années 80, créĠ uŶe dǇŶaŵiƋue paƌtiĐuliğƌe daŶs Đe doŵaiŶe pƌĠĐis de l’iŵŵuŶologie. AiŶsi 

eŶ ideŶtifiaŶt et eŶ ĐaƌaĐtĠƌisaŶt, paƌ des eǆpĠƌieŶĐes d’iŵŵuŶohistoĐhiŵie et d’hǇďƌidatioŶ 

in situ, un sous-gƌoupe paƌtiĐulieƌ de Đellules ĠpithĠliales tƌaŶsfoƌŵĠes paƌ l’oŶĐogğŶe viral 

laƌge T, Ŷous ĠtioŶs au Đœuƌ du dĠďat (Moll, Eibel et al. 1992). D’autaŶt plus Ƌue j’ai ƌĠussi à 

dériver à partir de thymus issus de nos souris transgéniques, ces cellules épithéliales 

deǀeŶues iŵŵoƌtelles eŶ Đultuƌe. Ce Ƌui ŵ’a peƌŵis de dĠŵoŶtƌeƌ Ƌue Đes cellules, que 

nous avions alors dénommées Epi-A1, exprimaient un certain nombre de gènes tels que 

l’iŶteƌleukiŶe ϳ ;IL-ϳͿ, l’iŶteƌleukiŶe ϲ ;IL-6), le facteur de stimulation des macrophages 

(MCSF) et le facteur de transformation beta 3 (TGF-βϯͿ, iŵpoƌtaŶts pouƌ le dĠǀeloppeŵeŶt 

des thymocytes.  

Cette caractérisation des ARN messagers issus des cellules Epi-Aϭ paƌ NoƌtheƌŶ Blot, ŵ’a 

ĠgaleŵeŶt peƌŵis de dĠĐouǀƌiƌ Ƌue Đes Đellules eǆpƌiŵaieŶt le ƌĠĐepteuƌ de l’iŶteƌleukiŶe ϰ 

(IL-4) et le ligand de c-kit ;KLͿ, deuǆ faĐteuƌs Ƌui ĐoŶditioŶŶeŶt aǀeĐ d’autƌes ŵolĠĐules la 

différenciation des progéniteurs des cellules hématopoïétiques. De plus, en stimulant les 

cellules Epi-A1 avec IL-ϰ, je ƌĠussissais à ŵoŶtƌeƌ Ƌu’eŶ ƌĠpoŶse au tƌaiteŵeŶt paƌ IL-4, 

l’eǆpƌessioŶ du ligaŶd de Đ-kit ligand était considérablement augmentée, contribuant ainsi 

significativement à mes deux premières publications scientifiques (Moll, Eibel et al. 1992, 

Moll, Eibel et al. 1992). J’ai ĠgaleŵeŶt utilisĠ Đes ƌĠsultats pouƌ la ƌĠdaĐtioŶ de ŵoŶ ƌappoƌt 

de stage afiŶ d’oďteŶiƌ le CeƌtifiĐat d’UŶiǀeƌsitĠ de BioteĐhŶologie de l’UŶiǀeƌsitĠ de ReŶŶes 

I (Sansig G. 1990), une formation à distance sur 3 ans, diplômante qui correspond à une 

licence. Parallèlement à ces travaux de caractérisation de notre première souris 
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transgénique, avec mon collègue Juergen Moll, alors étudiant en doctorat dans notre 

laďoƌatoiƌe, Ŷous aǀoŶs ƌĠussi foƌtuiteŵeŶt à isoleƌ l’oŶĐogğŶe ŵuƌiŶ RaĐϭ, hoŵologue du 

gğŶe RaĐϭ huŵaiŶ. À l’oƌigiŶe, Ŷous aǀoŶs ĐoŶstƌuit uŶe liďƌaiƌie d’ADN ĐoŵplĠŵeŶtaiƌe 

dans le bactériophage lambda à partiƌ d’ARN de thǇŵus de souƌis afiŶ d’isoleƌ le gğŶe de la 

ThǇŵosiŶe alpha, ŵais eŶ utilisaŶt uŶe soŶde d’oligoŶuĐlĠotide dĠƌiǀĠe de l’ARN ŵessageƌ 

de la Thymosine de bovin, nous avons isolé le gène de souris Rac1. Pendant que Juergen 

séquençait cet ADN complĠŵeŶtaiƌe, j’Ġtudiais eŶ ƌĠalisaŶt de Ŷoŵďƌeuǆ Northern Blots, la 

distƌiďutioŶ tissulaiƌe du gğŶe de RaĐϭ daŶs la souƌis. DĠŵoŶtƌaŶt aiŶsi l’aďoŶdaŶĐe d’ARN 

ŵessageƌ daŶs le thǇŵus et la ƌate aiŶsi Ƌue daŶs diffĠƌeŶtes ligŶĠes Đellulaiƌes d’oƌigiŶe 

hématopoïétique dont les cellules T et B.  De plus, en perturbant le cytosquelette de cellules 

rénales LLC-PK de poƌĐ aǀeĐ de la CǇtoĐhalasiŶe B, j’ai ƌĠussi à ƌĠguleƌ à la ďaisse l’ARN 

ŵessageƌ de RACϭ, eŶ aĐĐoƌd aǀeĐ les spĠĐulatioŶs d’aloƌs, ƋuaŶt au ƌôle de Rac1 dans 

l’eǆoĐǇtose (Moll, Sansig et al. 1991). 

À la même époque, le Dr Peter Schmid, pionnier dans une technique fondamentale de la 

ďiologie ŵolĠĐulaiƌe aloƌs eŶ pleiŶ dĠǀeloppeŵeŶt, l’hǇďƌidatioŶ in situ, rejoignait le 

dĠpaƌteŵeŶt de BioteĐhŶologie daŶs uŶ laďoƌatoiƌe ǀoisiŶ. Sous sa tutelle, j’ai appƌis et 

ĐoŶduit des eǆpĠƌieŶĐes d’hǇďƌidatioŶ in situ sur des embryons de souris. Démontrant que le 

gène de la prothymosine alpha, une protéine décrite comme exerçant une fonction dans la 

différenciation et la maturation des lymphocytes T est exprimé durant le développement 

dans les mêmes tissus que le proto-oncogènes myc (Moll, Schmid et al. 1996). L’eŶseŵďle de 

ces résultats a été obtenu durant mes trois premières années dans le laboratoire du Dr 

HeƌŵaŶ VaŶ deƌ PutteŶ. J’aŶalǇse Đette pĠƌiode Đoŵŵe Đelle de l’appƌeŶtissage de la ƌĠalitĠ 

d’uŶ laďoƌatoiƌe. J’Ġtais uŶ ŶoǀiĐe aďsolu, Đ’Ġtait ŵes pƌeŵiğƌes eǆpĠƌieŶĐes de ďiologie 

moléculaire, mais en participant au développement des techniques de transgénèse et en 

ĠǀoluaŶt au Đœuƌ des aǀaŶĐĠes sĐieŶtifiƋues daŶs le doŵaiŶe paƌtiĐulieƌ des lǇŵphoĐǇtes T, 

je me constituais un savoir-faire pratique et théorique qui allait me permettre d’ġtƌe 

ƌapideŵeŶt autoŶoŵe suƌ uŶe pƌoďlĠŵatiƋue sĐieŶtifiƋue doŶŶĠe. EŶ effet, HeƌŵaŶ ŵ’a 

non seulement appris à manipuler correctement, mais également à penser. 

 AǀeĐ le ƌeĐul, je ƌĠalise d’autaŶt plus, l’iŵpoƌtaŶĐe de tous Đes Đouƌs paƌtiĐulieƌs, Ƌu’il 

ŵ’offƌait gƌaĐieuseŵeŶt des heuƌes duƌaŶt. PatieŶt, appuǇĠ ĐoŶtƌe la paillasse, il 

ŵ’eǆpliƋuait, suƌ uŶ ďout de papieƌ, toutes les thĠoƌies aloƌs eŶ Đouƌs eŶ ďiologie Đellulaiƌe 
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et eŶ iŵŵuŶologie. Si Đes pƌeŵiğƌes aŶŶĠes soŶt pouƌ ŵoi sǇŶoŶǇŵes d’appƌeŶtissage, j’ai 

eu ĠgaleŵeŶt la ĐhaŶĐe d’eŶĐadƌeƌ Ŷotƌe pƌeŵiğƌe ĠtudiaŶte du laďoƌatoiƌe. De plus, eŶ 

obtenant de solides résultats grâce aux Northern Blot, j’ai ƌapideŵeŶt aĐƋuis uŶ statut 

d’eǆpeƌt eŶ ARN. AiŶsi des ĐheƌĐheuƌs ďieŶ plus eǆpĠƌiŵeŶtĠs, issus d’autƌes dĠpaƌteŵeŶts 

de ƌeĐheƌĐhe de l’eŶtƌepƌise, passaieŶt ƋuelƋues jouƌs aǀeĐ ŵoi au seiŶ de Ŷotƌe laďoƌatoiƌe 

pouƌ appƌeŶdƌe la pƌĠpaƌatioŶ, le tƌaŶsfeƌt et l’hǇďƌidatioŶ d’ARN ŵessageƌs. TƌaŶsŵettƌe le 

savoir est un aspect du travail de chercheur que j’ai toujouƌs ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe tƌğs 

iŵpoƌtaŶt et j’ai eu depuis d’iŶfiŶies satisfaĐtioŶs à eŶseigŶeƌ l’aƌt et la ŵaŶiğƌe des 

manipulations génétiques. 

 

3. Les cellules souches embryonnaires de la souris : la naissance 

d’uŶe passioŶ. 

À paƌtiƌ de ϭϵϴϴ, HeƌŵaŶ ŵ’offƌe uŶ iŶestiŵaďle Đadeau, il ŵe peƌŵet d’Ġtaďliƌ au seiŶ 

de notre laboratoire, la manipulation des cellules embryonnaires souches de souris. En effet, 

deux ans plus tôt, en 1986, Mario Capecchi, Oliver Smithies et Martin Evans (prix Nobel de 

médecine et physiologie en 2007), réussissaient par mutagenèse dirigée, on parlait alors de 

« ƌeĐoŵďiŶaisoŶ hoŵologue » daŶs les Đellules eŵďƌǇoŶŶaiƌes souĐhes de souƌis, à dĠtƌuiƌe 

spĠĐifiƋueŵeŶt uŶ gğŶe daŶs le gĠŶoŵe d’uŶe souƌis (Thomas and Capecchi 1986, Thomas, 

Folger et al. 1986).  

Aujouƌd’hui, la ŵaŶipulatioŶ de Đellules souĐhes eŵďƌǇoŶŶaiƌes ;ESͿ de souƌis est uŶe 

teĐhŶiƋue staŶdaƌd, ŵais à l’auďe des aŶŶĠes ϵϬ, Đe pƌoĐĠdĠ Ġtait loiŶ d’ġtƌe Ġtaďli et j’ai eu 

le bonheur unique au sein de Ciba-GeigǇ, de le dĠǀeloppeƌ, ŵ’assuƌaŶt aiŶsi ŶoŶ seuleŵeŶt 

une promotion hiérarchique en passant de technicien de laboratoire à chercheur, mais aussi 

d’oďteŶiƌ uŶe ĐeƌtaiŶe ƌeĐoŶŶaissaŶĐe de ŵes paiƌs daŶs le doŵaiŶe. EŶ effet, eŶ ƌĠussissant 

à générer les toutes premières souris knock-out dès 1989 (Stief, Texido et al. 1994), j’eŶtƌais 

daŶs le petit ĐeƌĐle d’iŶitiĠs des gĠŶĠtiĐieŶs de la souƌis, et ƌeŶĐoŶtƌais aiŶsi daŶs les 

différents congrès de ces années-là, tous les sĐieŶtifiƋues de ƌeŶoŵ Ƌui jusƋu’aloƌs ŵe 

faisaient rêver.   

J’Ġpƌouǀe aujouƌd’hui uŶe ǀĠƌitaďle Ŷostalgie de Đes toutes pƌeŵiğƌes eǆpĠƌieŶĐes de 

ďiologie Đellulaiƌe, de Đe laďoƌieuǆ tƌaǀail de dĠfƌiĐhage où il s’agissait de ŵettƌe au poiŶt 

tous les paramètres sous-jaĐeŶts à la gĠŶĠƌatioŶ d’uŶe souƌis knock-out. Isolées à partir de 
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blastocyste, plusieurs types de cellules souches embryonnaires de souris (cellule ES) étaient 

alors en circulation de par le monde, les cellules ES dites CCE développée par Elisabeth 

Robertson (Kuehn, Bradley et al. 1987) de l’UŶiǀeƌsitĠ d’Oǆfoƌd, les Đellules ES dites Dϯ 

ĐaƌaĐtĠƌisĠ paƌ Toŵ DoetsĐhŵaŶ daŶs le laďoƌatoiƌe de Rolf Keŵleƌ à l’iŶstitut Maǆ PlaŶt de 

Freiburg (Doetschman, Gregg et al. 1987) et les cellules ES E14 découvertes par Martin 

Hoopeƌ à l’UŶiǀeƌsitĠ d’EdiŶďuƌgh (Hooper, Hardy et al. 1987).  

 J’ai eu l’oĐĐasioŶ de tƌaǀailleƌ aǀeĐ les tƌois souĐhes iŶitiales de Đellules ES, ŵais Đ’est 

avec les cellules E-14 que nous a gracieusement offert le Dr Andrée Dierich (Lufkin, Dierich et 

al. 1991) du laboratoire du Pƌ Pieƌƌe ChaŵďoŶ de l’UŶiǀeƌsitĠ de Stƌasďouƌg, Ƌue j’ai pu 

obtenir le premier véritable succès scientifique : des souris knock-out pour le récepteur de 

faiďle affiŶitĠ ;CDϮϯͿ à l’iŵŵuŶogloďuliŶe E ;IgEͿ (Stief, Texido et al. 1994).   

Les connaissances sur le CD23 ont progressé considérablement depuis quelques années. 

Cette molécule, sous forme de protéine membranaire ou de fragments solubles circulants, 

présente des activités biologiques multiples, spécifiques des types cellulaires qui 

l’eǆpƌiŵeŶt : pƌolifĠƌatioŶ des lǇŵphoĐǇtes B, pƌĠseŶtatioŶ de l’aŶtigğŶe, défense 

antiparasitaire, différenciation de certains précurseurs hématopoïétiques et régulation de la 

synthèse des IgE (Bonnefoy, Lecoanet-Henchoz et al. 1997). Mais en 1988, les fonctions de 

Đe ƌĠĐepteuƌ ĠtaieŶt uŶiƋueŵeŶt spĠĐulatiǀes. Il se tƌouǀe Ƌue le gğŶe de CDϮϯ ǀeŶait d’ġtƌe 

cloné par nos collègues du département de biologie moléculaire (Ludin, Hofstetter et al. 

1987) et que Ciba-Geigy était alors très intéressé par son possible rôle dans la modulation 

des IgE et l’alleƌgie (de Weck, Stadler et al. 1985). Ainsi, avec le Dr Aribert Stief, qui venait de 

dĠďuteƌ daŶs Ŷotƌe laďoƌatoiƌe soŶ stage post doĐtoƌal, j’ai dessiŶĠ puis ĐoŶstƌuit le ǀeĐteuƌ 

ŶĠĐessaiƌe à l’iŶaĐtiǀatioŶ du gğŶe de CDϮϯ paƌ ƌeĐoŵďiŶaisoŶ hoŵologue. J’ai ĐoŶduit seul 

la transfection, la sélection et les analyses des cellules souches ainsi obtenues, établissant un 

solide protocole expérimental qui a conduit à la génération de la souris finale. 

En parallèle, Gemma Texido, étudiante en doctorat dans le laboratoire de Hans Hofstetter 

a généré des souris transgéniques qui exprimaient une forme soluble et forme membranaire 

de CD23 dans les lymphocytes T et B. Réunies, ces deux lignées de souris transgéniques nous 

oŶt peƌŵis de dĠŵoŶtƌeƌ la foŶĐtioŶ de CDϮϯ daŶs la pƌoduĐtioŶ d’aŶtiĐoƌps (Stief, Texido et 

al. 1994, Texido, Eibel et al. 1994). Si eŶ ϭϵϴϵ, la gĠŶĠƌatioŶ d’uŶe souƌis knock-out pour 

CDϮϯ fut ŵoŶ pƌeŵieƌ suĐĐğs eǆpĠƌiŵeŶtal à titƌe peƌsoŶŶel, Đe suĐĐğs eŶ a appelĠ d’autƌes, 
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et très vite, je me suis retrouvé au centre de plusieurs collaborations. En effet, à cette 

ĠpoƋue, tƌğs peu de ĐheƌĐheuƌs aǀaieŶt ĐoŶduit Đe tǇpe d’eǆpĠƌieŶĐe et de Đe fait, ďieŶ 

avant que mes résultats soient publiés, mon nom commençait à circuler dans les 

laboratoires de génétiƋue des aleŶtouƌs. AiŶsi, pouƌ le diƌeĐteuƌ de l’IŶstitut FƌedeƌiĐ 

MiesĐheƌ ;FMIͿ, j’ai tƌaǀaillĠ suƌ la gĠŶĠƌatioŶ d’uŶe souƌis dĠfiĐieŶte pouƌ uŶe pƌotĠase 

eǆtƌaĐellulaiƌe, la NeǆiŶ ϭ. PaƌallğleŵeŶt, l’uŶe de ses ĠtudiaŶtes eŶ doĐtoƌat, gĠŶĠƌait des 

souris transgéniques, dans le cerveau desquelles, la production de Nexin 1 était 

considérablement augmentée. Ces deux lignées distinctes de souris transgéniques 

pƌĠseŶtaieŶt des Ġpisodes ĠpileptiƋues et de Ŷoŵďƌeuses eǆpĠƌieŶĐes d’ĠleĐtƌophǇsiologie 

conduites par un laboratoire spécialisé dans ce domaine, démontraient que cette protéase 

modulait la potentialisation à long terme (ou PLT), un processus de renforcement synaptique 

étudié pour son rôle probable dans plusieurs types de mémoire (Mansuy, van der Putten et 

al. 1993, Luthi, Van der Putten et al. 1997).  
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Figure 1 : Extrait de mon cahier de laboratoire, le premier protocole de PCR appliqué au screening de 

cellules ES de souris knock-out pour le gène de CD23. En haut, ƌepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de l’isolatioŶ et du 

passage de clones de cellules ES. En bas à droite, représentation du vecteur de ciblage du gène de souris CD23 

(rouge) et sa position dans le génome (bleue), ainsi que de la stratégie de PCRs avec la position relative des 

amorces sens et anti-seŶs. À gauĐhe, les ĐǇĐles de PCRs et les ďaŶdes ;fƌagŵeŶts d’ADNͿ oďteŶues suƌ gel 

d’agaƌose. 

 

J’Ġtais fasĐiŶĠ, Đes souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues ŵutaŶtes ĠtaieŶt deǀeŶues la souƌĐe de ďieŶ des 

investigations exaltantes sur uŶe pathologie huŵaiŶe, l’Ġpilepsie, ŵais elles ŵ’offƌaieŶt aussi 

une fenêtre personnelle pour étudier les processus cellulaires et moléculaires sous-jacents à 

la ŵĠŵoiƌe, l’appƌeŶtissage et la ĐoŶsĐieŶĐe. AiŶsi eŶtƌe ϭϵϵϬ et ϭϵϵϰ, eŶ assistaŶt eŶ diƌeĐt, 
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au fur et à mesure des expériences réalisées sur les souris knock-out pour la Nexin, je me 

foƌŵais auǆ thĠoƌies eŶ Đouƌs daŶs les ŶeuƌosĐieŶĐes. UŶ ĐheƌĐheuƌ de l’IŶstitut FƌĠdĠƌiĐ 

MiesĐheƌ iŵagiŶait à peu pƌğs à la ŵġŵe ĠpoƋue, ĠluĐideƌ la foŶĐtioŶ d’uŶe protéine 

appelée protéine LIM du muscle (MLP), spécifique des cellules différenciées des muscles 

sƋuelettiƋues. SoŶ ĠtudiaŶte eŶ doĐtoƌat d’aloƌs aǀait dessiŶĠ aǀeĐ ŵoŶ aide et ĐoŶstƌuit 

seule uŶ ǀeĐteuƌ afiŶ d’iŶaĐtiǀeƌ le gğŶe MLP. Je lui ai gĠŶĠƌĠ des cellules souches de souris à 

partir desquels une souris MLP déficiente a été créée (Arber, Hunter et al. 1997). 

Il s’agissait là de la pƌeŵiğƌe souƌis knock-out d’uŶe très longue série. En effet, cette 

eǆpĠƌieŶĐe ŵaƌƋue le tout dĠďut de la ĐoŶstƌuĐtioŶ d’uŶe platefoƌŵe de tƌaŶsgĠŶğse diƌigĠe 

d’aďoƌd paƌ le Dƌ FloƌeŶĐe Botteƌi, puis ƌepƌise ƋuelƋues aŶŶĠes plus taƌd paƌ JeaŶ-François 

Spetz au seiŶ de l’IŶstitut FƌiedƌiĐh Miescher à Bâle. Ainsi, après la génération successive de 

plusieurs souris knock-out, j’aǀais la Đhaƌge de tƌaŶsfĠƌeƌ Đette teĐhŶologie de Ŷotƌe 

laboratoire vers cet institut de recherche fondamentale financé par Ciba-Geigy puis par 

Noǀaƌtis et aujouƌd’hui encore, toutes les souris génétiquement modifiées issues du FMI 

pƌoǀieŶŶeŶt des Đellules eŵďƌǇoŶŶaiƌes souĐhes de souƌis ;EϭϰͿ Ƌue j’aǀais peƌsoŶŶelleŵeŶt 

ĐultiǀĠes aǀeĐ uŶ pƌotoĐole Ƌue j’aǀais ŵis au poiŶt seul. 

 

4. La ƌĠgulatioŶ de l’eǆpƌessioŶ des gğŶes. 

À l’auďe des aŶŶĠes ϵϬ, ŵġŵe si tous les pƌoďlğŵes Ŷe soŶt pas eŶĐoƌe ƌĠsolus de 

manière totalement satisfaisante, les laboratoires de biologie moléculaire qui travaillent sur 

les techniques de transgénèse ont appris à faire pénétrer un gène nouveau dans le 

patƌiŵoiŶe gĠŶĠtiƋue d’uŶ oƌgaŶisŵe supĠƌieuƌ. Les gğŶes Ƌue l’oŶ ĐheƌĐhe à iŶjeĐteƌ Đhez 

les souƌis ĐoŶsisteŶt eŶ des ŵolĠĐules d’ADN ĐoŶteŶaŶt l’iŶfoƌŵatioŶ ŶĠĐessaiƌe à la 

sǇŶthğse d’uŶe pƌotĠiŶe ;eŶzǇŵe, hoƌŵoŶe, etĐ.Ϳ jugĠe iŶtĠƌessaŶte pouƌ des raisons 

scientifiques, voire même économiques. La méthode la plus couramment utilisée pour 

iŶtĠgƌeƌ l’ADN ĠtƌaŶgeƌ daŶs le gĠŶoŵe des souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues est foŶdĠe suƌ la ŵiĐƌo-

injection et elle présente plusieurs inconvénients. Ainsi on ne peut savoir à l’aǀaŶĐe le 

Ŷoŵďƌe de Đopies d’uŶ gğŶe doŶŶĠ Ƌui ǀoŶt s’iŶsĠƌeƌ daŶs le patƌiŵoiŶe gĠŶĠtiƋue de 

l’aŶiŵal tƌaitĠ. Ce Ŷoŵďƌe ǀaƌie ĐouƌaŵŵeŶt de zĠƌo à ĐiŶƋuaŶte paƌ Đellule. L’iŶseƌtioŶ de 

ces copies semble se faire au hasard, ce qui a parfois pour effet d’iŶaĐtiǀeƌ ĐeƌtaiŶs gğŶes de 

la cellule hôte et de provoquer des anomalies morphologiques plus ou moins graves. Les 
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gğŶes iŶtƌoduits s’eǆpƌiŵeŶt-ils convenablement ? C’Ġtait aloƌs uŶe ƋuestioŶ ĠǀideŵŵeŶt 

iŵpoƌtaŶte, Đaƌ de Đe foŶĐtioŶŶeŵeŶt dĠpeŶd l’eǆpƌessioŶ d’uŶ ĐaƌaĐtğƌe Ŷouǀeau Đhez la 

souris traitée et mes propres expériences sur les souris transgéniques générées au sein du 

laboratoire suggéraient que le taux de fonctionnement du gène étranger est totalement 

iŵpƌĠǀisiďle. Cette liŵite sĐieŶtifiƋue ŵ’iŶteƌƌogeait paƌtiĐuliğƌeŵeŶt, loƌsƋu’uŶe 

puďliĐatioŶ ŵ’a suggĠƌĠ uŶe issue possiďle (Stief, Winter et al. 1989). Il semblait que des 

sĠƋueŶĐes d’ADN, appelĠs MAR pouƌ ƌĠgioŶs Ƌui s’attaĐheŶt à la ŵatƌiĐe du ŶoǇau Đellulaiƌe, 

identifiées aux extrémités lointaines du gène du lysozyme de poulet avaient le pouvoir de 

ƌeŶdƌe l’eǆpƌessioŶ d’uŶ tƌaŶsgğŶe iŶdĠpeŶdaŶte de soŶ site d’iŶtĠgƌatioŶ, aiŶsi Ƌue du 

Ŷoŵďƌe de Đopies iŶsĠƌĠes daŶs le gĠŶoŵe hôte. J’ai doŶĐ ƌedessiŶĠ puis ĐoŶstƌuit à paƌtiƌ 

des deux vecteurs de transgénèse qui avaient démontré des résultats pour notre laboratoire, 

GRF-SV40/T et Thy1-CD23, des constructions génétiques qui contenaient également à leurs 

extrémités des séquences MAR. Des souris transgéniques ont été générées à partir de ces 

constructions. Elles avaient iŶtĠgƌĠ le tƌaŶsgğŶe et l’eǆpƌiŵaieŶt pouƌ ĐeƌtaiŶes, ŵais auĐuŶe 

différence significative dans cette expression ne les distinguait des souris transgéniques 

précédemment générées avec ces mêmes vecteurs sans les séquences MAR. Quelques 

années plus tard, les aǀaŶĐĠes sĐieŶtifiƋues dĠŵoŶtƌaieŶt Ƌue ŵa teŶtatiǀe Ŷ’Ġtait pas 

totaleŵeŶt iŶseŶsĠe, il ŵaŶƋuait siŵpleŵeŶt ƋuelƋues pieƌƌes à l’ĠdifiĐe (Bonifer, Huber et 

al. 1996). EŶ effet, pouƌ Ƌue l’eǆpƌessioŶ d’uŶ tƌaŶsgğŶe soit iŶdĠpeŶdaŶte de soŶ site 

d’iŶtĠgƌatioŶ et pouƌ Ƌue Đette eǆpƌessioŶ Ŷe soit pas liŵitĠe par le nombre de copies du 

gğŶe ĠtƌaŶgeƌ iŶsĠƌĠ daŶs le gĠŶoŵe de l’hôte, tous les ĠlĠŵeŶts de ƌĠgulatioŶs du gğŶe 

donné doivent être présents. Autrement dit, pour une expression transgénique satisfaisante, 

il s’agiƌait, Ŷi plus Ŷi ŵoiŶs, de tƌaŶsfĠƌeƌ uŶ locus complet, Đ’est-à-dire non seulement sa 

partie transcrite en ARN, mais également les séquences régulatrices de sa transcription. 

Or, les locus Đoŵplets de ĐeƌtaiŶs gğŶes euĐaƌǇotes dĠpasseŶt les ŵĠga ďases d’où des 

limites technologiques évidentes quant à la manipulation et au transfert de telles portions 

d’ADN. À paƌtiƌ de ϭϵϴϴ (Cooke and Cross 1988), apparait dans la littérature scientifique un 

outil issu de la génétique de la levure qui semble avoir les propriétés nécessaires à la 

manipulation et au transfert de portions de génome complet. Ces chromosomes artificiels de 

leǀuƌe ;YACͿ ŵe seŵďleŶt aloƌs ġtƌe l’aǀeŶiƌ de la tƌaŶsgĠŶğse. AiŶsi, j’aƌƌiǀe à ĐoŶǀaiŶĐƌe, 

non sans mal, Herman, de me laisser travailler quelque 10 mois dans un laboratoire voisin 
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afiŶ de ŵe faŵiliaƌiseƌ aǀeĐ la gĠŶĠtiƋue de la leǀuƌe. L’idĠe ďien sûr est de construire des 

YAC pour les transférer ensuite dans mes cellules souches, elles-mêmes insérées dans 

l’eŵďƌǇoŶ d’uŶe souƌis et de dĠŵoŶtƌeƌ la faisaďilitĠ de la pƌoĐĠduƌe. 

Ainsi à partir de février 1994, je travaille avec des généticiens de la levure, sur un projet 

qui vise à introduire des locus gĠŶĠtiƋues huŵaiŶs d’iŶtĠƌġt daŶs des YAC. Deuǆ Đollğgues 

isolent et analysent dans la levure, les régions génétiques des interleukines humaines. Pour 

ma part, je travaille sur le gène humain du facteur neurotrophique issu du cerveau (BDNF). 

Le BDNF fut le second facteur neurotrophique qui fut caractérisé après le facteur de 

croissance des nerfs (NGF). Le BDNF agit sur certains neurones du système nerveux central 

et du système nerveux périphérique. Il est impliqué dans la survie des neurones existants 

(Barde 1990). Il encourage la croissance et la différenciation de nouveaux neurones et des 

synapses. Avec le recul, le fait de pouvoir travailler sur le gène de BDNF et de pouvoir 

identifier et caractériser les régions régulatrices de ce dernier fut une grande chance pour 

l’aǀeŶiƌ. EŶ effet, paƌallğleŵeŶt auǆ tƌaǀauǆ pƌatiƋues, Đoŵpleǆes et laďoƌieuǆ, je ŵe suis 

construit de solides connaissances scientifiques sur les facteurs neurotrophiques alors très 

en vue pour leur potentiel thérapeutique en neuroscience (Schatzl 1995). Durant ces dix 

mois, je vais non seulement construire une carte des régions régulatrices humaines du gène 

BDNF, mais sur le support physique que constitue un chromosome artificiel de levure, je vais 

recombiner de façon homologue un marqueur (la luciferase) en lieu et place de la région 

ĐodaŶte du gğŶe BDNF. Ce tƌaǀail ǀa ġtƌe l’oďjet d’uŶ ƌappoƌt Ƌui ŵe peƌŵettƌa d’oďteŶiƌ uŶ 

Masteƌ eŶ Biologie MolĠĐulaiƌe à l’uŶiǀeƌsitĠ de Bâle ;SaŶsig, ϭϵϵϱͿ. UŶ travail que les 

pƌofesseuƌs Josef PfeilsĐhifteƌ et Peteƌ PhilipseŶ du BiozeŶtƌuŵ de l’uŶiǀeƌsitĠ de Bâle 

patronneront en octobre 1995. Après mon travail de Master, je réussis à fusionner des 

leǀuƌes ĐoŶteŶaŶt uŶ YAC Ƌu’uŶ de ŵes Đollğgues a gĠŶĠtiƋueŵeŶt ŵodifié avec des cellules 

ES de souƌis. Ce tƌaǀail Ŷ’iŶtĠƌesse plus à Đe ŵoŵeŶt pƌĠĐis Ŷos laďoƌatoiƌes ƌespeĐtifs Ƌui 

soŶt passĠs à d’autƌes pƌojets, ŵais pouƌ Ŷous, Đ’est l’aďoutisseŵeŶt d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe 

extrêmement complexe et la démonstration que le transfeƌt d’iŵŵeŶses ƌĠgioŶs du gĠŶoŵe 

d’uŶ oƌgaŶisŵe à uŶ autƌe est possiďle. Ces tƌaǀauǆ soŶt aloƌs aďaŶdoŶŶĠs et je ŵ’attğle à 

d’autƌes tâĐhes. NĠaŶŵoiŶs, l’eǆpĠƌieŶĐe aĐƋuise suƌ la ŵaŶipulatioŶ des YAC et leuƌ 

utilisation en transgénèse va me permettre 13 ans plus tard de revenir dans un autre 

contexte à ce type de travaux.  
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Figure 2. Analyse par électrophorèse en champ pulsé (PFGE) des chromosomes artificiels de levure (YAC) 

contenant le gène humain du facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF).a. PFGE des YACs F9, H3, C12, 

Gϵ et HϭϮ Ƌui ĐoŶtieŶŶeŶt le gğŶe BDNF. La taille des fƌagŵeŶts d’ADN est ŵoŶtƌĠe à dƌoite et à gauĐhe du gel. 

b. Représentation schématique du gène humain de BDNF, les carrés représentant les différents exons, ainsi que 

les sondes utilisées pour cartographier les YACs (BDNF probes). En bas, cartes de restriction représentatives des 

YACs G9 et H12 avec la position du gène BDNF. c.d. Exemples de Southern Blot à partir des digestions partielles 

des YAC G9 et H12 avec différentes enzymes de restrictions.  
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5. L’Ġtude du Đeƌveau : de l’espƌit auǆ ŵolĠĐules ou le ĐoŶtƌaiƌe. 

i. Le changement de cap. 

L’Ġtude du gğŶe de BDNF ŵaƌƋue le dĠďut d’uŶe loŶgue pĠƌiode de ϭϮ aŶs, daŶs laƋuelle 

tous mes projets scientifiques concerneront différents aspects des neurosciences. En effet, 

en 1994, le département de biotechnologie de Ciba-Geigy est restructuré et les laboratoires 

de ďiologie ŵolĠĐulaiƌe soŶt dissous. J’ai aloƌs le Đhoiǆ de ŵe ĐoŶsaĐƌeƌ uŶiƋueŵeŶt auǆ 

cellules souches embryonnaires de souris, eŶ paƌtiĐipaŶt à la ĐoŶstƌuĐtioŶ d’uŶe platefoƌŵe 

technologique dédiée aux souris transgéniques, ou alors de rejoindre le département de 

ŶeuƌosĐieŶĐes. SaŶs hĠsitatioŶ auĐuŶe, à l’ĠpoƋue, je ŵ’eŶgage suƌ Đette seĐoŶde optioŶ. 

Deux ans, plus tard, en 1996, Ciba fusionne avec Sandoz pour devenir Novartis. Le 

laboratoire du Dr Herman Van der Putten survit à la fusion et les projets, initiés pour Ciba-

Geigy se poursuivent au sein de Novartis. 

Ainsi, dans un premier temps, je travaille avec un étudiant en doctoƌat de l’UŶiǀeƌsitĠ de 

)uƌiĐh, suƌ la ĐoŶstƌuĐtioŶ d’uŶ ǀeĐteuƌ de tƌaŶsgĠŶğse afiŶ d’eǆpƌiŵeƌ daŶs les astƌoĐǇtes 

d’uŶe souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue la ŵolĠĐule d’adhĠƌeŶĐe Đellulaiƌe Ŷeuƌale L-1 (Schachner 1989). 

L-1, également décrite sous le nom de L1CAM est une protéine transmembranaire. L-1 était 

aloƌs soupçoŶŶĠe d’ġtƌe Đapaďle de pƌoŵouǀoiƌ la ĐƌoissaŶĐe des aǆoŶes des ŶeuƌoŶes 

durant le développement du système nerveux central. La capacité des neurones à allonger 

;ĠteŶdƌeͿ leuƌs aǆoŶes est de pƌeŵiğƌe iŵpoƌtaŶĐe pouƌ l’ĠtaďlisseŵeŶt de ĐoŶŶeǆioŶs 

eŶtƌe les ŶeuƌoŶes duƌaŶt le dĠǀeloppeŵeŶt. Mais Đ’est ĠgaleŵeŶt uŶ phĠŶoŵğŶe ƌeƋuis 

pour rétablir une connexion entre les neurones après une lésion. Herman Van der Putten a 

pƌoduit uŶe souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue aǀeĐ Ŷotƌe ǀeĐteuƌ et j’ai aŶalǇsĠ l’eǆpƌessioŶ du tƌaŶsgğŶe 

au Ŷiǀeau de l’ARN et des pƌotĠiŶes aloƌs Ƌue ŵoŶ Đollğgue a ƌĠussi, suƌ des Đultuƌes de 

neuroŶes et suƌ des Ŷeƌfs optiƋues dĠƌiǀĠs de Đette souƌis à dĠŵoŶtƌeƌ Ƌue l’eǆpƌessioŶ 

ectopique de L-1 dans les astrocytes favorise la croissance des axones (Mohajeri, Bartsch et 

al. 1996).   

Toujours dans ce même domaine des neurosciences, j’ai eu la ĐhaŶĐe uŶiƋue de 

ĐoŶtƌiďueƌ aǀeĐ uŶe ĠƋuipe de l’ÉĐole PolǇteĐhŶiƋue de )uƌiĐh ;ETHͿ à dĠŵoŶtƌeƌ Ƌue la 

délétion de la protéine associée à la myéline (Nogo-A) dans une souris transgénique permet 

la régénération fonctionnelle des fibres nerveuses après lésion de la moelle épinière 

(Simonen, Pedersen et al. 2003). Au-delà des ƌetoŵďĠes de l’iŵpoƌtaŶt aspeĐt sĐieŶtifiƋue 
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de Đette dĠĐouǀeƌte, Đe tƌaǀail ŵ’a peƌŵis de ŵaŶipuleƌ dğs ϭϵϵϲ, uŶ tout Ŷouǀel outil, les 

chromosomes artificiels de bactérie (BAC). Bien plus stables que les chromosomes artificiels 

de leǀuƌe ;YACͿ, les BAC ƌepƌĠseŶteŶt aloƌs l’aǀeŶiƌ pouƌ Ƌui ĐheƌĐhe à ŵaŶipuleƌ le gĠŶoŵe 

d’uŶ oƌgaŶisŵe. AfiŶ de ĐoŶstƌuiƌe le ǀeĐteuƌ Ƌui ǀa seƌǀiƌ à iŶaĐtiver le gène de Nogo-A dans 

les Đellules eŵďƌǇoŶŶaiƌes souĐhes de souƌis, j’isole de la pƌeŵiğƌe liďƌaiƌie ĐoŵŵeƌĐiale 

ĐoŶstƌuite paƌ l’eŶtƌepƌise « Research Genetics », un BAC de 15 kb, ce qui va aussi me 

permettre de caractériser physiquement le locus de NOGO-A.  

En 1992, une publication cosignée par Samuel Weiss et Brent Reynolds dans le fameux 

magazine « Science », provoque un véritable séisme (Reynolds and Weiss 1992). Il existe des 

Đellules souĐhes Ŷeuƌales, il est possiďle de les isoleƌ à paƌtiƌ du Đeƌǀeau d’uŶe souƌis ou d’uŶ 

ƌat et de les ŵaiŶteŶiƌ eŶ Đultuƌe à l’iŶfiŶi. Il est ĠgaleŵeŶt possiďle de les différencier en 

ŶeuƌoŶes, eŶ Đellules gliales et eŶ astƌoĐǇtes. CoŶtƌaiƌeŵeŶt à Đe Ƌui Ġtait peŶsĠ jusƋu’iĐi, la 

neurogenèse ne se produit pas uniquement durant le développement embryonnaire et 

jusƋu’à l’adolesĐeŶĐe, ŵais ĐoŶtiŶue à Ġǀolueƌ phǇsiologiƋueŵent durant toute la vie adulte. 

C’est uŶe ǀĠƌitaďle ƌĠǀolutioŶ sĐieŶtifiƋue et eŶ effeĐtuaŶt duƌaŶt l’ĠtĠ ϭϵϵϱ, uŶ iŶouďliaďle 

sĠjouƌ daŶs le laďoƌatoiƌe de Saŵuel Weiss à l’uŶiǀeƌsitĠ de CalgaƌǇ, j’ai la ĐhaŶĐe uŶiƋue 

d’appƌeŶdƌe à isoleƌ et à pƌopageƌ des neurosphères à partir de la zone sous-ventriculaire 

;)SVͿ Ƌui ďoƌde les ǀeŶtƌiĐules latĠƌauǆ d’uŶe souƌis adulte. MalheuƌeuseŵeŶt, pouƌ des 

ƌaisoŶs de pƌopƌiĠtĠs iŶtelleĐtuelles, Đes tƌaǀauǆ Ŷ’oŶt pu ġtƌe pouƌsuiǀis au seiŶ de Ciďa à 

ŵoŶ ƌetouƌ. C’est le gƌaŶd ƌegƌet de ŵa ǀie de ĐheƌĐheuƌ, Đaƌ j’auƌais adoƌĠ pouƌsuiǀƌe Đe 

doŵaiŶe d’iŶǀestigatioŶ Ƌue soŶt les Đellules souĐhes ŶeuƌoŶales.  

 

ii. Le récepteur métabotrope au Glutamate de type 7  

À partir de 1993, un médecin et physicien du département de neuroscieŶĐe s’assoĐie à uŶ 

biologiste et à un chimiste de Ciba pour étudier le potentiel thérapeutique des récepteurs 

métabotropes au glutamate (mGluRs) (Knopfel, Kuhn et al. 1995). Ensemble, ils parviennent 

à ĐoŶǀaiŶĐƌe le diƌeĐteuƌ du dĠpaƌteŵeŶt de ŶeuƌosĐieŶĐe d’iŶitieƌ uŶ pƌojet ǀisaŶt la 

découverte et le développement de molécules chimiques qui permettraient de moduler les 

récepteurs mGluRs (Nicoletti, Bruno et al. 1996). Les récepteurs métabotropes sont des 

pƌotĠiŶes ŵeŵďƌaŶaiƌes Ƌui eŶ ƌĠpoŶse à l’aĐtioŶ d’uŶ ligaŶd ĐhaŶgeŶt leuƌ ĐoŶfoƌŵatioŶ et 

aĐtiǀeŶt uŶe ĐasĐade d’ĠǀĠŶeŵeŶts iŶtƌaĐellulaiƌes. Ils ǀieŶŶeŶt tout juste d’ġtƌe isolés et 
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caractérisés (Schoepp and Conn 1993). Ces récepteurs mGluRs sont localisés sur les 

neurones du système nerveux central et sur les cellules gliales. Ils constituent une famille de 

8 membres. Les récepteurs mGluR1 et mgluR5 post-synaptiques participent au phénomène 

de potentialisation à long terme. Les récepteurs mGluR 2, 3, 4, 7, et 8 sont pré-synaptiques 

et pƌoǀoƋueŶt uŶe diŵiŶutioŶ de liďĠƌatioŶ du glutaŵate. AfiŶ d’ideŶtifieƌ des ŵolĠĐules 

phaƌŵaĐologiƋues spĠĐifiƋues au ŵGluRs, il s’agit d’aďoƌd de ĐloŶeƌ les gğŶes huŵaiŶs de 

ces différents récepteurs pour pouvoir ensuite les exprimer dans un système cellulaire 

adĠƋuat, suƌ leƋuel uŶ sĐƌeeŶiŶg seƌait possiďle. AiŶsi, aloƌs Ƌu’uŶ Đollğgue s’attğle au 

clonage des gènes humains des récepteurs mGluR2 et mGluR4, je me charge du clonage du 

gğŶe huŵaiŶ du ƌĠĐepteuƌ ŵGluRϳ. Je dĠĐouǀƌe paƌ la ŵġŵe oĐĐasioŶ Ƌu’il eǆiste deuǆ 

ǀaƌiaŶts d’Ġpissage pƌoduisaŶt deuǆ isofoƌŵes du ŵġŵe gğŶe et Ƌue paƌŵi tous les 

membres de la famille mGluRs, le gène de mGluR7 est le plus conservé (Flor, Van Der Putten 

et al. 1997). 
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Figure 3 : l’AŶalǇse ŵolĠĐulaiƌe du knock-out du gène de la souris mGluR7. a. SĐhĠŵa de l’ADN gĠŶoŵiƋue 

du gène mGluR7, du vecteur de ciblage ainsi que du gène mGluR7 perturbé (ko), des sondes (barres 

pointillées), et des amorces de PCR (flèches). Neo, gène de résistance à la néomycine; TK, le gène de la 

thǇŵidiŶe kiŶase du ǀiƌus de l’heƌpğs; Nh, Nhel; NĐ, NĐoI; Nƌ, NƌuI; X, Xhol. b. L’aŶalǇse paƌ tƌaŶsfeƌt d’ADN 

génomique extrait des souris knock-out ;SoutheƌŶ BlotͿ. Le ƌĠsultat ŵoŶtƌĠ est issu d’uŶe litiğƌe de souƌis FϮ 

obtenues par croiseŵeŶt d’uŶe paiƌe de souƌis Fϭ hĠtĠƌozǇgotes +/- pour le knock-out de ŵGluRϳ. L’ADN 

génomique a été digéré par Nhel. La sonde A a été utilisée (comme indiqué en a). Les allèles de type sauvage et 

les allğles ŵutaŶts soŶt ƌepƌĠseŶtĠs paƌ des fƌagŵeŶts d’ADN de 2 Ϭϱϱ et ϭ.ϴϴϱ kď, ƌespeĐtiǀeŵeŶt. c. le 

gĠŶotǇpage paƌ PCR. Eǆeŵple d’uŶ ƌĠsultat tǇpiƋue de PCR eŶ utilisaŶt de l’ADN gĠŶoŵiƋue eǆtƌait de Ƌueue 

de souris mGluR7 + / + (wt), mGluR7 + /- (hétérozygotes) et mGluR7 -/- ;koͿ. Les paiƌes d’aŵoƌĐes ϭ + ϯ liǀƌeŶt 

uŶ pƌoduit de ϭ,ϭ kď ;allğle ŵutaŶtͿ. Les aŵoƌĐes ϳ + ϴ ŵoŶtƌeŶt uŶ fƌagŵeŶt d’ADN de Ϭ,ϳ kď ;allğle de tǇpe 

sauǀageͿ. D, l’aŶalǇse de l’eǆpƌessioŶ du gğŶe ŵGluRϳ paƌ tƌaŶsfeƌt d’ARN ;NoƌtheƌŶ BlotͿ. L’ARN total a ĠtĠ 

isolé à partir du cerveau des souris mGluR7 + / +, mGluR7 + /-, mGluR7 et -/-. Les soŶdes d’ADNĐ utilisĠs ĠtaieŶt 

APP, mGluR7, mGluR4, et mGluR8. e. f. RT-PCR. Les ARN messagers spécifiques du gène mGluR7 de 2,7 kb 

(amorces 11 + 10) et de 0,092 kb (amorces 9 + 10) ont été détectés facilement à paƌtiƌ d’ARN eǆtƌait du Đeƌǀeau 

des souris mGluR7 + / + (wt), et sont inexistant dans les souris mGluR7 -/- (ko). 

 



 

                                                            Dossier de Demande de Validation des Acquis de l’Expérience – Service VAE                                                   

   
69 

 

Aloƌs Ƌu’à Đette ĠpoƋue, l’utilisatioŶ de souƌis knock-out commence doucement à envahir 

les journaux scientifiques (Silva, Paylor et al. 1992, Silva, Stevens et al. 1992), j’iŵagiŶe uŶe 

stratégie pour inactiver le gène de mGluR7 dans des cellules embryonnaires souches. Ainsi, 

gƌâĐe à l’ADN ĐoŵplĠŵeŶtaiƌe du gğŶe huŵaiŶ de ŵGluRϳ, je ƌĠussis à isoleƌ une portion 

d’ADN gĠŶoŵiƋue de souƌis ĐoƌƌespoŶdaŶte au pƌeŵieƌ eǆoŶ ĐodaŶt du gğŶe de ŵGluRϳ et 

à dĠƌiǀeƌ uŶ ǀeĐteuƌ afiŶ d’iŶaĐtiǀeƌ Đe gğŶe paƌ ƌeĐoŵďiŶaisoŶ hoŵologue daŶs des Đellules 

embryonnaires souches de souris. À partir de ces cellules souches, une souris transgénique, 

dĠfiĐieŶte pouƌ le ƌĠĐepteuƌ ŵGluRϳ seƌa gĠŶĠƌĠe et suiǀƌoŶt sept aŶŶĠes d’Ġtudes afiŶ 

d’ĠluĐideƌ les foŶĐtioŶs phǇsiologiƋues de Đe ƌĠĐepteuƌ. Pouƌ la pƌeŵiğƌe fois, j’ĠĐƌiǀais uŶe 

publication scientifique (Sansig, Bushell et al. 2001). Cinq autres publications scientifiques 

sont venues couronner nos investigations sur mGluR7 et de nombreuses collaborations avec 

les plus gƌaŶds laďoƌatoiƌes daŶs Đe doŵaiŶe paƌtiĐulieƌ des ŶeuƌosĐieŶĐes ŵ’ont permis 

d’Ġlaƌgiƌ ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt ŵes ĐoŶŶaissaŶĐes suƌ la stƌuĐtuƌe et le foŶĐtioŶŶeŵeŶt du 

cerveau (Masugi, Yokoi et al. 1999, Bushell, Sansig et al. 2002, Cryan, Kelly et al. 2003, 

Holscher, Schmid et al. 2004, Holscher, Schmid et al. 2005). Ces travaux sont présentés en 

détail dans ma thèse de doctorat, réévalués à la lumière des données actuelles. Ensemble, 

toutes ces expériences réalisées sur les souris knock-out pour le récepteur mGluR7 ont 

abouti aux hypothğses d’aujouƌd’hui ƋuaŶt au poteŶtiel thĠƌapeutiƋue de ligaŶds sĠleĐtifs 

pour mGluR7.  

 

iii. Les récepteurs métabotropes GABA B. 

DaŶs les laďoƌatoiƌes de Ciďa, l’aŶĐestƌal pƌĠĐuƌseuƌ de Noǀaƌtis, aǀait ĠtĠ dĠĐouǀeƌte uŶe 

atypique molécule psychotrope, le baclofğŶe. À l’oƌigiŶe ĐoŵŵeƌĐialisĠe sous le Ŷoŵ de 

LioƌĠsal, il s’agit d’uŶ dĠƌiǀĠ aƌoŵatiƋue halogĠŶĠ de l’aĐide gaŵŵa-aminobutyrique 

;GABAͿ. C’est uŶ ŵǇoƌelaǆaŶt Ƌui agit au Ŷiǀeau de la ŵoelle ĠpiŶiğƌe faǀoƌisaŶt la ƌelaǆatioŶ 

des muscles squelettiques. Grâce à cette molécule, deux biologistes moléculaires du 

département de Neuroscience de Novartis, ont réussi à cloner les gènes des récepteurs 

métabotropes au GABA (GABABͿ. SuspeĐtĠs d’eǆisteƌ depuis loŶgteŵps, Đes ƌĠĐepteuƌs 

Ŷ’aǀaieŶt jaŵais pu ġtƌe isolĠs physiquement et grâce à une astucieuse stratégie de clonage 

à paƌtiƌ d’uŶe liďƌaiƌie d’eǆpƌessioŶ, ŵes deuǆ Đollğgues soŶt eŶtƌĠs daŶs l’histoiƌe des 

neurosciences en 1997 (Bettler, Kaupmann et al. 1998). 
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Très rapidement, pratiquement tout le départemeŶt de ŶeuƌosĐieŶĐe de Ciďa s’est ŵis à 

tƌaǀailleƌ d’uŶe ŵaŶiğƌe ou d’uŶe autƌe suƌ Đes ƌĠĐepteuƌs. AiŶsi, aǀeĐ l’aide de ValĠƌie 

SĐhuleƌ Ƌui a ĐoŶstƌuit les ǀeĐteuƌs, j’ai gĠŶĠƌĠ des Đellules ES de souƌis dĠfiĐieŶtes pouƌ les 

deux types de récepteurs GABAB, appelés respectivement R1 et R2.  

Des souris knock-out ont vu le jour peu de temps plus tard (Schuler, Luscher et al. 2001), 

et eŶ paƌallğle de ŵes tƌaǀauǆ suƌ ŵGluRϳ, j’ai adŵiŶistƌĠ Đes deuǆ iŵpoƌtaŶtes ĐoloŶies de 

souƌis afiŶ Ƌue de Ŷoŵďƌeuses eǆpĠƌieŶĐes de ĐoŵpoƌteŵeŶt et d’ĠleĐtƌophǇsiologie 

viennent éclairer les fonctions physiologiques de ces récepteurs (Kaupmann, Cryan et al. 

2003, Gassmann, Shaban et al. 2004, Mombereau, Kaupmann et al. 2004, Vigot, Barbieri et 

al. 2006). 

Le Glutamate et le GABA sont les neurotransmetteurs les plus abondants du cerveau des 

mammifères. Les effets inhibiteurs du GABA servent à contrebalancer les effets excitateurs 

du glutamate. Un dĠsĠƋuiliďƌe eŶtƌe Đes deuǆ ŶeuƌoŵĠdiateuƌs est iŵpliƋuĠ daŶs l’Ġpilepsie 

ou l’isĐhĠŵie ĐĠƌĠďƌale. Il Ŷ’est doŶĐ pas ĠtoŶŶaŶt Ƌue les pƌeŵieƌs phĠŶotǇpes oďseƌǀĠs suƌ 

Ŷos souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues, Ƌu’il s’agisse de ŵGluRϳ ou de GABABRϭ, soieŶt liĠs à l’Ġpilepsie 

(Sansig, Bushell et al. 2001, Schuler, Luscher et al. 2001). En approfondissant nos 

investigations, nous avons également observé dans ces deux types de souris mutantes des 

altĠƌatioŶs de la ŵĠŵoiƌe, de l’appƌeŶtissage, des fonctions cognitives, mais aussi des 

ĠŵotioŶs. J’ai ĠŶoƌŵĠŵeŶt pƌis de plaisiƌ à Ġtudieƌ Đes phĠŶoŵğŶes phǇsiologiƋues 

complexes.  

 

iv. L’AŵǇgdale. 

Aloƌs Ƌue l’Ġtude des phĠŶotǇpes des souƌis knock-out pour mGluR7 et GabaB me permet 

d’aĐƋuĠƌiƌ des ĐoŶŶaissaŶĐes appƌofoŶdies suƌ l’aŶatoŵie et l’oƌgaŶisatioŶ foŶĐtioŶŶelle 

sous forme de circuiteries neuronales du cerveau, ces projets sont abandonnés. En effet, les 

pƌogƌğs suƌ le dĠǀeloppeŵeŶt d’ageŶts phaƌŵaĐologiƋues spĠĐifiƋues à Đes ƌĠĐepteuƌs 

métabrotƌopes dĠçoiǀeŶt Noǀaƌtis. AuĐuŶe ŵolĠĐule Ŷ’est aloƌs ƌĠelleŵeŶt spĠĐifiƋue pouƌ 

un récepteur donné, et à partir de 2004, je suis contraint à développer de nouvelles 

activités.  

J’ai eŶtƌe teŵps appƌis, loƌs d’uŶ sĠjouƌ de deuǆ ŵois daŶs uŶe eŶtƌepƌise de 

biotechnologie spécialisée dans la thérapie génétique (Genetic Therapy Inc) à Gaithersburg 
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aux États-Unis en 2001, à préparer des vecteurs génétiques dérivés de lentivirus (Matukonis, 

Li et al. 2002, Molina, Matukonis et al. 2002). En effet, ces outils avaient alors prouvé leur 

effiĐaĐitĠ ƋuaŶt au tƌaŶsfeƌt d’uŶ gğŶe d’iŶtĠƌġt daŶs les ŶeuƌoŶes (Wong, Goodhead et al. 

2006). AiŶsi, j’iŵagiŶe ĐoŶstƌuiƌe des ǀeĐteuƌs dĠƌiǀĠs de lentivirus qui contiendraient des 

petits ARN d’iŶteƌfĠƌeŶĐe pouƌ uŶe Điďle paƌtiĐuliğƌe eǆpƌiŵĠe daŶs uŶe ƌĠgioŶ doŶŶĠe du 

cerveau et les injecter directement dans le cerveau de souris pour non pas éteindre 

complètement ce gène, mais atténuer son expression dans une région précise (Wiznerowicz, 

Szulc et al. 2006). Ce pƌojet iŶtĠƌesse ŵoŶ dĠpaƌteŵeŶt, ŵais Đoŵŵe je Ŷ’ai auĐuŶe 

eǆpĠƌieŶĐe daŶs le desigŶ d’ARN d’iŶteƌfĠƌeŶĐe, je ƌejoiŶs pouƌ ƋuelƋues ŵois l’IŶstitut 

GĠŶoŵiƋue ;GNFͿ de SaŶ Diego eŶ CalifoƌŶie, où aǀeĐ l’aide d’eǆpeƌts je dessiŶe et ĐloŶe, 

toute uŶe petite ĐolleĐtioŶ d’ARN d’iŶteƌfĠƌeŶĐe.  

Durant mon séjour en Californie, mon chef de laboratoire, le Dr Herman Van der Putten 

est pƌoŵu au seiŶ de Noǀaƌtis, à la tġte d’uŶ tout Ŷouǀeau dĠpaƌteŵeŶt de PsǇĐhiatƌie.   

L’oďjeĐtif du dĠpaƌteŵeŶt est la ŵodulatioŶ des ŶeuƌoŶes de l’aŵǇgdale. Ce ŶoǇau est 

situé dans la région antéro-iŶteƌŶe du loďe teŵpoƌal, eŶ aǀaŶt de l’hippoĐaŵpe et sous le 

cortex.  

 L’aŵǇgdale fait paƌtie du sǇstğŵe liŵďiƋue et est iŵpliƋuĠe daŶs la reconnaissance et 

l’ĠǀaluatioŶ de la ǀaleŶĐe ĠŵotioŶŶelle des stiŵuli seŶsoƌiels, daŶs l’appƌeŶtissage assoĐiatif 

et dans les réponses comportementales et végétatives associées en particulier à la peur et à 

l’aŶǆiĠtĠ. L’aŵǇgdale foŶĐtioŶŶeƌait Đoŵŵe uŶ sǇstğŵe d’aleƌte et seƌait ĠgaleŵeŶt 

impliquée dans la détection du plaisir. Ainsi, à mon retour du GNF, Herman me charge 

d’ĠluĐideƌ les stƌuĐtuƌes Đellulaiƌes et ŵolĠĐulaiƌes de l’aŵǇgdale. Deuǆ aŶŶĠes duƌaŶt je 

vais utiliser nombre de vecteurs dérivés de leŶtiǀiƌus et d’adĠŶoǀiƌus afiŶ de ŵaƌƋueƌ 

spécifiquement par injection stéréotaxique dans le cerveau de souris transgéniques, des 

ŶeuƌoŶes paƌtiĐulieƌs de l’aŵǇgdale. CeĐi afiŶ de les ĐaƌaĐtĠƌiseƌ paƌ iŵŵuŶohistoĐhiŵie, 

mais aussi en visualisant directement des marqueurs fluorescents (par exemple, GFP) sur des 

coupes de tissu, les neurones qui sous-tendent les émotions. De même, je vais utiliser des 

petits ARN d’iŶteƌfĠƌeŶĐes pouƌ dĠƌĠguleƌ daŶs les iŶteƌŶeuƌoŶes gaďaeƌgiƋues de 

l’aŵǇgdale, l’eŶzǇŵe ŶĠĐessaiƌe à la sǇŶthğse du ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ Gaďa. C’est uŶ tƌaǀail 

passionnant et après deux ans de travaux les premiers résultats sont encourageants, aussi 
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loƌsƋu’eŶ dĠĐeŵďƌe ϮϬϬϳ, HeƌŵaŶ ŵ’aŶŶoŶĐe la dissolutioŶ de soŶ dĠpaƌteŵeŶt, le ŵoŶde 

s’ĠĐƌoule sous ŵes pieds.  

 

 

Figuƌe ϰ : L’utilisatioŶ de veĐteuƌs dĠƌivĠs de leŶtiviƌus et de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues pouƌ la validatioŶ de 

Ŷouvelles Điďles ŵolĠĐulaiƌes daŶs la ĐiƌĐuiteƌie de l’aŶǆiĠtĠ de l’AŵǇgdale. En haut à droite, la représentation 

schématique des différentes souris transgéniques générées : Paravalbumine (PV)-Cre, cholecystokinine (CCK)-

Cre, calretinine (CR)-Cre and somatostatine (SOM)-Cre. PV, CCK, CR et SOM étant des gènes marqueurs des 

différents sous-tǇpes d’iŶteƌŶeuƌoŶes GABA. Cƌe est la recombinase du phage P1 qui catalyse spécifiquement la 

recombinaison entre deux sites lox. Juste en dessous, la liste des différents vecteurs dérivés de lentivirus utilisé 

paƌ iŶjeĐtioŶ stĠƌĠo taĐtiƋue daŶs le Đeƌǀeau de souƌis. EŶ haut, à dƌoite, uŶe Đoupe d’uŶ Đeƌǀeau de souris de 

type sauvage injecté avec un lentivirus PGK-eGFP. L’eǆpƌessioŶ du gğŶe GFP est ǀisiďle tout autouƌ du site 

d’iŶjeĐtioŶ saŶs spĠĐifiĐitĠ Đellulaiƌe. EŶ ďas, à dƌoite. La ƌĠgioŶ de l’AŵǇgdale aǀeĐ ses diffĠƌeŶts ŶoǇauǆ BLA, 

noyau basolatéral, CeL, ŶoǇau ĐeŶtƌal d’uŶe souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue CCK-Cre injecté avec un lentivirus PGK-floxed 

eGFP. L’eǆpƌessioŶ du gğŶe GFP est ƌestƌeiŶte auǆ iŶteƌŶeuƌoŶes CCK+. EŶ ďas, à dƌoite, l’AŵǇgdale d’uŶe 

souris transgénique PV-Cre, injecté avec un lentivirus PGK-floǆed eGFP. L’eǆpƌessioŶ du gğŶe GFP est ƌestƌeiŶte 

aux interneurones PV+. 
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6. Le ƌetouƌ à l’IŵŵuŶologie, 1ϱ aŶs plus taƌd. 

i. La sclérose en plaque. 

HeuƌeuseŵeŶt pouƌ ŵoi, aloƌs Ƌue les NeuƌosĐieŶĐes Ŷe soŶt plus d’aĐtualitĠ pouƌ 

Novartis, se crée en décembre 2007 sur le campus de Bâle, un immense département 

d’IŵŵuŶologie Ƌui ƌasseŵďle des pƌojets sĐieŶtifiƋues aussi diǀeƌs Ƌue l’auto-immunité, la 

tƌaŶsplaŶtatioŶ d’oƌgaŶe et l’iŶflaŵŵatioŶ ;ATIͿ. Au seiŶ de Đe NIBR, se ĐoŶstitue uŶ gƌoupe 

Ƌui a ĠtĠ ĐhaƌgĠ d’Ġtudieƌ l’iŶflaŵŵatioŶ et l’auto-immunité et son directeur me propose de 

dĠǀeloppeƌ au seiŶ de soŶ ĠƋuipe, l’eŶĐĠphaloŵǇĠlite auto-immune expérimentale, ou 

eŶĐĠphaloŵǇĠlite alleƌgiƋue eǆpĠƌiŵeŶtale ;EAEͿ daŶs la souƌis. L’EAE est uŶ ŵodğle aŶiŵal 

de sclérose eŶ plaƋues utilisĠ eŶ laďoƌatoiƌe. L’EAE ĐoŶsiste eŶ l’iŶjeĐtioŶ, Đhez uŶ aŶiŵal, 

d’uŶ ageŶt pathogğŶe, pƌoǀoƋuaŶt Đhez Đelui-ci une réaction auto-immune dirigée contre la 

myéline du système nerveux central, ce qui conduit à une démyélinisation des fibres 

Ŷeƌǀeuses et uŶ doŵŵage aǆoŶal, Đoŵŵe Đ’est le Đas daŶs la pathologie huŵaiŶe. AiŶsi aǀeĐ 

l’aide de deuǆ jeuŶes Đollğgues, Ŷous aǀoŶs, eŶ ƋuelƋues ŵois, ƌĠussi à dĠĐƌiƌe uŶ Ŷouǀeau 

ŵodğle d’EAE iŶduit paƌ la glǇĐopƌotĠiŶe oligodeŶdƌogliale de la ŵǇĠliŶe (MOG) dans des 

souris C57/Bl6. Un modèle qui de manière réellement standardisée et prédictible provoqua 

une maladie proche de la forme progressive de la sclérose en plaques rencontrée chez 

l’Hoŵŵe. Au tƌaǀeƌs de siǆ diffĠƌeŶtes eǆpĠƌieŶĐes, Ŷous aǀoŶs ŵesuƌĠ l’effiĐaĐitĠ de deuǆ 

molécules produites par Novartis quant à la diminution ou non, des symptômes de la 

maladie.  

Nous avons également utilisé des souris transgéniques déficientes pour un récepteur afin 

de vérifier sa possible fonction dans ce type de pathologie et à l’aide de ŵĠdiĐaŵeŶts dĠjà 

en clinique par exemple, la Copaxone® nous avons démontré que notre modèle EAE souris 

pouǀait ġtƌe ĐoŵpaƌĠ à Đe ŵġŵe tǇpe de pathologie Đhez l’hoŵŵe. PaƌallğleŵeŶt à Đes 

tƌaǀauǆ, j’ai ĠtĠ ĐhaƌgĠ d’Ġtaďliƌ uŶ solide essai par méthode immuno-enzymatique (ELISA) 

afiŶ d’eǆploƌeƌ l’aĐtioŶ de ŵolĠĐules « candidates » sur la réponse humorale lors du 

développement de la maladie dans nos expériences EAE. En utilisant différents isotypes 

d’aŶtiĐoƌps IgG suƌ des sĠƌuŵs de souƌis et de ƌats issus d’eǆpĠƌieŶĐes EAE, j’ai pu 

dĠŵoŶtƌeƌ la diŵiŶutioŶ d’iŵŵuŶogloďuliŶes IgGϮa et IgGϮď daŶs des souƌis et des ƌats 

traités par une molécule de Novartis. Pour des raisons de propriétés intellectuelles, ces 

tƌaǀauǆ Ŷ’oŶt pu ġtƌe pouƌ l’iŶstaŶt, puďliĠs, ŵais ils oŶt fait l’oďjet de deuǆ ƌappoƌts 
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iŶteƌŶes et le ŵodğle EAE souƌis, Ƌue Ŷous aǀoŶs dĠĐƌit est aujouƌd’hui iŶteŶsĠŵeŶt ĠtudiĠ 

afin de caractériser des potentiels médicaments pour la sclérose en plaques (Sansig, Bernard 

et al, 2009, Sansig and Mir, 2009).   

AutaŶt l’utilitĠ de telles eǆpĠƌieŶĐes ŵe seŵďle ĠǀideŶte, autaŶt Đe tƌaǀail pĠŶiďle, paƌĐe 

que au contact quotidien avec la souffrance de ces dizaines de rongeurs à qui on induit une 

sĠǀğƌe ŵaladie, ŵ’a ƌĠelleŵeŶt usĠ psǇĐhologiƋueŵeŶt allaŶt jusƋu’à dĠǀeloppeƌ uŶe 

maladie auto-immune, le syndrome de Lyell.  

DaŶs Đe ĐoŶteǆte paƌtiĐuliğƌeŵeŶt pĠŶiďle, duƌaŶt l’autoŵŶe ϮϬϬϴ, à ŵa plus gƌaŶde 

surprise, je suis contacté par le directeur du département de production de protéines et 

d’aŶticorps (PPA) du NIBR biotechnologie. Ce dernier aimerait produire à des fins 

thérapeutiques des anticorps humains dans des souris transgéniques. Il sait que dans les 

aŶŶĠes ϵϬ, j’aǀais tƌaǀaillĠ suƌ Đe tǇpe de pƌojet et ŵe pƌopose de ƌejoiŶdƌe soŶ 

départemeŶt pouƌ dessiŶeƌ d’aďoƌd, puis ƌĠaliseƌ uŶe telle souƌis. 

 

ii. L’huŵaŶisatioŶ de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue 

Au tout dĠďut des aŶŶĠes ϵϬ, la ďioteĐhŶologie Ġtait eŶ pleiŶe effeƌǀesĐeŶĐe, l’utilisatioŶ 

de ŵolĠĐules ďiologiƋues thĠƌapeutiƋues offƌait à l’iŶdustƌie phaƌmaceutique une 

alteƌŶatiǀe auǆ ŵolĠĐules ĐhiŵiƋues jusƋu’iĐi seuls ŵaitƌes suƌ le ŵaƌĐhĠ des ŵĠdiĐaŵeŶts. 

Les aǀaŶĐĠes sĐieŶtifiƋues et teĐhŶologiƋues peƌŵettaieŶt d’iŵagiŶeƌ de ŵultiples 

méthodes pour produire des anticorps humains à des fins thérapeutiques. L’utilisatioŶ de 

souris transgéniques pour produire des anticorps humains est donc tout naturellement 

apparue dans les laboratoires de biologie moléculaire, à peu près au même moment, partout 

dans le monde (Taylor, Carmack et al. 1992, Bruggemann, Davies et al. 1993, Jakobovits 

1995, Jakobovits, Green et al. 1995). À cette même époque, un étudiant en doctorat du 

laboratoire voisin au mien, au sein du département de biotechnologie de Ciba va mettre en 

place cette ǀĠƌitaďle ƌĠǀolutioŶ teĐhŶologiƋue Ƌu’est la ƌĠaĐtioŶ de polǇŵĠƌisatioŶ eŶ ĐhaîŶe 

;PCRͿ. UŶe ŵĠthode aujouƌd’hui ƌoutiŶiğƌe Ƌui a pƌofoŶdĠŵeŶt ƌĠǀolutioŶŶĠ toute la 

biologie moléculaire. Très vite celui-ci isole par PCR les gènes des régions constantes des 

anticorps humains. 
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 Il dessiŶe et ĐoŶstƌuit des ǀeĐteuƌs tƌaŶsgĠŶiƋues afiŶ d’ĠĐhaŶgeƌ Đes ŵġŵes gğŶes des 

ƌĠgioŶs ĐoŶstaŶtes d’aŶtiĐoƌps de souƌis paƌ leuƌ hoŵologue huŵaiŶ, daŶs des hǇďƌidoŵes 

de souris, mais également dans des cellules embryonnaires souches de souris. Je lui 

transfère les vecteurs dans les cellules souches et Herman génère une souris humanisée 

pouƌ les ƌĠgioŶs ĐoŶstaŶtes des gğŶes des ĐhaiŶes d’aŶtiĐoƌps louƌdes et lĠgğƌes kappa 

(Pluschke, Joss et al. 1998). Ce qui à cette époque est une avancée technologique et 

sĐieŶtifiƋue Ŷe seƌa pas souteŶu, au seiŶ de l’eŶtƌepƌise Ciďa et si aujouƌd’hui, plusieuƌs 

modèles de ce type de souris produisent des anticorps thérapeutiques qui sont entrés en 

clinique (Jakobovits, Amado et al. 2007), ce projet est abandonné dès 1993.  

D’où ŵa suƌpƌise, loƌsƋue j’appƌeŶds par le directeur du NIBR biotechnologie en octobre 

ϮϬϬϴ, Ƌue la pƌoduĐtioŶ d’aŶtiĐoƌps huŵaiŶs daŶs les souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues est à Ŷouǀeau 

soutenue par Novartis. Ainsi, dès janvier 2009, alors que je termine la rédaction des rapports 

qui décrivent nos modèles de souƌis pouƌ la sĐlĠƌose eŶ plaƋues, j’iŵagiŶe uŶe stƌatĠgie pouƌ 

pƌoduiƌe des aŶtiĐoƌps huŵaiŶs daŶs uŶe souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue. J’ai plusieuƌs ĐoŶtƌaiŶtes 

d’oƌdƌe teĐhŶologiƋues, ŵais aussi au Ŷiǀeau des pƌopƌiĠtĠs iŶtelleĐtuelles. 

 Il ŵ’appaƌait ŶĠaŶŵoiŶs ƌapideŵeŶt Ƌu’il Ŷous faut daŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps iŶaĐtiǀeƌ la 

pƌoduĐtioŶ eŶdogğŶe d’aŶtiĐoƌps daŶs la souƌis. Je ŵ’attaĐhe aloƌs à dessiŶeƌ des ǀeĐteuƌs 

pour éteindre les locus d’iŵŵuŶogloďuliŶes de souƌis. C’est pouƌ ŵoi uŶe ƌeŶaissaŶĐe, 

devant mon oƌdiŶateuƌ, je suis heuƌeuǆ faĐe auǆ ďaŶƋues de gğŶes. L’oƌgaŶisatioŶ des gğŶes 

d’aŶtiĐoƌps ŵe fasĐiŶe. D’autaŶt plus Ƌu’aǀeĐ le soutieŶ de la platefoƌŵe de tƌaŶsgĠŶğse 

que dirige le Dr Bernd Kinzel, nous obtenons rapidement des cellules embryonnaires souches 

;ESͿ de souƌis, puis des souƌis daŶs lesƋuels la pƌoduĐtioŶ d’aŶtiĐoƌps est aďolie. Mieuǆ, Đes 

souris knock-out pouƌ les ĐhaiŶes louƌdes ;IgHͿ et lĠgğƌes kappa ;IgKͿ d’aŶtiĐoƌps Ŷe 

produisent plus de cellules B (Isken, Tchorz et al, 2011, Isken, Tchorz et al, 2011). 

EŶ paƌallğle, j’iŵagiŶe uŶe stƌatĠgie pouƌ isoleƌ phǇsiƋueŵeŶt les iŵŵeŶses loci 

d’aŶtiĐoƌps huŵaiŶs. NaïǀeŵeŶt, j’espğƌe Ƌu’à l’ğƌe post sĠƋueŶçage du gĠŶoŵe huŵaiŶ, il 

ŵe seƌa possiďle d’aĐƋuĠƌiƌ des Đhƌoŵosoŵes aƌtifiĐiels de leǀuƌe ;YACͿ qui contiennent les 

gğŶes huŵaiŶs ŶĠĐessaiƌes à la pƌoduĐtioŶ d’iŵŵuŶogloďuliŶes et de siŵpleŵeŶt les 

transférer par fusion entre des levures et des cellules ES dans le génome de la souris. Une 

ŵĠthode Đoŵpleǆe et sophistiƋuĠe Ƌue j’aǀais utilisĠe aǀeĐ suĐcès en 1995. Rapidement, je 

ƌĠalise Ƌue de tel YAC, s’ils oŶt effeĐtiǀeŵeŶt eǆistĠ, ils soŶt aujouƌd’hui iŵpossiďles à 
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obtenir. En effet, des compagnies de biotechnologie ont déjà mis la main dessus. Les intérêts 

financiers liés à de tels outils sont énormes, ce sont de précieuses sources de génome 

humain pour qui souhaite produire des anticorps dans des systèmes cellulaires ou 

tƌaŶsgĠŶiƋues. NĠaŶŵoiŶs, il est eŶĐoƌe possiďle d’aĐheteƌ toute la ĐolleĐtioŶ de 

chromosomes artificiels de bactérie (BAC) sous-jacente aux loci d’aŶtiĐoƌps huŵaiŶ. Le 

pƌoďlğŵe, Đ’est Ƌu’il ǀa falloiƌ tƌouǀeƌ uŶe solutioŶ pouƌ ƌelieƌ phǇsiƋueŵeŶt Đes diffĠƌeŶts 

BAC. Entre-temps, mon directeur, recrute mon nouveau chef de laboratoire. Ce dernier est 

uŶe lĠgeŶde ǀiǀaŶte de l’iŵŵuŶologie. 

 Il a non seulement travaillé pour deux récipiendaires du prix Nobel, mais il est le premier 

sĐieŶtifiƋue à aǀoiƌ phǇsiƋueŵeŶt isolĠ uŶ gğŶe d’aŶtiĐoƌps. C’est pouƌ ŵoi, uŶe ĐhaŶĐe 

foƌŵidaďle et duƌaŶt les Ϯ aŶs et deŵi où l’oŶ ǀa tƌaǀailleƌ eŶseŵďle au quotidien, je vais 

ĠŶoƌŵĠŵeŶt appƌeŶdƌe de Đe siŶgulieƌ peƌsoŶŶage. La stƌatĠgie iŶitiale, Ƌue j’ai dĠƌiǀĠe du 

système de recombinaison dans la bactérie (Muyrers, Zhang et al. 1999, Copeland, Jenkins et 

al. 2001), pour fusionner nos BAC par recombinaison homologue ne lui convient pas. Trop 

leŶte, tƌop fastidieuse à ses Ǉeuǆ. D’autaŶt plus Ƌue ŵes pƌeŵieƌs ƌĠsultats eǆpĠƌiŵeŶtauǆ 

ne vont pas dans la bonne direction. Je lui soumets alors une deuxième approche, qui vient 

tout juste d’ġtƌe dĠĐouǀeƌte paƌ YǀaŶ LaƌioŶoǀ (Kouprina and Larionov 2006, Kouprina, 

Noskov et al. 2006). Il redessine cette méthode, il la modifie et nous réussissons ainsi à 

reconstituer par recombinaison homologue dans la levure, les 3 loci d’aŶtiĐoƌps huŵaiŶs 

sous la forme de chromosome artificiel circulaire de levure (cYAC). Je les transfère dans des 

cellules ES de souris par fusion et nous obtenons à partir de ces cellules ES des souris 

transgéniques. MalheuƌeuseŵeŶt, jaŵais Ŷous Ŷ’oďseƌǀeƌoŶs d’aŶtiĐoƌps huŵaiŶ daŶs le 

sang de ces souris, nos loci ne sont pas fonctionnels.  

Un projet alternatif à la génération des loci Đoŵplets ǀise la gĠŶĠƌatioŶ d’uŶ locus 

artificiel humain de complexité réduite. Notre étudiante en doctorat le produit sous forme 

de plasmide afin de pouvoir obtenir plus facilement des souris transgéniques. Ces vecteurs 

vont partiellement fonctionner dans des cellules B de souris en culture, mais dans les souris 

leuƌ utilisatioŶ s’est aǀĠƌĠe très peu efficace. Au printemps 2012, mon chef de laboratoire 

atteiŶt d’uŶ ĐaŶĐeƌ Đesse toute aĐtiǀitĠ. Au ŵġŵe ŵoŵeŶt la platefoƌŵe de tƌaŶsgĠŶğse Ƌui 

Ŷous soutieŶt daŶs la pƌoduĐtioŶ de souƌis est dissoute. Si j’ai ŶĠaŶŵoiŶs ƌĠussi à souteŶiƌ 

notre étudiaŶte pouƌ aĐheǀeƌ soŶ doĐtoƌat eŶ ŵaƌs ϮϬϭϰ ;VilleŵiŶ, ϮϬϭϰͿ, je Ŷ’ai pu ŵeŶeƌ à 
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teƌŵe l’oďjeĐtif iŶitial, ŵalgƌĠ uŶe teŶtatiǀe dĠsespĠƌĠe de tƌaŶsgĠŶğse à l’iŶstitut 

GĠŶoŵiƋue de Noǀaƌtis à SaŶ Diego eŶ CalifoƌŶie, et uŶ essai de ĐollaďoƌatioŶ aǀeĐ l’ÉĐole 

Polytechnique de Zurich, qui a échoué pour des raisons de propriétés intellectuelles. De plus 

eŶ fĠǀƌieƌ ϮϬϭϰ, Noǀaƌtis aĐƋuieƌt uŶe ĐoŵpagŶie spĠĐialisĠe daŶs l’iŵŵuŶothĠƌapie des 

cancers (CoStim Pharmaceuticals), qui utilise des souris transgéniques produisant des 

aŶtiĐoƌps huŵaiŶs, ŵoŶ pƌojet Ŷ’a doŶĐ plus de seŶs et ŵoŶ diƌeĐteuƌ ŵe deŵaŶde aloƌs 

d’utiliseƌ Đes souƌis huŵaŶisĠes et de ŵettƌe au poiŶt les teĐhŶiƋues d’hǇďƌidoŵes au seiŶ 

de soŶ dĠpaƌteŵeŶt, Đe Ƌue j’eŶtƌepƌeŶds loƌsƋu’uŶe Ŷouǀelle oppoƌtuŶitĠ ŵ’iŶteƌpelle. EŶ 

effet, eu sein du NIBR DMP, depuis deux ans désormais, une intense activité de recherche 

ĐoŶĐeƌŶe les Đellules souĐhes et l’ĠditioŶ de gĠŶoŵe et uŶ poste daŶs Đe laďoƌatoiƌe du futuƌ 

est ouǀeƌt. Je postule et l’oďtieŶs. 
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Figure 4 : La reconstitution des loci huŵaiŶ des gğŶes d’aŶtiĐoƌps. En haut à droite, Caractérisation par gel 

d’ĠleĐtƌophoƌğse à Đhaŵp pulsĠ et PCR des Đhƌoŵosoŵes aƌtifiĐiels de ďaĐtĠƌies ;BACͿ Ƌui ĐoŶtieŶŶeŶt les 

gğŶes huŵaiŶs d’aŶtiĐoƌps. Le BAC IgH ϭϬϲϱNϴ Ƌui contient la région centrale V-D-J-C de la chaine lourde 

huŵaiŶe d’aŶtiĐoƌps est ŵoŶtƌĠ eŶ eǆeŵple. EŶ haut à gauĐhe, le pƌiŶĐipe de l’isolatioŶ de locus génomique 

par la méthode de « TAR cloning » pour « Transform - Associated-Recombination » dans la levure. Brièvement, 

des aŵoƌĐes de ϲϬ paiƌes de ďases, spĠĐifiƋues auǆ eǆtƌĠŵitĠs ϱ’ et ϯ’ du locus d’iŶtĠƌġt ;flğĐhes ƌouges ϭ et Ϯ 

ainsi que hook1 et hook2) permettent par recombinaison homologue de capturer la région génomique ciblée 

dans des sphéroplastes de levures fraichement préparés par digestion enzymatique. En bas, à droite, la carte 

du locus huŵaiŶ des gğŶes d’aŶtiĐoƌps ĐodaŶt pouƌ la ĐhaiŶe lĠgğƌe laŵďda. UŶ locus reconstitué dans la 

levure par les connexions de 3 différents BAC via des « bridges » (bridge1 et bridge2), des ponts moléculaires 

synthétiques contenant un gène de sélection.  
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7. Réguler les fonctions physiologiques naturelles.  

Ainsi, le 1er septembre 2014, je rejoins le groupe du Dr Frederic Bassilana au sein du NIBR 

DMP, pour travailler à Ŷouǀeau suƌ l’ĠluĐidatioŶ du ƌôle phǇsiologiƋue de ƌĠĐepteuƌs ĐouplĠs 

aux protéines G et aux modulations de voies de signalisation cellulaire.  

Ce laďoƌatoiƌe est l’uŶ des tout pƌeŵieƌs au ŵoŶde à utiliseƌ uŶe Ŷouǀelle teĐhŶologie Ƌui 

permettrait de réécƌiƌe l’ADN des Đellules. Plusieuƌs ŵĠthodes ƌeŶdeŶt possiďles Đes 

ƌeŵaŶieŵeŶts du gĠŶoŵe paƌ dĠĐoupes ĐiďlĠes de l’ADN, ŵais la teĐhŶiƋue la plus 

prometteuse, nommée CRISPR-Cas9 est en fait la somme de plusieurs découvertes réalisées 

depuis les années 1980 et elle a connu un essor extraordinaire depuis 2012. CRISPR-Cas9 est 

un mécanisme issu de la machinerie cellulaire des bactéries, chez qui il joue le rôle de 

sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe. Il peƌŵet de ƌeĐoŶŶaîtƌe et de dĠĐoupeƌ l’ADN des ǀiƌus Ƌui iŶfeĐteŶt 

la cellule. 

 Ce mécanisme a été récupéré et adapté par les biologistes pour cibler des séquences 

ďieŶ pƌĠĐises de l’ADN et Ǉ faiƌe uŶe Đoupuƌe daŶs uŶ ou plusieuƌs sites aǀeĐ uŶe pƌĠĐisioŶ 

ĐhiƌuƌgiĐale. Il est possiďle aloƌs de ŵodifieƌ uŶ gğŶe, d’eŶ iŶtƌoduiƌe un nouveau ou de le 

retirer (Riordan, Heruth et al. 2015). Utiliser cette technologie représente à mes yeux la 

continuité de mon parcours au sein des sciences de la vie, car elle représente, ni plus ni 

ŵoiŶs, Ƌue l’aĐtuel soŵŵet de l’aƌt de la tƌaŶsgĠŶğse. DaŶs le ŵġŵe oƌdƌe d’idĠe, j’ai 

également débuté un projet qui vise la génération de cellules spécialisées à partir de cellules 

eŵďƌǇoŶŶaiƌes souĐhes de souƌis. AiŶsi, j’ai eu eŶ dĠďut d’aŶŶĠe l’iŵŵeŶse plaisiƌ de dĠƌiǀeƌ 

des cellules embryonnaires souches à partir de blastocytes issus de souris transgéniques. 

Cellules souĐhes Ƌue je ǀais dĠsoƌŵais essaǇeƌ de diffĠƌeŶĐieƌ daŶs la ligŶĠe d’iŶtĠƌġt. Le ďut 

est de produire en masse de telles cellules différenciées afin de les caractériser et 

d’identifier de nouvelles cibles moléculaires qui permettraient de réguler leurs fonctions 

physiologiques naturelles. 
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B. Communiquer, enseigner : un mode de vie. 

La pƌatiƋue de la ƌeĐheƌĐhe au ƋuotidieŶ Ŷ’est pas ƌestƌeiŶte à la seule ƌĠalisatioŶ 

d’eǆpĠƌieŶĐes sĐieŶtifiƋues. AiŶsi la foƌŵatioŶ de Đollaďoƌateuƌs et d’ĠtudiaŶts, ŵais aussi 

les différentes formes de communications inhérentes au métier de chercheur, telle que la 

présentation orale de ses travaux, ou la rédaction de publications ont toujours fait partie de 

ŵoŶ tƌaǀail. Il s’agit là, à ŵes Ǉeuǆ, d’uŶe souƌĐe de satisfaĐtioŶ et de ŵotiǀatioŶ tout aussi 

importante que les résultats scientifiques. En y consacrant une grande partie de mon temps 

liďƌe, la ĐoŵŵuŶiĐatioŶ et l’eŶseigŶeŵeŶt oŶt dĠpassĠ le Đadre strictement professionnel 

pour devenir un véritable mode de vie. 

 

1. Former des collaborateurs. 

Je tƌaǀaillais depuis ƋuelƋues ŵois seuleŵeŶt, loƌsƋue j’ai eŶseigŶĠ uŶe teĐhŶiƋue de 

ďiologie ŵolĠĐulaiƌe Ƌue j’aǀais appƌise à peiŶe plus tôt. EŶ effet, eŶ ϭϵ87, la biologie 

ŵolĠĐulaiƌe Ŷ’Ġtait pƌatiƋuĠe au ƋuotidieŶ au seiŶ de Ciďa-Geigy que par une petite poignée 

de chercheurs et de techniciens. Et, la mission du laboratoire de biologie moléculaire, dirigée 

par le Dr Hans Hofstetter au sein du département de biotechnologie était alors non 

seulement liée à des travaux de recherche proprement dits, comme la découverte de 

Ŷouǀelles Điďles thĠƌapeutiƋues ou l’ĠluĐidatioŶ des pƌoĐessus phǇsiologiƋues liĠs à des 

pathologies humaines, mais également de moderniser les méthodes en cours dans 

l’iŶdustƌie phaƌŵaĐeutiƋue. 

 AiŶsi dğs ŵes dĠďuts et Đela s’est pouƌsuiǀi jusƋu’à aujouƌd’hui, j’ai toujouƌs 

immédiatement transmis les méthodes que je venais moi-ŵġŵe d’appƌeŶdƌe ou de 

développer à mes collègues parfois plus expérimentés, mais souvent plus novices.  

LoƌsƋue j’ai ƌĠussi eŶ ϭϵϴϵ à gĠŶĠƌeƌ le pƌeŵieƌ knock-out du laboratoire, des demandes 

issues de laboratoires publics, parfois très connus, me sont parvenues, et je me suis retrouvé 

à former un grand nombre de chercheurs à la recombinaison homologue dans les cellules 

embryonnaires souches de souris. 

De ŵġŵe, dğs ŵa pƌeŵiğƌe aŶŶĠe, j’ai eŶĐadƌĠ les ĠtudiaŶts de passage au seiŶ de Ŷotƌe 

laboratoire. Si dans un premier temps, je me contentais de leur apprendre à manipuler 

correctement, assez rapidement, je me suis retrouvé à discuter, organiser et finalement à 
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corriger leurs rapports. Au fur et à mesure que croissait mon savoir théorique, je le 

transmettais aux stagiaires, mais également aux techniciens avec qui je travaillais. En 1994, 

j’ai dessiŶĠ uŶ pƌojet pouƌ des tƌaǀauǆ de Masteƌ, et j’ai aiŶsi essaǇĠ aǀeĐ uŶe ĠtudiaŶte de 

l’uŶiǀeƌsitĠ de BesaŶçoŶ de ƌĠaliseƌ uŶ knock-out conditionnel pour le récepteur mGluR7, qui 

à cette époque aurait été une immense avancée dans le domaine de la transgénèse. Si nous 

avons réussi à générer une construction génétique et à la transférer avec succès à des 

cellules embryonnaires souches de souris, cette dernière a complètement inactivé son gène 

cible. Dans les pas de cette étudiante a suivi uŶ autƌe, Ƌue j’ai foƌŵĠ à la gĠŶĠƌatioŶ et à la 

gestioŶ de ligŶĠes de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues. EŶ tout, j’ai eŶĐadƌĠ uŶe douzaiŶe de ĐheƌĐheuƌs 

aujouƌd’hui aĐtifs daŶs diǀeƌs laďoƌatoiƌes de ďiologie ŵolĠĐulaiƌe, et Đe jusƋu’à l’aŶŶĠe 

deƌŶiğƌe où je ŵ’oĐĐupais seul de deuǆ ĠtudiaŶtes eŶ Masteƌ aiŶsi Ƌue d’uŶe ĠtudiaŶte eŶ 

doctorat. 

 

2. Enseigner. 

UŶ autƌe aspeĐt foŶdaŵeŶtal de la ĐoŵŵuŶiĐatioŶ et de l’eŶseigŶeŵeŶt au seiŶ de 

l’eŶtƌepƌise ĐoŶĐeƌŶe le ŵultiĐultuƌalisŵe. EŶ effet, Noǀaƌtis Đ’est aǀaŶt tout uŶ 

environnement de travail multiculturel : plus de 100 nationalités sont représentées sur les 

sites suisses de Novartis. Une telle diversité constitue ainsi un précieux enrichissement sur le 

plan professionnel, mais favorise également une ouverture culturelle profondément ancrée 

au niveau personnel.  

Si j’ai depuis toujouƌs pƌĠseŶtĠ ŵes pƌopƌes tƌaǀauǆ aiŶsi Ƌue des sĠŵiŶaiƌes issus de la 

littĠƌatuƌe, Đe Ƌu’oŶ appelle daŶs le jaƌgoŶ des laďoƌatoiƌes, le journal club, depuis trois ans, 

j’aŶiŵe ĠgaleŵeŶt uŶ Đouƌs interne à Novartis sur les principes de base de la biologie 

moléculaire. Une formation destinée aux chercheurs, techniciens et cliniciens de Novartis 

afiŶ Ƌu’ils se faŵiliaƌiseŶt aǀeĐ les foŶdeŵeŶts et les pƌogƌğs du gĠŶie gĠŶĠtiƋue. Ce Đouƌs 

ďĠŶĠfiĐie d’uŶ très grand succès au sein de Novartis et est ainsi reconduit deux fois par an. 

Depuis deuǆ aŶs, j’aŶiŵe ĠgaleŵeŶt uŶ Đouƌs d’iŵŵuŶologie spĠĐifiƋueŵeŶt adƌessĠ auǆ 

associés du NIBR Biologique dans le but de délivrer aux techniciens et aux chercheurs en 

bioteĐhŶologie les aspeĐts foŶdaŵeŶtauǆ de l’iŵŵuŶologie. 
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DaŶs le ŵġŵe oƌdƌe d’idĠe, de paƌ des Đollğgues, pƌofesseuƌs à l’uŶiǀeƌsitĠ de Bâle, je 

donne de temps à autre un cours destiné aux étudiants en doctorat sur la transgénèse et 

plus particulièrement suƌ l’huŵaŶisatioŶ de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues. 

 

3. Communiquer. 

La ĐoŵŵuŶiĐatioŶ à l’iŶtĠƌieuƌ, ŵais aussi à l’eǆtĠƌieuƌ du laďoƌatoiƌe ŵ’a toujouƌs 

seŵďlĠ ġtƌe uŶ aspeĐt ŶoŶ seuleŵeŶt foŶdaŵeŶtal, ŵais ĠgaleŵeŶt ǀital du paƌĐouƌs d’uŶ 

chercheur. Je me souviens ainsi parfaitement de ma toute première présentation orale 

deǀaŶt l’eŶseŵďle du dĠpaƌteŵeŶt de ďioteĐhŶologie de Ciďa-Geigy sur la régulation des 

gğŶes euĐaƌǇotes et les sĠƋueŶĐes d’attaĐheŵeŶt à la ŵatƌiĐe du ŶoǇau des Đellules. Ce 

plaisir de faire partager ŵes ƌeĐheƌĐhes à ŵes Đollğgues Ŷe ŵ’a plus jaŵais ƋuittĠ et 

ƌĠguliğƌeŵeŶt, je pƌĠseŶte l’aǀaŶĐĠe de ŵes tƌaǀauǆ au seiŶ des diffĠƌeŶts dĠpaƌteŵeŶts de 

Noǀaƌtis, ŵais paƌfois aussi à l’eǆtĠƌieuƌ loƌs de sǇŵposiuŵ oƌgaŶisĠ paƌ les uŶiǀeƌsitĠs. 

Plus formelles et d’autaŶt plus foƌŵatƌiĐes soŶt les dĠfeŶses des pƌojets deǀaŶt les 

différents comités qui jugent de leur validité et donc de leur survie. Si durant la majeure 

paƌtie de ŵoŶ itiŶĠƌaiƌe, ŵes Đhefs de laďoƌatoiƌe ŵ’eŶ oŶt dĠĐhaƌgĠ, j’ai ŶĠaŶŵoiŶs 

bénéficiĠ de Đet eǆeƌĐiĐe suƌ le pƌojet ǀisaŶt à l’ĠluĐidatioŶ des stƌuĐtuƌes de l’AŵǇgdale 

aiŶsi Ƌue suƌ l’huŵaŶisatioŶ de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue. 

Le deuǆiğŵe aspeĐt de la ĐoŵŵuŶiĐatioŶ sĐieŶtifiƋue ĐoŶĐeƌŶe l’ĠĐƌituƌe de puďliĐatioŶ 

pour les journaux spécialisés aiŶsi Ƌue de ƌappoƌt iŶteƌŶe à Noǀaƌtis. J’ai aiŶsi paƌtiĐipĠ à la 

ƌĠdaĐtioŶ de ϮϮ puďliĐatioŶs sĐieŶtifiƋues. Si pouƌ ĐeƌtaiŶes, il s’agissait uŶiƋueŵeŶt d’uŶ 

Đouƌt paƌagƌaphe ou d’uŶe figuƌe, pouƌ d’autƌes la tâĐhe fut ďieŶ plus iŵpoƌtaŶte. QuelƋues 

manusĐƌits soŶt ĠgaleŵeŶt toŵďĠs daŶs l’ouďli, Đaƌ ƌefusĠs paƌ les Ġditeuƌs, je Ŷ’ai pas 

tƌouǀĠ l’ĠŶeƌgie et le teŵps de les ƌetƌaǀailleƌ. J’ai aussi paƌtiĐipĠ à la ƌĠdaĐtioŶ de ĐiŶƋ 

ƌappoƌts sĐieŶtifiƋues iŶteƌŶes, doŶt tƌois Ƌue j’ai ĠĐƌits seul. UŶ deƌŶieƌ point concerne les 

deŵaŶdes auǆ autoƌitĠs ĐaŶtoŶales suisses afiŶ d’effeĐtueƌ des eǆpĠƌieŶĐes suƌ les aŶiŵauǆ. 

En effet, aux chercheurs qui imaginent une expérience dans laquelle des animaux doivent 

être utilisés, la législation suisse impose la soumission d’uŶe ƌeƋuġte auǆ ǀĠtĠƌiŶaiƌes 

cantonaux.  

Il s’agit aloƌs de dĠĐƌiƌe aǀeĐ pƌĠĐisioŶ l’eǆpĠƌieŶĐe iŵagiŶĠe, aƌguŵeŶteƌ et illustƌeƌ 

d’eǆeŵples ĐoŶĐƌets. Si les autoƌitĠs ǀĠtĠƌiŶaiƌes du CaŶtoŶ la jugeŶt aĐĐeptaďle, elles 
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délivrent une licence qui permet de débuter les travaux. Responsable de plusieurs travaux in 

vivo, j’ai aiŶsi ĠĐƌit et oďteŶu tƌois diffĠƌeŶtes liĐeŶĐes. 

 

IV. Synthèse et perspectives. 

TƌaŶsfoƌŵeƌ soŶ idĠe eŶ uŶe ƌĠalitĠ phǇsiƋue est à ŵes Ǉeuǆ la ŵissioŶ pƌeŵiğƌe d’uŶ 

chercheur et à plusieurs reprises durant toutes ces années passées au sein des différents 

laďoƌatoiƌes de Ciďa puis de Noǀaƌtis, j’ai eu Đet iŵŵeŶse ďoŶheuƌ. PouƌtaŶt, ĐoŶstaŵŵeŶt 

touƌŶĠ ǀeƌs le futuƌ, je Ŷ’ai jaŵais pƌis le ƌeĐul de ŵe peŶĐheƌ suƌ ŵoŶ paƌĐouƌs 

professionnel et cet eǆeƌĐiĐe Ƌu’est la dĠŵaƌĐhe de la VAE ŵ’eŶ a doŶŶĠ l’oĐĐasioŶ. EŶ 

ƌĠdigeaŶt ŵa thğse de doĐtoƌat et Đe ďilaŶ de ĐoŵpĠteŶĐe, il ŵ’est appaƌu Ƌue ŵa loŶgue 

eǆpĠƌieŶĐe daŶs de ŵultiples disĐipliŶes ďiologiƋues telles Ƌue la gĠŶĠtiƋue, l’iŵŵuŶologie 

et les neuƌosĐieŶĐes ŵe peƌŵetteŶt aujouƌd’hui d’iŶteƌƌogeƌ paƌ des eǆpĠƌieŶĐes 

scientifiques toutes les hypothèses qui parcourent sans cesse mon cerveau. Dans un certain 

sens, la VAE permet de prendre conscience de ses possibilités, elle met en lumière les 

progrès effectués et ma démontré une certaine unité sous-jacente à mon cheminement.                     

EŶ effet, d’aussi loiŶ Ƌue je ŵe souǀieŶŶe, j’ai toujouƌs ĠtĠ pƌofoŶdĠŵeŶt fasĐiŶĠ paƌ les 

IŶdieŶs d’AŵĠƌiƋue du Noƌd. EŶfaŶt, j’ai dĠĐouǀeƌt « Elan Noir parle » de John G Neihardt. 

Le ƌĠĐit de la ǀie d’uŶ iŶdieŶ siouǆ, au ĐƌĠpusĐule de leuƌs aŶĐestƌales ŵodes d’eǆisteŶĐe. Ce 

livre, devenu culte entre-teŵps, est toujouƌs d’aĐtualitĠ, il est au Đœuƌ ŵġŵe de ŵes 

recherches. En effet, il y a plus de 150 ans, la graŶde ǀisioŶ Ƌui ƌĠǀĠla à ElaŶ Noiƌ, l’haƌŵoŶie 

du ŵoŶde a tƌouǀĠ aujouƌd’hui uŶ suppoƌt phǇsiƋue : la biologie moléculaire. Elan Noir, 

adolescent dans un monde où ses pères et ses grands-pères parlent au vent et aux pierres a 

observé, lors de sa vision un arbre dans un cercle. À la fin de sa longue vie, Elan Noir est 

devenu un homme médecine important pour son peuple et il va relater avec précision à John 

Neihaƌdt Ƌue l’aƌďƌe lui appaƌut Đoŵŵe le sǇŵďole de la ǀie : toutes les formes de vie sur 

terre sont issues d’uŶ tƌoŶĐ ĐoŵŵuŶ et ƌĠgies paƌ les ŵġŵes lois. Le ĐeƌĐle Đ’est 

l’iŶteƌdĠpeŶdaŶĐe de toutes Đes foƌŵes de ǀie eŶtƌe elles et aǀeĐ l’eŶseŵďle de l’uŶiǀeƌs. De 

Chaƌles DaƌǁiŶ au sĠƋueŶçage du gĠŶoŵe huŵaiŶ, tout seŵďle iŶdiƋueƌ Ƌu’ElaŶ Noiƌ aǀait 

vu juste. Le vivant dans son ensemble est issu des mêmes éléments et est régi par les mêmes 

principes physico-chimiques : de la plus rustique bactérie au cerveau humain !  
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Aux commandes de cet extraordinaire orchestre, le génome. La mémoire organique de 

ϯ,ϱ ŵilliaƌds d’aŶŶĠes d’ĠǀolutioŶ.  

 

Au Đouƌs de ŵoŶ itiŶĠƌaiƌe au seiŶ des sĐieŶĐes de la ǀie, j’ai ǀĠĐu l’aǀğŶeŵeŶt du ƌğgŶe 

absolu de la biologie moléculaire dans les différents domaines de la biologie. Une révolution 

Ƌui a ĐoŶduit au sĠƋueŶçage du gĠŶoŵe huŵaiŶ et Ƌui tƌaŶsfoƌŵe aujouƌd’hui la ŵĠdeĐiŶe. 

Il Ǉ a pƌğs de ϯϬ aŶs dĠsoƌŵais, je l’ai ǀu pouƌ la pƌeŵiğƌe fois Đet ADN. PƌĠĐipitĠ daŶs 

l’ĠthaŶol à ϭϬϬ %. Cette rĠalitĠ ŵ’a fasĐiŶĠ et aujouƌd’hui eŶĐoƌe, à ĐhaƋue fois Ƌue j’isole 

de l’ADN gĠŶoŵiƋue à paƌtiƌ d’uŶ tissu ou de Đellules eŶ Đultuƌe et Ƌu’aƌƌiǀe l’Ġtape où je 

peuǆ le ǀisualiseƌ, je suis tout autaŶt Ġŵu. J’ai appƌis, eŶtƌe-temps à manipuler cet ADN, à 

l’aŶalǇseƌ et à le ŵodifieƌ. L’ĠpigĠŶĠtiƋue est ǀeŶue ďouleǀeƌseƌ les foŶdeŵeŶts Ƌue j’ai 

appƌis à l’ĠĐole, ƌeŶfoƌçaŶt eŶĐoƌe uŶ peu plus la ǀisioŶ d’ElaŶ Noiƌ suƌ l’iŶteƌdĠpeŶdaŶĐe 

eŶtƌe uŶ oƌgaŶisŵe et soŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt et Đe Ŷ’est pas la seule Đhose Ƌui a bouleversé les 

sciences de la vie. 

LoƌsƋue j’ai dĠďutĠ daŶs le laďoƌatoiƌe de ďiologie ŵolĠĐulaiƌe du Dƌ HeƌŵaŶ VaŶ deƌ 

PutteŶ, il Ŷ’Ǉ aǀait, Đhose iŶiŵagiŶaďle aujouƌd’hui, pas d’oƌdiŶateuƌ. Piƌe, auĐuŶ « kit » 

ĐoŵŵeƌĐial Ŷe peƌŵettait d’isoleƌ phǇsiƋueŵeŶt de l’ADN ou de l’ARN. Seules les eŶzǇŵes 

de ƌestƌiĐtioŶ ĠtaieŶt dĠjà faĐiles à se pƌoĐuƌeƌ. UŶe ďoŶŶe seŵaiŶe d’iŶteŶse laďeuƌ ŵ’Ġtait 

alors nécessaire pour une expérience standard de génotypage, quand désormais, en à peine 

tƌois heuƌes j’ai la ƌĠpoŶse à ŵa ƋuestioŶ. EŶ ϭϵϴϳ, le ĐloŶage de ŵoŶ tout pƌeŵieƌ gğŶe ŵ’a 

pƌis tƌois ŵois et l’ĠluĐidatioŶ de sa sĠƋueŶĐe de ŶuĐlĠotides, tout autaŶt.  

Si aujouƌd’hui, deǀaŶt ŵoŶ oƌdiŶateuƌ, les pƌogƌaŵŵes de ďio-informatique analysent en 

quelques secondes les séquences de centaines de gènes, au début je peinais des jours 

eŶtieƌs suƌ uŶe feuille ďlaŶĐhe à dĠĐƌǇpteƌ pouƌ uŶe ƌĠgioŶ seuleŵeŶt d’uŶ seul gğŶe, les 

bandes de mes immenses gels de polyacrylamide. Sans nostalgie aucune, car les actuelles 

possibilités offrent des outils illiŵitĠs pouƌ iŶteƌƌogeƌ la Ŷatuƌe, j’ai l’iŶtiŵe ĐoŶǀiĐtioŶ Ƌue Đe 

loŶg ĐheŵiŶeŵeŶt, Đes ĐoŶtaĐts phǇsiƋues ƋuotidieŶs aǀeĐ l’ADN ŵ’oŶt dĠfiŶitiǀeŵeŶt foƌgĠ 

aux sciences de la vie. En évoluant depuis 29 ans aux frontières de la connaissance humaine 

du ǀiǀaŶt, je Ŷ’ai fait Ƌu’attiseƌ eŶĐoƌe plus pƌofoŶdĠŵeŶt ŵa ĐuƌiositĠ Ŷatuƌelle. 
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Tous ces travaux de recherches qui constituent mon long parcours professionnel me 

motivent désormais à postuler au doctorat. Ce diplôme qui concrétiserait non seulement 

l’ĠǀolutioŶ de ŵes ĐoŶŶaissaŶĐes daŶs les diffĠƌeŶts doŵaiŶes de la ďiologie, mais 

constituerait également une reconnaissance particulière de mes travaux en neuroscience. 

De plus, un doctorat donnera une plus grande légitimité à mon projet de développer mes 

aĐtiǀitĠs d’eŶseigŶeŵeŶt à l’uŶiǀeƌsitĠ. 
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Avant-Propos 

 À l’iŶtĠƌieuƌ de Ŷotƌe ĐƌâŶe : cent milliards de neurones, dotés chacun de mille à dix mille 

connexions synaptiques, assistés de mille à cinq mille milliards de cellules gliales, le tout relié 

électriquement et chimiquement grâce à cinq mille sortes de molécules, dont une centaine de 

neuromédiateurs. 

EŶ feƌŵaŶt les Ǉeuǆ et eŶ iŵagiŶaŶt le ǀisage d’uŶ ġtƌe Đheƌ, s’alluŵe uŶ ƌĠseau de ƋuelƋues 

centaines de millions de neurones dans une véritable jungle. Les moindres souvenirs ou savoirs, les 

moindres aptitudes, habitudes, sensibilités sont en fait un réseau de neurones reliés par leurs synapses. 

UŶ ƌĠseau doŶt la dǇŶaŵiƋue Ŷe s’aƌƌġte jaŵais. 

Les milliards de milliards de réseaux neuronaux et synaptiques possibles dans un cerveau humain 

foƌŵeŶt uŶe eŶtitĠ eŶ peƌŵaŶeŶte ƌeĐoŶstitutioŶ. Et ƋuaŶd j’utilise le teƌŵe «  jungle », je l’eŶteŶds 

quasiment au sens propre : les neurones et les cellules gliales qui les assistent colonisent notamment 

tout teƌƌitoiƌe ǀaĐaŶt, telles les espğĐes ǀĠgĠtales, aŶiŵales ou ďaĐtĠƌieŶŶes d’uŶe ǀĠƌitaďle juŶgle 

grouillante de vie. 

Si nous perdons un neurone par seconde, il est désormais établi que de nouveaux neurones naissent 

constamment dans la zone « sub-épendymaire », pƌoĐhe du ďulďe ƌaĐhidieŶ, d’où ils ŵigƌeŶt eŶsuite 

dans tout le tissu cérébral (André et al., 2012). 

Le Đeƌǀeau huŵaiŶ peut ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe l’eŶtitĠ la plus Đoŵpleǆe de l’uŶiǀeƌs ĐoŶŶu, ŵais le 

feu d’aƌtifice des découvertes récentes dû à l’effoŶdƌeŵeŶt des ďaƌƌiğƌes disĐipliŶaiƌes dĠpasse 

l’eŶteŶdeŵeŶt et a fait eǆploseƌ les aŶĐieŶs sĐhĠŵas (Squire & Kandel, 2005) 

EŶ effet, Ŷotƌe Đeƌǀeau est totaleŵeŶt ĠlastiƋue. OŶ appelle Đela aujouƌd’hui «  la plasticité 

neuronale ». C’est le fait Ƌue ƋuasiŵeŶt Ŷ’iŵpoƌte Ƌuelle zoŶe du Đeƌǀeau est ŵodelaďle et Ƌue les 

zones corticales spécialisées dans telle ou telle fonction sensorielle comme le toucher, la vision ou 

l’auditioŶ, ou ŵotƌiĐe Đoŵŵe la ĐoŵŵaŶde de ĐeŶtaiŶes de ŵusĐles peuǀeŶt se ƌeŵplaĐeƌ les uŶes les 

autres. Même âgé, handicapé, voire amputé de plusieurs lobes, le système nerveux peut ainsi se 

ƌeĐoŶstitueƌ et ƌepaƌtiƌ à l’assaut des ĐoŶŶaissaŶĐes et de l’aĐtioŶ suƌ le ŵoŶde (Vincent & Liedo, 2013). 

DesĐaƌtes a iŶstauƌĠ uŶe iŵŵeŶse Đoupuƌe eŶtƌe le Đoƌps et l’espƌit. Aujouƌd’hui pouƌtaŶt, les 

pƌogƌğs de la ďiologie ŵolĠĐulaiƌe Ƌui oŶt peƌŵis d’iŶtiŵes Ġtudes de la ĐoŵŵuŶiĐatioŶ Đellulaiƌe 
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iŶteƌƌogeŶt Đe dualisŵe du Đoƌps et de l’âŵe. EŶ effet, les Ŷeuƌosciences ont désormais mis en lumière 

les mécanismes cellulaires et moléculaires de la mémoire. Ainsi au travers des découvertes permettant 

de décrire les différents systèmes de mémoire et le stockage mnésique, les neurosciences nous 

apprennent également qu’ġtƌe ƌatioŶŶel, Đe Ŷ’est pas se Đoupeƌ de ses ĠŵotioŶs. Le Đeƌǀeau Ƌui peŶse, 

Ƌui ĐalĐule, Ƌui dĠĐide Ŷ’est pas autƌe Đhose Ƌue Đelui Ƌui ƌit, Ƌui pleuƌe, Ƌui aiŵe. Il seŵďleƌait ŵġŵe 

Ƌue la ĐapaĐitĠ d’eǆpƌiŵeƌ et ƌesseŶtiƌ des ĠŵotioŶs est iŶdispeŶsaďle à la ŵise eŶ œuǀƌe des 

comportements rationnels (Damasio, 2010).  

De plus, le Đeƌǀeau est totaleŵeŶt soĐial. UŶ Đeƌǀeau Ŷ’eǆiste jaŵais seul, il est toujouƌs eŶ 

ƌĠsoŶaŶĐe aǀeĐ d’autƌes. Mieuǆ, l’ġtƌe huŵaiŶ est ŶeuƌoŶaleŵeŶt ĐoŶstituĠ pouƌ eŶtƌeƌ eŶ eŵpathie 

avec autrui et allez à son secours. Ce concept de cerveau « neurosocial » est aussi important que la 

plasticité neuronale et tout aussi révolutionnaire, il signifie que nos neurones entrent sans arrêt en 

ƌĠsoŶaŶĐe aǀeĐ Đeuǆ d’autƌui ; Ŷos iŶtĠƌioƌitĠs soŶt eŶ ĐoŵŵuŶiĐatioŶ diƌeĐte. C’est-à-dire que nos 

ĐiƌĐuits ŶeuƌoŶauǆ soŶt faits pouƌ se ŵettƌe eŶ phase aǀeĐ Đeuǆ des autƌes. PaƌtaŶt de là, Ŷous Ŷ’aǀoŶs 

littéralement pas le même cerveau, donc pas la même vie, selon les relations que nous entretenons avec 

autrui (André et al., 2012). 

Venant de la biologie moléculaire et ayant déjà travaillé plusieurs années dans le domaine de 

l’iŵŵuŶologie, je Ŷe peuǆ pas diƌe aǀeĐ Đeƌtitude Đe Ƌui a dĠĐleŶĐhĠ à l’oƌigiŶe ŵoŶ iŶtĠƌġt pouƌ les 

mécanismes neuraux qui sous-tendent le fonctionnement du cerveau. Par contre, je me souviens 

paƌfaiteŵeŶt à paƌtiƌ de Ƌuel ŵoŵeŶt j’ai aĐƋuis l’iŶtiŵe Đonviction que le récepteur métabotrope au 

glutamate de type 7 sera mon guide pour explorer la jungle à ŵes Ǉeuǆ d’aŶtaŶ, inextricable, Ƌu’est 

notre cerveau.  

Au début des années 90, je ďĠŶĠfiĐie d’uŶe ĐeƌtaiŶe eǆpĠƌieŶĐe daŶs la ŵaŶipulatioŶ des Đellules 

embryonnaires souches (ES) de souris, et le laboratoire de biotechnologie dans lequel je travaille doit 

contribuer aux projets du tout nouveau département de Neuroscience de Ciba-GeigǇ. J’ai aloƌs dĠjà 

réalisé plusieurs souris transgéniques pour soutenir des collaborations avec des instituts scientifiques 

comme le Frederick Miescher Institut (FMI) de Bâle et le Swiss Federal Institute of Technology de Zurich 

(ETHZ) (Mohajeri et al., 1996) (Luthi et al., 1997), et Đ’est doŶĐ ŶatuƌelleŵeŶt Ƌue j’hĠƌite d’uŶ pƌojet Ƌui 

consiste à inactivé le gène du récepteur métabotrope au glutamate de type 7 (mGluR7) dans une souris 

traŶsgĠŶiƋue afiŶ d’ĠluĐideƌ la foŶĐtioŶ aloƌs iŶĐoŶŶue de ce récepteur. Comme je viens de participer au 

ĐloŶage et à la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ du gğŶe huŵaiŶ de ŵGluRϳ, j’utilise Đet ADN ĐoŵplĠŵeŶtaiƌe ;ADNĐͿ 

huŵaiŶ pouƌ isoleƌ uŶe poƌtioŶ de l’ADN gĠŶoŵiƋue de souris qui me permettra de construire un 
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ǀeĐteuƌ gĠŶĠtiƋue. J’ai passĠ ďeauĐoup de teŵps, pƌesƋue uŶ aŶ eŶ ϭϵϵϰ , à construire ce vecteur de 

Điďlage, ŵais eŶ deuǆ ŵois, j’ai ƌĠussi à générer avec celui-ci, plusieurs clones de cellules souches de 

souris dans lesquels un allèle de mGluR7 était détruit. Des souris transgéniques knock-out pour le 

mGluR7 (mGluR7ko) dérivées de ces cellules souches ont ainsi vu le jour et, loƌsƋue j’ai dĠĐouǀeƌt tƌois 

semaines après leur naissance Ƌu’elles ĠtaieŶt sujettes pouƌ Đeƌtaines à de sporadiques crises 

d’Ġpilepsie, j’ai iŵŵĠdiateŵeŶt eu la ĐoŶǀiĐtioŶ Ƌue le ŵGluRϳ allait ŵ’aideƌ à eŶtƌepƌeŶdƌe l’Ġtude du 

fonctionnement du cerveau.  

EŶ effet, eŶ iŶaĐtiǀaŶt uŶ des Ŷoŵďƌeuǆ ƌĠĐepteuƌs au glutaŵate Ƌu’eǆpƌiŵeŶt les ŶeuƌoŶes de 

maŵŵifğƌe, j’aǀais sĠƌieuseŵeŶt peƌtuƌďĠ la neurotransmission du principal neurotransmetteur 

excitateur du système nerveux central des vertébrés (Watkins, 1999). Je saǀais dğs loƌs Ƌue j’aǀais 

identifié un important responsable de la transmission synaptique. L’Ġtudieƌ, ĠĐlaiƌĐiƌ soŶ ƌôle Đ’Ġtait 

suiǀƌe uŶ guide Ƌui ŵ’ouǀƌait uŶ seŶtieƌ daŶs la « jungle » du cerveau 

Au fil du temps et des expériences, uŶ ǀĠƌitaďle lieŶ phǇsiƋue s’est tissĠ aǀeĐ le mGluR7 en général 

et ŵes souƌis ŵutaŶtes eŶ paƌtiĐulieƌ. J’estime ce lien physique comme essentiel. Cette molécule et ses 

souris transgéniques Ŷ’oŶt pas ĠtĠ uŶ sujet de ƌeĐheƌĐhe aďstƌait, mais bien une réalité physique 

ƋuotidieŶŶe et l’uŶiƋue souƌĐe d’Ġtudes thĠoƌiƋues peƌŵaŶeŶtes duƌaŶt diǆ aŶs. Au fuƌ et à ŵesuƌe des 

découvertes et des déconvenues, le mGluR7 m’a diƌigĠ daŶs l’iŶeǆtƌiĐaďle foƌġt de ŶeuƌoŶes Ƌui 

compose notre cerveau.  

Le mGluR7 a été mon infime faisceau de lumière pour éclairer une minuscule sente qui parcourt 

l’iŵŵeŶse foƌġt Ƌu’est le Đeƌǀeau. EŶ suivant de près sa trace, j’ai ǀĠĐu de l’iŶtĠƌieuƌ les ĐheŵiŶeŵeŶts 

sĐieŶtifiƋues Ƌui aujouƌd’hui oŶt ƌĠǀolutioŶŶĠ la ŶeuƌosĐieŶĐe.  

Ainsi en générant cette souris transgénique, j’ai significativement participé à démontrer le rôle 

foŶdaŵeŶtal d’uŶ ƌĠĐepteuƌ paƌtiĐulieƌ au Đœuƌ de pƌoĐessus Đoŵpleǆe (Sansig et al., 2001). En effet, il 

est aujouƌd’hui Ġtaďli Ƌue le ŵGluRϳ est à l’iŶteƌfaĐe des fonctions cognitives et des émotions ;O’CoŶŶoƌ 

et al., 2010) et s’il Ŷ’eǆiste pas eŶĐoƌe d’eǆpliĐatioŶ Đoŵplğte de la ĐoŶsĐience, l’Ġtude de Đes 

souris mGluR7ko, à l’iŶstaƌ de Ŷoŵďƌeuǆ autƌes tƌaǀauǆ, tendent à démontrer que l’esprit et le corps 

fonctionnent de manière indissociable (Ledoux, 2005). 
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Il est parfois difficile de bien cerner le métier de chercheur, tant les domaines de recherche sont 

diversifiés et impliquent d’importantes différences dans la pratique de ce métier, mais si la vocation 

pƌeŵiğƌe d’uŶ ĐheƌĐheuƌ est l’avancement de la science, mes motivations personnelles sont plutôt de 

soulager le patient. AiŶsi, l’Ġtude de la foŶĐtioŶ du mGluR7 a toujours été conditionnée paƌ l’espoiƌ 

d’ideŶtifier uŶe Điďle thĠƌapeutiƋue et ŵes tƌaǀauǆ oŶt suggĠƌĠ Ƌue Đe ƌĠĐepteuƌ Ŷ’est pas uŶiƋueŵeŶt 

un important régulateur de la neurotransmission glutaminergique, mais également une innovante cible 

thérapeutique pour des maladies liées au stƌess Đoŵŵe la dĠpƌessioŶ et l’aŶǆiĠtĠ. 
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 Le cerveau : l’oƌgaŶe de la peŶsĠe 1.

Les neurosciences cherchent activement une explication neurologique des phénomènes mentaux. 

Elles paƌteŶt de l’hǇpothğse Ƌu’il eǆiste uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ eŶtƌe les phĠŶoŵğŶes ŵeŶtauǆ et l’aĐtiǀitĠ de 

certains groupes de cellules cérébrales (Shepherd, 2009).  

Une activité régie est contrôlée par de nombreuses molécules, dont le récepteur métabotrope au 

glutamate de type ϳ ;ŵGluRϳͿ. AfiŶ d’appƌĠĐieƌ pleinement cette hypothèse et de décrire le rôle 

foŶdaŵeŶtal de ŵGluRϳ daŶs Đes pƌoĐessus ŵeŶtauǆ, il ĐoŶǀieŶt d’eǆaŵiŶeƌ ĐoŵŵeŶt foŶĐtioŶŶeŶt les 

cellules nerveuses ou neurones. Comment communiquent-elles et comment sont-elles organisées en 

réseaux locaux ou réparties, constituant ainsi le cerveau ? 

1.1. Le cerveau 

Le Đeƌǀeau huŵaiŶ est ƌeĐoŶŶu Đoŵŵe l’oďjet le plus Đoŵpleǆe de l’UŶiǀeƌs. Il ĐoŶtieŶt ŵille 

milliards de cellules, dont cent milliards sont des neurones constitués en réseaux, qui règlent 

l’iŶtelligeŶĐe, la ĐƌĠatiǀitĠ, l’ĠŵotiǀitĠ, la ĐoŶsĐieŶĐe et la ŵĠŵoiƌe. Les foŶdeŵeŶts ďiologiƋues de la 

ĐoŶsĐieŶĐe, de la ŵĠŵoiƌe et des autƌes attƌiďuts de la peŶsĠe ƌĠsulteŶt d’uŶe sĠleĐtioŶ Ŷatuƌelle, 

ŵoteuƌ d’uŶe ĠǀolutioŶ de plusieuƌs ŵillioŶs d’aŶŶĠes. CoŶtƌaiƌement à un ordinateur, notre organe de 

la peŶsĠe Ŷ’a pas ĠtĠ ĐoŶstƌuit à des fiŶs pƌĠĐises Ŷi ĐoŶfoƌŵĠŵeŶt à des pƌiŶĐipes eǆpliĐites. Le Đeƌǀeau 

humain est divisé en deux gros hémisphères symétriques qui flanquent le noyau central, lequel se 

prolonge par la ŵoelle ĠpiŶiğƌe. Ces hĠŵisphğƌes plissĠs soŶt ƌeĐouǀeƌts d’uŶe ĐouĐhe d’eŶǀiƌoŶ deuǆ 

ŵilliŵğtƌes d’Ġpaisseuƌ ƌiĐhe eŶ Đellules, le Đoƌteǆ. Ce deƌŶieƌ est aŶatoŵiƋueŵeŶt et foŶĐtioŶŶelleŵeŶt 

subdivisé en zones sensorielles, en zones de commande du mouvement et en zones moins bien définies, 

où se dĠƌouleŶt des phĠŶoŵğŶes assoĐiatifs. EŶfoui à l’iŶtĠƌieuƌ du loďe teŵpoƌal du Đeƌǀeau, le 

système limbique est le nom donné à un groupe de structures du cerveau jouant un rôle très important 

dans le comportement et en particulier, dans diverses émotions comme l’agressivité, la peur, le plaisir 

ainsi que la formation de la mémoire. Le système limbique comprend : 

 l’aŵǇgdale Ƌui joue uŶ ƌôle iŵpoƌtaŶt daŶs l’appƌeŶtissage, la ŵĠŵoƌisatioŶ et la gestioŶ des 

émotions et qui coordonne la réponse corporelle à la peuƌ et à l’agƌessioŶ,  

 le gyrus paƌahippoĐaŵpiƋue, uŶe zoŶe ĐoƌtiĐale adjaĐeŶte à l’hippoĐaŵpe paƌtiĐipaŶt à la 

visualisation des scènes et des lieux,  

 l’hypothalamus, le principal lien entre le système nerveux et le système hormonal,  
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 les bulbes olfactifs, ces faisceaux de cellules nerveuses sensorielles allant de la cavité nasale à 

l’iŶtĠƌieuƌ du Đeƌǀeau. Ils tƌaiteŶt paƌtielleŵeŶt les iŶfoƌŵatioŶs ƌelatiǀes à l’odoƌat aǀaŶt 

Ƌu’elles Ŷe soieŶt ĐoŶsĐieŶtes.  

 Les corps mamillaires, de petits amas de cellules nerveuses qui relaient les signaux au thalamus, 

contribuant ainsi à la vigilance et à la construction de la mémoire 

 le gyrus cingulaire, cette partie du cortex limbique située au-dessus du corps calleux. (Swanson, 

2012). 

Figure 1 : Le ceƌveau, l’oƌgaŶe de l’espƌit 

Les grandes subdivisions anatomiques du cerveau permettent une cartographie approximative de ses capacités. 

En première approximation, le cerveau possède une symétrie bilatérale, avec deux hémisphères reliés par le 

Đoƌps Đalleuǆ et d’autƌes poŶts axonaux. Sa partie basale renferme des structures telles que la médulla, chargée 

de la régulation des fonctions autonomes telles que la respiration, la circulation et la digestion, et le cervelet qui 

assure la coordination des mouvements. À l’iŶtĠƌieuƌ, le sǇstğŵe liŵďiƋue ;eŶ ďleuͿ est uŶ asseŵďlage de 
structures qui commandent entre autres, le comportement émotif et la mémoire à long terme. La surface 

Đoŵpleǆe des hĠŵisphğƌes ĐĠƌĠďƌauǆ, ŶoŵŵĠe Đoƌteǆ à uŶe Ġpaisseuƌ d’eŶviƌoŶ deuǆ ŵilliŵğtƌes et uŶe 
suƌfaĐe totale d’eŶviƌoŶ uŶ ŵğtƌe ĐaƌƌĠ et deŵi. Au plaŶ Ġvolutif, la paƌtie la plus ancienne du cortex fait partie 

du système limbique. Le néocortex plus récent et plus développé est subdivisé en lobes frontal, temporal, 

pariétal et occipital, séparés par des plis particulièrement profonds, ou sillons. La pensée et la perception se 

transmetteŶt sous foƌŵe d’iŶfluǆ Ŷeƌveuǆ ŶoŵŵĠs poteŶtiels d’aĐtioŶ, Ƌui se dĠplaĐeŶt le loŶg des aǆoŶes du 



Des souris knock-out pour le récepteur métabotrope au glutamate mGluR7 révèlent son rôle dans la cognition et les émotions 

106 
 

cortex. 

 Certaines régions du cortex sont dotées de fonctions spécialisées et ont été étudiées en détail, telles que le 

cortex moteur (en rose), le cortex soŵatoseŶsoƌiel ;eŶ jauŶeͿ et le sǇstğŵe visuel ;eŶ violetͿ. L’aĐtivitĠ ĐolleĐtive 
de toutes les ƌĠgioŶs du Đeƌveau eŶgeŶdƌe les phĠŶoŵğŶes ŶeuƌologiƋues Đoŵŵe l’iŶtelligeŶĐe, la ĐƌĠativitĠ, 
l’ĠŵotivitĠ, la ĐoŶsĐieŶĐe et la ŵĠŵoiƌe. 

1.2. Le cerveau câblé : connexion réseau, motif neuroanatomique de base. 

Les connexions qui font du cerveau un organe « câblé » sont rendues possibles par les 

prolongements de ses neurones, les axones. Ces axones peuvent être distribués de manière diffuse ou se 

rassembler en faisceaux qui forment la substance blanche du cerveau. L’influx nerveux ne rencontre 

jamais de « cul-de-sac » dans le cerveau, son point d’arrivée dans une région est toujours un point de 

départ potentiel vers d’autres neurones. Chaque neurone du cerveau n’est qu’à quelques synapses de 

tous les autres et les neurones ne font de connexions significatives qu’avec certains autres neurones très 

spécifiques. Ainsi, Il existe des circuits d’interaction très particuliers entre certaines régions du cerveau. 

En simplifiant au maximum, vu la complexité des détails du câblage neural, on observe dans le cerveau 

trois sortes de systèmes neuroanatomiques : 

 Le premier est le motif thalamocortical dont les groupes de neurones étroitement connectés 

sont reliés à la fois de façon locale et à distaŶĐe paƌ d’aďoŶdaŶtes ĐoŶŶeǆioŶs ƌĠĐipƌoƋues. 

Lorsque les nerfs issus de différents récepteurs sensoriels comme les yeux, les oreilles ou la peau 

se déplacent vers le cerveau, chacun se connecte au thalamus pour former des faisceaux 

spécifiques de neurones appelés noyaux. Les neurones postsynaptiques de chaque noyau 

thalamique spécifique projettent alors des axones vers des aires particulières du cortex. Les 

nombreuses connexions qui relient le thalamus et le cortex ont une caractéristique frappante : 

ŶoŶ seuleŵeŶt le Đoƌteǆ ƌeçoit ďeauĐoup d’aǆoŶes ǀeŶus des ŶeuƌoŶes thalaŵiƋues , mais des 

fibres axonales réciproques retournent aussi du cortex au thalamus. Ce type de connexions 

abonde également au sein du cortex lui-même, on les nomme tractus corticocortical, tel le 

paquet de fibres appelé corps calleux qui connecte les deux hémisphères du cortex par plus de 

deuǆ ĐeŶts ŵillioŶs d’aǆoŶes ƌĠĐipƌoƋues. ChaƋue ŶoǇau thalaŵiƋue spĠĐifiƋue Ŷe se ĐoŶŶeĐte 

pas diƌeĐteŵeŶt à Ŷ’iŵpoƌte Ƌuel autƌe. CepeŶdaŶt à la périphérie du thalamus, le noyau 

réticulé se connecte aux noyaux spécifiques et peut inhiber leur activité.  

 Le deuxième est la structure polysynaptique en boucle des circuits inhibiteurs des ganglions de 

base. Les ganglions de base sont situés au centre du cerveau et sont liés au cortex via le 

thalamus. Leur mode de connexion neurale repose sur des circuits formés de synapses 

successives et de boucles polysynaptiques reliant les différents ganglions. Si l’oŶ Ŷ’oďseƌǀe pas 
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dans les ganglions de base les stƌuĐtuƌes de ĐoŶŶeǆioŶs ƌĠĐipƌoƋues Ƌu’oŶ peut ǀoiƌ daŶs le 

cortex lui-même et entre celui-ci et le thalamus, la plus gƌaŶde paƌtie de l’aĐtiǀitĠ des gaŶglioŶs 

de base passe par les neurones inhibiteurs qui ont pour neurotransmetteur le GABA. Pour 

autaŶt, puisƋu’il peut Ǉ aǀoiƌ iŶhiďitioŶ de l’iŶhiďitioŶ ou « désinhibition » dans ces boucles, elles 

peuvent aussi bien stimuler les neurones cibles Ƌu’aƌƌġteƌ leuƌ aĐtiǀitĠ. 

 Le troisième se compose des systèmes ascendants. Ces systèmes agissent sur les réponses 

ŶeuƌoŶales Ƌui affeĐteŶt l’appƌeŶtissage et la ŵĠŵoiƌe, mais qui contrôlent aussi les réponses 

corporelles nécessaires à la survie. Ils ont chacun un neurotransmetteur différent et, à partir de 

leuƌ ŶoǇau d’oƌigiŶe, ils eŶǀoieŶt des aǆoŶes du haut eŶ bas du système nerveux pour former 

une structure qui se disperse. Ces noyaux comprennent le locus ceruleus, le noyau raphé et les 

diǀeƌs ŶoǇauǆ ĐholiŶeƌgiƋues aiŶsi Ƌue l’hypothalamus. Ce qui est particulièrement étonnant 

avec les systèmes ascendants, Đ’est Ƌu’eŶ se pƌojetaŶt uŶ peu paƌtout, chacun agit sur 

d’iŵpoƌtaŶtes populatioŶs de ŶeuƌoŶes de façoŶ siŵultaŶĠe eŶ liďĠƌaŶt soŶ ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ 

spĠĐifiƋue à la ŵaŶiğƌe d’uŶ tuǇau d’aƌƌosage Ƌui fuit. (Edelman, 2004) 

1.3. La circulation de l’iŶfoƌŵatioŶ. 

Les speĐtaĐulaiƌes sǇŶthğses de la ǀie ŵeŶtale s’ĠtaďlisseŶt auǆ iŶteƌfaĐes eŶtƌe les eŶtƌĠes et les 

sorties des informatioŶs depuis les Đellules Ŷeƌǀeuses Ƌui ĐoŶstitueŶt le Đeƌǀeau. EŶ d’autƌes teƌŵes, les 

iŶfluǆ Ŷeƌǀeuǆ ĐiƌĐulaŶt daŶs l’aƌĐhiteĐture neuronale du cerveau sous-tendent tous les phénomènes 

mentaux. La capacité de communication des neurones produit l’eŶseŵďle des aspects de notre vie 

ŵeŶtale, depuis la peƌĐeptioŶ seŶsoƌielle jusƋu’au ĐoŶtƌôle du ŵouǀeŵeŶt, depuis la gĠŶĠƌatioŶ de la 

peŶsĠe jusƋu’à l’eǆpƌessioŶ de seŶtiŵeŶts. Il est doŶĐ d’autaŶt plus iŵpoƌtaŶt d’eǆpliƋueƌ ĐoŵŵeŶt 

l’iŶfoƌŵatioŶ est tƌaŶsŵise eŶtre les neurones. (Squire & Kandel, 2005) 

Les neurones sont liés localement les uns aux autres pour former, dans certaines fractions du 

cerveau, un réseau dense appelé matière grise et ils communiquent sur de longues distances par 

l’iŶteƌŵĠdiaiƌe de zoŶes appelĠes ŵatiğƌe ďlaŶĐhe. DiffĠƌeŶts ŶeuƌoŶes peuǀeŶt pƌeŶdƌe uŶ  grand 

nombre de configurations et il peut y en avoir plus de deux cents différentes sortes dans le cerveau des 

mammifères. Cependant, un neurone est polaire et consiste toujours en un corps cellulaire et un 

eŶseŵďle aƌďoƌesĐeŶt d’eǆteŶsioŶs appelĠes deŶdƌites aiŶsi Ƌu’uŶe longue extension spécialisée, dite 

aǆoŶe, Ƌui le ĐoŶŶeĐte à d’autƌes Ŷeurones par le biais de synapses. 
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Les sigŶauǆ ĐiƌĐuleŶt le loŶg des aǆoŶes, sous foƌŵe d’iŵpulsioŶs ĠleĐtƌiƋues ŶoŵŵĠes « potentiel 

d’aĐtioŶ » paƌĐe Ƌu’ils se pƌopageŶt activement. UŶ poteŶtiel d’aĐtioŶ pƌoǀieŶt d’uŶe peƌtuƌďatioŶ du 

potentiel transmembranaiƌe de ƌepos Ƌui est d’eŶǀiƌoŶ ϲϱ mV. Lorsque le potentiel transmembranaire 

d’uŶ ŶeuƌoŶe se ƌĠduit de -65 à -75 mV, on parle alors de dépolarisation, celui-ci augmente sa capacité à 

gĠŶĠƌeƌ uŶ poteŶtiel d’aĐtioŶ. AiŶsi uŶe dĠpolaƌisatioŶ est eǆĐitatƌiĐe. À l’iŶǀeƌse, daŶs le Đas d’uŶe 

augmentation de la valeur absolue du potentiel membranaire de repos de -65 à -75 mV, appelée 

hyperpolarisation, les neurones en question diminuent leuƌ gĠŶĠƌatioŶ de poteŶtiels d’aĐtioŶs. 

L’hǇpeƌpolaƌisatioŶ est iŶhiďitƌiĐe. 

Le poteŶtiel d’aĐtioŶ est doŶĐ uŶ sigŶal ĠleĐtƌiƋue dĠpolaƌisaŶt Ƌui se pƌopage à paƌtiƌ des deŶdƌites 

et du Đoƌps Đellulaiƌe du ŶeuƌoŶe, le loŶg de l’aǆoŶe jusƋu’auǆ teƌŵiŶaisoŶs pƌĠsǇŶaptiƋues, où le 

neurone entre en contact avec un autre neurone.  

Le poteŶtiel d’aĐtioŶ est uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de poteŶtiel ĠleĐtƌiƋue au Ŷiǀeau de la ŵeŵďƌaŶe du 

ŶeuƌoŶe, ĐƌĠĠ paƌ l’eŶtƌĠe des ioŶs sodiuŵ ;Na+) dans la cellule et la sortie subséquente des ions 

potassium (K+), à travers des pores spécifiques de la membrane cellulaire, les canaux ioniques. Les 

ĐaŶauǆ ioŶiƋues s’ouǀƌeŶt et se feƌŵeŶt seloŶ uŶe sĠƋueŶĐe pƌĠĐise le loŶg des ǀoies du sigŶal, ĐƌĠaŶt 

uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de poteŶtiel Ƌui se pƌopage le loŶg de la Đellule. Les poteŶtiels d’aĐtioŶ se dĠplaĐeŶt le 

long de la membrane de l’aǆoŶe saŶs faille ou distoƌsioŶ, à des ǀitesses de ĐoŶduĐtioŶ de ϭ à ϭϬϬ ŵğtƌes 

paƌ seĐoŶde. Le poteŶtiel d’aĐtioŶ est uŶ sigŶal ĠleĐtƌiƋue eŶ tout ou ƌieŶ, ƌapide et tƌaŶsitoiƌe, doŶt 

l’aŵplitude est de ϭϬϬ à ϭϮϬ mV et la durée à un endroit donné, de ϭ à ϭϬ ŵilliseĐoŶdes. L’aŵplitude du 

poteŶtiel d’aĐtioŶ ƌeste ĐoŶstaŶte tout au loŶg de l’aǆoŶe, Đaƌ l’iŵpulsioŶ eŶ tout ou ƌieŶ est 

continuellement générée paƌ la ŵeŵďƌaŶe loƌs de sa pƌopagatioŶ le loŶg de l’aǆoŶe ;Fig. 2). (Shepherd, 

1994) 
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Figure 2 : Comment les neurones communiquent. 

UŶ ŶeuƌoŶe Ƌui vieŶt d’ġtƌe stiŵulĠ ;eŶ ďleu foŶĐĠͿ tƌaŶsŵet des sigŶauǆ à d’autƌes ŶeuƌoŶes ;eŶ ďleu pâleͿ eŶ 
envoyant des impulsioŶs ĠleĐtƌiƋues, les poteŶtiels d’aĐtioŶ. Ces iŵpulsioŶs se pƌopageŶt le loŶg de l’aǆoŶe 
unique de la cellule. Elles sont ensuite converties en signaux chimiques dans les synapses, les points de contact 

entre neurones. Le neurone qui émet le signal est appelé neurone présynaptique, et celui qui reçoit ce signal est 

le ŶeuƌoŶe postsǇŶaptiƋue. LoƌsƋu’uŶ ŶeuƌoŶe est au ƌepos, sa ŵeŵďƌaŶe eǆteƌŶe ŵaiŶtieŶt uŶ poteŶtiel 
électrique de -70 mV. La membrane maintient un tel potentiel en pompant des ions potassium (K

+
) hors de la 

Đellule, plus ƌapideŵeŶt Ƌu’elle Ŷe laisse eŶtƌeƌ des ioŶs sodiuŵ ;Na+Ϳ. La stiŵulatioŶ paƌ d’autƌes Đellules 
augŵeŶte l’eŶtƌĠe du sodiuŵ. AiŶsi, loƌsƋue les ioŶs sodiuŵ s’aĐĐuŵuleŶt au-delà d’uŶ seuil ĐƌitiƋue, le ŶeuƌoŶe 
engendre un poteŶtiel d’aĐtioŶ. Le poteŶtiel ŵeŵďƌaŶaiƌe s’iŶveƌse ŵoŵeŶtaŶĠŵeŶt ;aͿ, puis ƌevieŶt eŶ 
ƋuelƋues ŵilliseĐoŶdes à soŶ Ġtat ŶĠgatif ;ďͿ. Ces ĐhaŶgeŵeŶts ioŶiƋues pƌovoƋueŶt l’eŶtƌĠe d’ioŶs sodiuŵ 
supplémentaires en aval de la zone axonique modifiée, amorçant aiŶsi la pƌopagatioŶ de l’iŶfluǆ Ŷeƌveuǆ suƌ 
toute la loŶgueuƌ de l’aǆoŶe ;flğĐhe ƌougeͿ. LoƌsƋue l’iŶfluǆ Ŷeƌveuǆ atteiŶt les teƌŵiŶaisoŶs des aǆoŶes, Đes 
terminaisons libèrent des molécules de neuromédiateur.  

Ces molécules diffusent dans la synapse et se fixent à des récepteurs qui leur sont spécifiques, présents sur des 

deŶdƌites et d’autƌes paƌties des cellules postsynaptiques. Cette fixation conduit les neurones récepteurs à 

ouvrir des canaux ioniques, ce qui entraîne la production de nouveaux potentiels d’aĐtioŶ. 

Notre compréhension première des mécanismes de la communication intracérébrale date du début 

du XXe siğĐle et de l’eǆtƌaoƌdiŶaiƌe ĐoŶtƌiďutioŶ du ĐĠlğďƌe aŶatoŵiste espagŶol, “aŶtagio RaŵoŶ Ǉ Cajal. 

En formulant la doctrine du neurone, mais surtout en découvrant que les neurones communiquent les 
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uns avec les autres au niveau de points de contact très spécialisés, les synapses, Cajal a inventé la 

neurobiologie.  

Une synapse est formée de trois composantes : une terminaison présynaptique, une cellule cible 

postsynaptique et un petit espace entre les deux qui sépare les deux neurones. Cet espace appelé fente 

sǇŶaptiƋue ŵesuƌe eŶǀiƌoŶ ϮϬ ŶaŶoŵğtƌes de laƌge. La teƌŵiŶaisoŶ pƌĠsǇŶaptiƋue d’uŶe Đellule 

communique à travers la fente synaptique soit aǀeĐ le Đoƌps Đellulaiƌe, soit aǀeĐ les deŶdƌites d’uŶe 

cellule cible postsynaptique (Fig. 2). 

Le ĐouƌaŶt pƌoduit paƌ uŶ poteŶtiel d’aĐtioŶ daŶs la Đellule pƌĠsǇŶaptiƋue Ŷe peut pas fƌaŶĐhiƌ 

diƌeĐteŵeŶt l’espaĐe sǇŶaptiƋue pouƌ aĐtiǀeƌ la Đellule Điďle postsynaptique. Le signal provoque un 

ĠǀğŶeŵeŶt ŵajeuƌ au Ŷiǀeau de la sǇŶapse. Au ŵoŵeŶt où le poteŶtiel d’aĐtioŶ atteiŶt la teƌŵiŶaisoŶ 

pƌĠsǇŶaptiƋue, il pƌoǀoƋue l’ouǀeƌtuƌe des ĐaŶauǆ de la ŵeŵďƌaŶe auǆ ioŶs ĐalĐiuŵ ;Ca2+Ϳ et l’eŶtƌĠe 

importante et rapide des ions Ca2+ dans les terminaisons présynaptiques.  

Cette augmentation de Ca2+ pƌoǀoƋue la liďĠƌatioŶ d’uŶe suďstaŶĐe ĐhiŵiƋue ĐoŵŵuŶĠŵeŶt 

appelée neurotransmetteur. Ce ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ diffuse aloƌs daŶs l’espaĐe sǇŶaptiƋue, où il agit 

comme un signal cible en se liant avec son récepteur spécifique qui se trouve à la surface de la cellule 

postsǇŶaptiƋue. L’iŶteƌaĐtioŶ du ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ aǀeĐ soŶ ƌĠĐepteuƌ eŶtƌaîŶe uŶ poteŶtiel 

sǇŶaptiƋue eǆĐitateuƌ dĠpolaƌisaŶt daŶs le ŶeuƌoŶe postsǇŶaptiƋue Ƌui, s’il est assez grand, génère à son 

touƌ uŶ poteŶtiel d’aĐtioŶ daŶs Đe deƌŶieƌ.  

Les différentes régions du cerveau ont différents neurotransmetteurs dont les propriétés changent le 

timing, l’aŵplitude et la suĐĐessioŶ de l’Ġǀeil ŶeuƌoŶal. Pouƌ assuƌeƌ et pƌĠseƌver les structures 

Đoŵpleǆes de l’aĐtiǀitĠ dǇŶaŵiƋue daŶs le Đeƌǀeau, ĐeƌtaiŶs ŶeuƌoŶes soŶt iŶhiďiteuƌs, ils suppƌiŵeŶt 

aiŶsi l’Ġǀeil des autƌes ŶeuƌoŶes Ƌui soŶt eǆĐitateuƌs. 

Ainsi les neurotransmetteurs couramment utilisés par les neurones sont des acides aminés ou leurs 

dérivés. Le glutamate est le neurotransmetteur le plus couramment utilisé par les neurones excitateurs 

aloƌs Ƌue l’aĐide gaŵŵa-aminobutyrique (GABA) est propre aux neurones inhibiteurs.  

Aloƌs Ƌue le poteŶtiel d’aĐtioŶ est uŶ sigŶal aŵple, invariant, en tout ou rien, le signal au niveau de la 

synapse, le potentiel synaptique, est variable et modifiable. Ces deux dernières propriétés particulières 

de la transmission du signal au niveau de la synapse sous-entendent les plus remarquables activités du 

Đeƌǀeau, l’appƌeŶtissage, la ŵĠŵoiƌe et l’eǆpƌessioŶ des seŶtiŵeŶts (Kandel, 2012a). 



Des souris knock-out pour le récepteur métabotrope au glutamate mGluR7 révèlent son rôle dans la cognition et les émotions 

111 
 

 Les bases biologiques de la pensée. 2.

Au cours des tƌois deƌŶiğƌes dĠĐeŶŶies, la Ŷeuƌoďiologie, Đ’est-à-diƌe l’Ġtude du Đeƌǀeau, et la 

psǇĐhologie ĐogŶitiǀe, ou l’Ġtude de la peŶsĠe, oŶt pƌogƌessiǀeŵeŶt fusioŶŶĠ pouƌ ĠĐlaiƌeƌ d’uŶ jouƌ 

nouveau les phénomènes de la perception, du langage, de la mémoire et de la conscience. Grâce 

ŶotaŵŵeŶt auǆ tƌaǀauǆ effeĐtuĠs suƌ l’appƌeŶtissage suƌ des ŵodğles aŶiŵauǆ,  les bases cellulaires et 

moléculaires de ces fonctions mentales soŶt aujouƌd’hui eŶtƌeǀues. AiŶsi l’appƌeŶtissage, Đ’est-à-dire 

l’aĐƋuisitioŶ de Ŷouǀelles Đonnaissances et la mémoire à la conservation des connaissances acquises 

seŵďle ƌĠsulteƌ de ŵodifiĐatioŶs de l’iŶteŶsitĠ de Đouplage entre les neurones du cerveau (Kandel & 

Hawkins, 1992). 

2.1. Les synapses sont modifiables. 

L’eǆpĠƌieŶĐe ŵodifie la sǇŶapse, Đaƌ ŶoŶ seuleŵeŶt les sǇŶapses soŶt ǀeƌsatiles daŶs leuƌ stƌuĐtuƌe 

et daŶs leuƌs foŶĐtioŶs, ŵais elles s’aǀğƌeŶt Ġgalement extrêmement adaptables, on dit aussi plastiques, 

ce qui sous-entend que les synapses ont la capacité de se modifier (Kolb & Whishaw, 2013).  

Par une remarquable intuition Ramon y Cajal formula dès la fin du XIXe siècle l’hǇpothğse de la 

plasticité synaptique, selon laquelle la force des connexions synaptiques, la facilité avec laquelle le 

poteŶtiel d’aĐtioŶ d’uŶe Đellule eǆĐite ou iŶhiďe sa Đellule Điďle, Ŷ’est pas fiǆĠe , mais modifiable. Cajal 

postulait Ƌue la foƌĐe sǇŶaptiƋue pouǀait ġtƌe ŵodifiĠe paƌ l’aĐtiǀitĠ ŶeuƌoŶale, suggĠƌaŶt aiŶsi Ƌue 

l’appƌeŶtissage pouƌƌait utiliseƌ la ŵallĠaďilitĠ des synapses et produirait des modifications prolongées 

de la force des connexions synaptiques en provoquant la croissance de nouvelles synapses. La 

persistance de ces modifications anatomiques pourrait servir de fondement à la mémoire. 

Cette idée selon laƋuelle, l’appƌeŶtissage pouǀait ġtƌe sous-tendu par des changements structurels à 

l’ĠĐhelle de la sǇŶapse a par la suite été développé par Donald O. Hebb dans son livre « l’OƌgaŶisatioŶ du 

Comportement » en 1949. Selon Hebb, loƌsƋu’uŶ aǆoŶe d’uŶe Đellule A est pƌoĐhe d’uŶe Đellule B et 

participe de manière répétée et persistante à son activation, des processus de croissance ou des 

ĐhaŶgeŵeŶts ŵĠtaďoliƋues pƌeŶŶeŶt plaĐe daŶs l’uŶe des Đellules ou daŶs les deuǆ , de sorte que 

l’effiĐaĐitĠ de A, eŶ taŶt Ƌue l’une des cellules activant B, se trouve augmentée (Milner et al., 1998). 

2.1.1. L’habituation 

Le pƌeŵieƌ eǆeŵple de plastiĐitĠ sǇŶaptiƋue fût dĠŵoŶtƌĠ Đhez l’aplǇsie, uŶ ŵollusƋue ŵaƌiŶ , 

lorsque EƌiĐ KaŶdel et IƌǀiŶg KupfeƌŵaŶŶ ƌĠalisğƌeŶt Ƌu’elle possède un réflexe de retrait défensif. En 
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effet, cet invertébré possède un organe respiratoire externe, la branchie, qui est partiellement 

recouverte par le repli du manteau. Celui-ci a un prolongement charnu, le siphon. Quand on touche 

légèrement le repli du manteau ou le siphon, ce dernier se contracte et la branchie se rétracte 

brusquement dans une cavité située sous le repli du manteau (Fig. 3).  

 

Figure 3 : a. Le rĠfleǆe de ƌetƌait de la ďƌaŶchie et du siphoŶ chez l’aplǇsie. Une légère stimulation tactile 

du siphon avec un pinceau (à gauche) entraîne une contraction du siphon et un retrait de la branchie sous les 

replis du manteau.  

b.  Représentation très schématique du réflexe de retrait de la branchie, Ŷe ŵoŶtƌaŶt Ƌu’uŶ exemplaire de 

chaque type de neurone impliqué. 

Le circuit neuronal de ce comportement a été tracé au début des années 1970. La stimulation de la 

peau du siphon active deux ensembles de 40 neurones sensoriels qui a leur tour activent directement les 
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ϲ ŵotoŶeuƌoŶes de la ďƌaŶĐhie et les ϳ du siphoŶ aiŶsi Ƌue plusieuƌs gƌoupes d’interneurones 

excitateurs et inhibiteurs qui projettent également sur les motoneurones (Fig. 3b) (Kandel, 2009). 

En réponse à une nouvelle stimulation du siphon, les neurones sensoriels ƌeĐeǀaŶt l’iŶfoƌŵatioŶ du 

siphon excitent fortement les interneurones et les motoneurones de la branchie. Ces informations 

convergent vers les motoneurones et les font décharger de façon répétée, entraînant un réflexe brusque 

de ƌĠtƌaĐtioŶ de la ďƌaŶĐhie. “i le stiŵulus est ƌĠpĠtĠ, la ƌĠpoŶse ƌĠfleǆe diŵiŶue. UŶ poteŶtiel d’aĐtioŶ 

daŶs Ŷ’iŵpoƌte Ƌuel ŶeuƌoŶe seŶsoƌiel pƌoduit alors encore un potentiel synaptique excitateur dans les 

deux types de cellules cible : les interneurones et les motoneurones, cependant, ce potentiel synaptique 

est plus faible. Il est si faiďle Ƌu’il Ŷe susĐite dans un premier temps que tƌğs peu de poteŶtiel d’aĐtioŶ 

dans les cellules cibles, puis plus du tout. Comme les connexions entre les neurones sensoriels et leurs 

Điďles s’affaiďlisseŶt ƋuaŶd les stiŵulatioŶs taĐtiles du siphoŶ soŶt ƌĠpĠtĠes, uŶ poteŶtiel d’aĐtioŶ daŶs 

les neurones sensoriels ne produit plus aussi facilement un potentiel d’aĐtioŶ daŶs les iŶteƌŶeuƌoŶes ou 

dans les motoneurones. De plus, les connexions synaptiques excitatrices entre les interneurones 

excitateurs et les motoneurones s’affaiďlisseŶt ĠgaleŵeŶt. Il eŶ ƌĠsulte uŶe ƌĠduĐtioŶ de l’aŵplitude de 

la réponse réflexe de rétraction de la branchie, autrement dit, une habituation (Castellucci and Kandel, 

1976). 

En étudiant la dépression synaptique qui se produit dans la connexion entre un neurone sensoriel et 

un motoneurone lors de cette habituation, Castellucci, Kandel  et leurs collaborateurs ont non seulement 

observés Ƌu’uŶ affaiďlisseŵeŶt duƌaďle pƌopoƌtioŶŶel auǆ sessioŶs d’eŶtƌaiŶeŵeŶt peut ġtƌe oďteŶu , 

mais aussitôt que les synapses retrouvent leurs capacités normales, l’aŶiŵal ƌeĐoŵŵeŶçait à ƌĠpoŶdƌe 

aux stimulations tactiles en retirant brusquement sa branchie et son siphon. D’uŶ poiŶt de ǀue 

moléculaire, ils ont également démontré que la diminution des potentiels synaptiques résulte 

eǆĐlusiǀeŵeŶt d’uŶe diŵiŶutioŶ du Ŷoŵďƌe de paƋuets de tƌaŶsŵetteuƌs libérés par chaque potentiel 

d’aĐtioŶ (Mayford et al., 2012). 

Ainsi des connexions synaptiques élémentaires sous-tendent les changements plastiques consécutifs 

à l’appƌeŶtissage et Đes ĐhaŶgeŵeŶts duƌaďles forment la base cellulaire du stockage mnésique à court 

terme. 

2.1.2. La sensibilisation 

L’haďituatioŶ peƌŵet à uŶ aŶiŵal d’appƌeŶdƌe les pƌopƌiĠtés des stimuli sans importance. La 

sensibilisation, par contre, lui peƌŵet d’appƌeŶdƌe Đelles des stiŵuli ŶoĐifs ou menaçants. Le réflexe de 
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ƌetƌait de la ďƌaŶĐhie Đhez l’aplǇsie, tƌğs ŶetteŵeŶt attĠŶuĠ paƌ l’haďituatioŶ, se ƌeŶfoƌĐe tout aussi 

nettement avec la sensibilisation. Après avoir reçu un choc sur la queue, la réaction de l’aplysie à la 

stimulation du siphon est fortement renforcée : elle rétracte davantage sa branchie qui se trouve alors 

eŶtiğƌeŵeŶt daŶs la ĐaǀitĠ du ŵaŶteau. La ŵĠŵoiƌe de l’aŶiŵal pouƌ Đe stiŵulus ŶoĐiĐeptif se ŵaŶifeste 

par la durée du renforcement du réflexe de retrait de la branchie à chaque stimulation tactile du siphon, 

et elle est d’autaŶt plus duƌaďle Ƌue le stiŵulus ŶoĐiĐeptif est ƌĠpĠtĠ. UŶ siŵple ĐhoĐ suƌ la Ƌueue 

produit un souvenir à court terme qui dure quelques minutes. Quatre ou cinq chocs entrainent un 

souvenir à long terme qui duƌe au ŵoiŶs deuǆ jouƌs et daǀaŶtage d’essais pƌoduiseŶt uŶ souǀeŶiƌ Ƌui ǀa 

durer pendant plusieurs semaines (Kandel et al., 2014).  

“i l’haďituatioŶ pƌoǀoƋue uŶe diŵiŶutioŶ de la foƌĐe sǇŶaptiƋue, la seŶsiďilisatioŶ pƌoǀoƋue au 

ĐoŶtƌaiƌe uŶ ƌeŶfoƌĐeŵeŶt. AiŶsi l’appliĐatioŶ d’uŶ stimulus nociceptif sur la queue augmente le nombre 

de connexions synaptiques dans le circuit neuronal du réflexe de retrait de la branchie, dont les 

connexions réalisées par les neurones sensoriels de la peau du siphon à la fois sur les motoneurones et 

les interneurones, ainsi que les connexions entre les interneurones et les motoneurones (Fig. 4a). 

Les mêmes connexions peuvent donc participer au stockage de différentes formes de mémoire : les 

synapses dont la force est augmentée servent de site de stockage mnésique pour certaines formes 

d’appƌeŶtissage, Đoŵŵe la seŶsiďilisatioŶ, et les sǇŶapses doŶt la foƌĐe est diŵiŶuĠe seƌǀeŶt de site de 

stoĐkage pouƌ d’autƌes foƌŵes d’appƌeŶtissage, Đoŵŵe l’haďituatioŶ. Ces études de la sensibilisation ont 

mis en évidence les différents mécanismes moléculaires utilisés par les neurones pour permettre une 

plasticité synaptique à court terme.  

UŶ ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ ŵodulateuƌ, liďĠƌĠ peŶdaŶt l’appƌeŶtissage, aĐtiǀe au seiŶ de ĐeƌtaiŶs 

neurones un second messager signalant la ǀoie doŶt l’activité peut persister pendant plusieurs minutes. 

EŶ ƌeĐƌutaŶt l’AMPĐ, la ǀoie du seĐoŶd ŵessageƌ aŵplifie l’aĐtioŶ du ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌ. L’AMPĐ   active 

ensuite la PKA, ce qui conduit à la fermeture des canaux K+, et amène davantage de Ca2+ dans les 

teƌŵiŶaisoŶs pƌĠsǇŶaptiƋues. De plus, l’AMPĐ et la PKA aĐtiǀeŶt diƌeĐteŵeŶt uŶe faŵille de protéines 

cibles qui ne requièrent pas le Ca2+, mais agissent sur la mobilisation et la fusion de vésicules, ce qui 

augmente encore la libération de neurotransmetteur. De cette façon, les connexions synaptiques sont 

renforcées pendant toute la durée de la mémoire à court terme (Castellucci & Kandel, 1976). 
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Figure 4 : a. Le Ciƌcuit de la seŶsiďilisatioŶ du ƌĠfleǆe du ƌetƌait de la ďƌaŶchie chez l’aplǇsie.  
Un seul neurone de chaque type est représenté par souci de simplification. Un stimulus nociceptif appliqué sur 

la queue active les neurones sensoriels qui excitent des interneurones modulateurs. Les signaux de ces 

interneurones réalisent des contacts synaptiques avec les neurones sensoriels du siphon et augmentent la 

libération de neurotransmetteur.  

b. Les étapes biochimiques de la facilitation présynaptique du neurone sensoriel.  

La sérotonine (neurotransmetteur) se lie aux récepteurs sérotoninergiques, aussi appelés récepteurs 5-

hydroxytryptamine (abrégés en 5-HT), qui après une série d’Ġtapes iŵpliƋuaŶt le Đouplage aveĐ uŶe pƌotĠiŶe 
Gs, ĐoŶduit à l’aĐtivatioŶ de l’effeĐteuƌ eŶzǇŵatiƋue adĠŶǇlate ĐǇĐlase, à uŶe augŵeŶtatioŶ du Ŷiveau d’AMPĐ, 
et finalement à l’aĐtivatioŶ de la pƌotĠiŶe kiŶase AMPĐ-dépendante (PKA). La PKA agit au moins sur deux sites. 

Premièrement, elle ferme les canaux K
+, pƌovoƋuaŶt uŶe augŵeŶtatioŶ du poteŶtiel d’aĐtioŶ, et eŶ 

conséquence une augmentation du flux entrant de Ca
2+ 

au traveƌs des ĐaŶauǆ ĐalĐiƋues. L’aŵplifiĐatioŶ du 
poteŶtiel d’aĐtioŶ augŵeŶte à soŶ touƌ la liďĠƌatioŶ de ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌs. DeuǆiğŵeŵeŶt, la PKA agit 
directement sur les étapes des mécanismes de libération.  

L’haďituatioŶ et la seŶsiďilisatioŶ soŶt les deuǆ eǆeŵples d’appƌeŶtissage les plus siŵples, car un 

iŶdiǀidu Ŷ’appƌeŶd les pƌopƌiĠtĠs Ƌue d’uŶ seul tǇpe de stiŵulus. Elles soŶt ĐoŶsidĠƌĠes Đoŵŵe ŶoŶ 

assoĐiatiǀes. L’assoĐiatioŶ de deuǆ stiŵuli ŶĠĐessite uŶ appƌeŶtissage plus Đoŵpleǆe appelĠ le 

conditionnement classique, décrit pour la première fois par Ivan Pavlov au début du XXe siècle en 

étudiant les réflexes digestifs chez le chien. Le conditionnement classique, également appelé 

conditionnement pavlovien s’effectue lorsqu’un stimulus neutre ;“NͿ, Đ’est-à-dire un stimulus qui ne 

déclenche, de prime abord, aucune réponse est associé à un stimulus inconditionnel (SI) qui lui, 
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déclenche une réponse (inconditionnelle) de manière réflexe, sans apprentissage nécessaire. Ce stimulus 

inconditionnel déclenche automatiquement une certaine réponse : la réponse inconditionnelle (RI). Puis, 

en présentant de façon régulière et fréquente un stimulus neutre en présence du stimulus inconditionnel 

une association habituellement inconsciente se crée entre les deux stimuli. Ainsi, le stimulus neutre se 

transforme en stimulus conditionnel (SC) et reprend une réponse similaire, sinon une réponse identique, 

à celle du stimulus inconditionnel (donc, à la réponse inconditionnelle). Cette réponse est alors la réponse 

conditionnelle puisqu’elle reste la réponse voulue, celle du conditionnement classique (Rescola & 

Wagner, 1972). 

2.2. Le conditionnement classique. 

En 1983, Eric Kandel et ses collaborateurs ont montré que le réflexe de retrait de la branchie chez 

l’aplǇsie pouvait se prêter au conditionnement classique. Un léger contact ou un faible choc électrique 

appliqué sur le siphon est utilisé comme SN et un courant électrique fort appliqué sur la queue est utilisé 

comme SI. Lorsque ces deuǆ stiŵuli soŶt assoĐiĠs peŶdaŶt uŶe dizaiŶe d’essais, la petite stiŵulatioŶ du 

siphon parvient à déclencher un retrait marqué de la branchie et du siphon et conduit ainsi à une 

libération supplémentaire de neurotransmetteur. En effet, les neurones sensoriels libèrent du glutamate 

qui active deux types de récepteurs ionotropiques : un récepteur conventionnel et un récepteur N-

Méthyl-D-aspaƌtate ;NMDAͿ faǀoƌisaŶt le fluǆ de ĐalĐiuŵ. DaŶs des ĐoŶditioŶs Đoŵŵe l’haďituatioŶ et la 

sensibilisation, seul le récepteur au glutamate conventionnel est actif, car le canal du récepteur NMDA 

est bloqué par des ions magnésium (Mg2+). Cependant, lorsque le SC et le SI sont appariés, le 

motoneurone génère toute une série de poteŶtiels d’aĐtioŶ Ƌui eŶtƌaîŶeŶt l’eǆpulsioŶ du Mg2+ du canal 

NMDA. Le Ca2+ fait alors irruption par le canal NMDA dans le motoneurone postsynaptique et déclenche 

la pƌoduĐtioŶ d’uŶ ŵessageƌ ƌĠtƌogƌade Ƌui iŶfoƌŵe les Đellules pƌĠsǇŶaptiƋues d’augŵeŶteƌ la 

libération de neurotransmetteur (Hawkins et al., 1983). 

Ces études du conditionnement classique ont apporté deux données fondamentales. Premièrement, 

elles fournissent un exemple des multiples faĐettes d’uŶe ŵġŵe sǇŶapse : les mêmes connexions 

synaptiques participeŶt à tƌois tǇpes d’appƌeŶtissage ;l’haďituatioŶ, la seŶsiďilisatioŶ et le 

conditionnement classique) et contribue ainsi à différentes formes de stockage mnésique. 

DeuǆiğŵeŵeŶt, elles illustƌeŶt Ƌue ŵġŵe des foƌŵes Đoŵpleǆes d’appƌeŶtissage et de stoĐkage  

mnésique utilisent des mécanismes de plasticité synaptique à la fois pré- et postsynaptiques de façon 

combinée (Hawkins & Kandel, 1984). Des variantes de ce mécanisme hebbien ont été découvertes 

depuis dans le cerveau de mammifères et sont utilisées pour stocker des souvenirs. 
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2.3. UŶe Ŷouvelle classe d’actioŶs sǇŶaptiƋues 

Un choc électrique appliqué sur la queue produit une sensibilisation du réflexe de retrait de la 

branchie. La durée de la rétention dépend du nombre de chocs électrique sur la queue. Un choc produit 

un souvenir à court terme durant quelques minutes. Ce souvenir à court terme ne requiert pas la 

sǇŶthğse d’uŶe Ŷouǀelle pƌotĠiŶe. Au ĐoŶtƌaiƌe, Ƌuatƌe ou ĐiŶƋ ĐhoĐs suƌ la Ƌueue eŶtƌaîŶeŶt uŶ 

souvenir à long terme durant un jour ou plus, et un apprentissage plus long produit un souvenir encore 

plus persistant, durant des semaines. Ces modifications plus durables exigent la synthèse de nouvelles 

protéines. Ainsi la sensibilisation ƌĠpĠtĠe à des stiŵuli peƌŵet à la PKA d’ġtƌe tƌaŶsfĠƌĠe au ŶoǇau, où 

elle active une cascade de réactions géniques qui initie, comme nous le verrons au chapitre suivant, un 

processus de croissance stable et auto-entretenu au sein du neurone. Un neurotransmetteur modulateur 

peut donc avoir une double fonction : d’uŶe paƌt, Đoŵŵe Ŷous l’aǀoŶs ǀu au chapitre précédent, une 

exposition unique produit une modification transitoire de la force synaptique durant quelques minutes 

et d’autƌe paƌt, une eǆpositioŶ pƌoloŶgĠe pƌoduit uŶ ĐhaŶgeŵeŶt staďle daŶs l’aƌĐhiteĐtuƌe du ŶeuƌoŶe.  

La protéine kinase (PKA) AMPc-dépendante, est un tétramère formé de quatre sous-unités. Deux 

sous-uŶitĠs ĐatalǇtiƋues seƌǀeŶt d’eŶzǇŵes aĐtifs pouƌ phosphoƌǇleƌ les pƌotĠiŶes, et deuǆ sous-unités 

régulatrices inhibent les sous-unités catalytiques. Seules les sous-unités régulatrices disposent de sites 

de liaisoŶ pouƌ l’AMPĐ. QuaŶd le Ŷiǀeau d’AMPĐ augŵeŶte, Đelui-ci se lie aux sous-unités régulatrices qui 

subissent un changement de forme et libèrent les sous-unités catalytiques qui peuvent alors diffuser 

dans le noyau.  

Une fois transférée dans le noyau, la PKA phosphoryle un certain nombre de facteurs de 

transcription, dont CREB-1 (« cAMP-reponse element binding protein-1 »Ϳ et Đ’est l’aĐtioŶ de la foƌŵe 

phosphorylée de la protéine CREB-1 liée à son élément réponse AMPc (ou CRE pour « cAMP-response 

element »Ϳ suƌ l’ADN Ƌui aĐtiǀe les gğŶes ŶĠĐessaiƌes à la foƌŵatioŶ des souǀeŶiƌs à loŶg teƌŵe.  

Émergeant des études génétiques, sous-jacentes à l’appƌeŶtissage Đhez l’aplysie, mais également chez la 

mouche du vinaigre ou drosophile, une régulation de transcription inhibitrice (un redresseur) appelée 

CREB-2 a également été découverte (Bartsch et al., 1995).  

Ainsi le passage en mémoire à long teƌŵe Ŷ’est possiďle Ƌu’eŶ iŶaĐtiǀaŶt le ƌĠpƌesseuƌ CREB-2 et en 

aĐtiǀaŶt l’aĐtiǀateuƌ CREB-1. La régulation de CREB-2 est différente de celle de CREB-1. Le CREB-2 est 

régulé par une protéine kinase appelée MAP pour « mitogen-activated protein » (Kandel, 2012b).  
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2.4. Le nombre de synapses augmente. 

En étudiant le réflexe de ƌetƌait Đhez l’aplǇsie, Craig Bailey et Mary Chen ont montré que la rétention 

à long teƌŵe Ġtait due auǆ ŵodifiĐatioŶs de l’aŶatoŵie Đellulaiƌe (Craigh et al., 1988). Après une 

procédure d’appƌeŶtissage Ƌui pƌoduit uŶe ƌĠteŶtioŶ de la sensibilisation durant trois semaines, le 

nombre de terminaisons synaptiques par neurone sensoriel double, passant de 1300 à 2600. Ces 

modifications persistent aussi longtemps que celle du réflexe de retrait de la branchie. Lorsque la 

mémoire décline au bout de trois semaines, les terminaisons synaptiques régressent progressivement à 

leur nombre initial. Ces modifications anatomiques ne se limitent pas aux neurones sensoriels 

présynaptiques. Chez les animaux sensibilisés, les processus dendritiques de la cellule postsynaptique se 

dĠǀeloppeŶt ĠgaleŵeŶt pouƌ s’adapteƌ à la ĐƌoissaŶĐe sǇŶaptiƋue. AiŶsi, uŶe caractéristique du stockage 

ŵŶĠsiƋue à loŶg teƌŵe est Ƌu’il ƌeƋuieƌt uŶe ŵodifiĐatioŶ stƌuĐtuƌale ĐooƌdoŶŶĠe à  la fois dans les 

cellules pré- et postsynaptiques (Bailey and Kandel, 1993). Cette tendance à développer de nouvelles 

ĐoŶŶeǆioŶs aŶatoŵiƋues eŶ ƌĠpoŶse à l’expérience a été démontrée dans le cerveau de mammifère à 

paƌtiƌ de ϭϵϵϬ et s’aǀğƌe ġtƌe, depuis, uŶe ĐaƌaĐtĠƌistiƋue uŶiǀeƌselle. En effet, le développement de 

nouvelles synapses daŶs l’hippoĐaŵpe est corrélé à la facilitation plus souvent appelée Potentialisation à 

long terme (PLT) (Carasatorre & Ramirez-Amaya, 2012). 

2.5. Deux formes de stockage mnésique. 

L’haďituatioŶ, la seŶsiďilisatioŶ et le conditionnement classique développés dans le chapitre 

précédent sont des formes de mémoire non déclarative, des mécanismes de stockage mnésique 

ƌĠsultaŶt d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe eŶtƌaiŶaŶt uŶe ŵodifiĐatioŶ du ĐoŵpoƌteŵeŶt Ƌui Ŷe ŶĠĐessite pas uŶ ƌappel 

conscient. Ces systèmes de mémoire sont relativement simples, mais comprennent néanmoins une 

foƌŵe à Đouƌt teƌŵe d’uŶe duƌĠe de ƋuelƋues ŵiŶutes et uŶe foƌŵe à loŶg teƌŵe s’ĠteŶdaŶt au ŵoiŶs 

sur plusieurs jours (Kandel, 2001).  

Contrairement à la mémoire implicite, le souvenir conscient de choses passées nécessite un système 

complexe. En effet, la mémoire procédurale et déclarative diffère considérablement au niveau 

comportemental et cellulaire de la mémoire non déclarative. Ces deux systèmes de mémoire utilisent 

une logique différente (rappel inconscient pour la mémoire non déclarative versus rappel conscient pour 

la mémoire déclarative) et ils sont stockés dans différentes zones du cerveau. Néanmoins, comme 

résumé dans le chapitre suivant, ces deux types de mémoire partagent une même logique moléculaire. 

Dans les deux systèmes, la mémoire à court terme implique la modification covalente de protéines 

préexistantes et des changements dans la force des connexions synaptiques préexistantes, tandis que la 
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mémoire à long terme nécessite la synthèse de nouvelles protéines et la croissance de nouvelles 

connexions. De plus, ces deux formes de mémoire utilisent la PKA, la MAP kinase, la protéine CREB-1, 

CREB-2 comme voie de signalisation pour la conversion de la mémoire à court terme en mémoire à long 

terme. Enfin, les deux formes utilisent des changements morphologiques au niveau des synapses pour 

stabiliser la mémoire à long terme (Bailey et al., 2008). 

2.6. Régler les synapses artificiellement. 

Conscients de l’iŵpoƌtaŶĐe du tƌaǀail de BƌeŶda MilŶeƌ suƌ le ƌôle de l’hippoĐaŵpe et du loďe 

temporal interne dans le stockage mnésique, Tim Bliss et Terje Lomo interrogent les synapses des 

ŶeuƌoŶes de l’hippoĐaŵpe. Comment peuvent-ils stocker les informations (Corkin, 1997) ? Et ils 

découvrent Ƌu’uŶe salǀe de stiŵulatioŶs à haute fƌĠƋueŶĐe ;stiŵulatioŶ tétanique) appliquée 

artificiellement sur une voie hippoĐaŵpiƋue daŶs le Đeƌǀeau d’uŶ lapiŶ, produit une augmentation de la 

transmission synaptique qui dure des heures chez un animal anesthésié, et des jours, voir des semaines 

chez un animal alerte et libre de ses mouvements (Bennett, 2000). Cette facilitation est désormais 

appelée la facilitation à long terme, et plus couramment la potentialisation à long terme (PLT). 
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Figure 5 : La Potentialisation à long terme (PLT). a. L’hippocampe est une petite structure, de la taille 

d’uŶe petite gƌaiŶe de ĐĠƌĠale Đhez la souƌis et d’uŶ pouĐe d’eŶfaŶt Đhez l’hoŵŵe. SituĠe eŶ pƌofoŶdeuƌ daŶs la 

paƌtie iŶteƌŶe du loďe teŵpoƌal. L’iŶfoƌŵatioŶ eŶtƌe et soƌt de l’hippoĐaŵpe paƌ l’iŶteƌŵĠdiaiƌe de tƌois voies 
principales indiquées sur la coupe de gauche (b) : la voie perforante qui part du cortex entorhinal vers les 

cellules granulaires du gyrus denté ; la voie des fibres moussues, qui va des cellules granulaires du gyrus denté 

aux cellules pyramidales de la région CA3 de l’hippoĐaŵpe ; et la voie collatérale de Schaffer, qui va de la 

région CA3 à la région CA1. (c) Le dispositif expérimental pour enregistrer une potentialisation à long terme 

(PLT) dans la voie collatérale de Schaffer de la région CA3 à la région CAϭ de l’hippoĐaŵpe. UŶe salve de 
stimulations électriques est appliquée sur la voie collatérale de Schaffer pendant une seconde à 100 Hz (100 

impulsions par seconde) et une microélectrode enregistre les potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE) 

produits par une population de cellules du champ CA1. (c) Les enregistrements de potentiels postsynaptiques 

excitateurs (EPSC) montrent une stimulation conséquente eŶ haut, aiŶsi Ƌu’uŶe diŵiŶutioŶ eŶ ďas, de ϭϬ Hz 

pendant 15 minutes. Au niveau des synapses entre les collatérales de Schaffer et les cellules pyramidales de CA1 

un train de stimulation à haute fréquence (HFS, 2 trains de 100 Hz à 20 s d’intervalle) induit une PLT des EPSP 

médiés par les récepteurs AMPA, et un train de stimulation à basse fréquence (LFS, 100 Hz pendant 5 min) 

induit une LTD des EPSP AMPA chez la souris. 
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La potentialisation à long terme (PLT) a plusieurs formes. Dans les voies perforantes et collatérales 

de Schaffer, la PLT est associative, elle nécessite une activité présynaptique suivie de près par une 

activité post-synaptique. Par contre, dans la voie des fibres moussues, la PLT est non associative et ne 

nécessite aucune activité coïncidente (Bliss & Collingridge, 1993). 

Ainsi, la potentialisation à long terme (PLT) est un processus de renforcement synaptique qui 

ĐoƌƌespoŶd à uŶe augŵeŶtatioŶ d’aŵplitude de la ƌĠpoŶse post-sǇŶaptiƋue à la suite d’uŶe iŶteŶse 

activation concertée de la synapse. De manière schématique, les récepteurs NMDA, du fait de leur forte 

perméabilité au calcium, sont essentiels à l’induction de la LTP, mais ne sont pas sujets à 

potentialisation. Les récepteurs AMPA sont quant à eux, les cibles principales de cette plasticité  : leur 

nombre s’accroît dans la zone post-synaptique, entrainant une augmentation du signal post-synaptique. 

Les processus mis en jeu sont complexes et font intervenir la phosphorylation par la calmoduline 

kinase II, l’exocytose et la stabilisation des récepteurs AMPA paƌ des pƌotĠiŶes d’aŶĐƌage au Ŷiǀeau post-

synaptique. 

On distingue plusieurs types de PLT : 

 La PLT précoce est inductible avec un unique stimulus à 100 Hz (tetanus) qui active des kinases 

(ex : CaMKII) ne dure pas plus que quelques heures. 

 La PLT tardive est persistante (dure environ 24 h) et nécessite par contre un très fort stimulus 

tétanique voire plusieurs pour être induite, avec élévation de la concentration intracellulaire 

d’AMPc et recrutement de plusieurs kinases, comme PKA et MAPK qui active la transcription de 

CREB la plupaƌt du teŵps ;ŵais d’autƌes facteurs de transcription semblent certaines fois être 

activés à la place de CREB-3. La PLT persistante est corrélée avec la mémoire à long terme, 

notamment dans l’hippocampe.  
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Figure 6 : Les phases précoces et tardives de la PLT.  

;aͿ UŶe salve isolĠe de stiŵulatioŶs pƌovoƋue l’iŶitiatioŶ de la phase pƌĠĐoĐe de la PLT eŶ aĐtivaŶt les 
ƌĠĐepteuƌs NMDA et eŶ favoƌisaŶt l’eŶtƌĠe de Ca2+

 dans le neurone postsynaptique. Le Ca
2+

 lie la calmoduline 

pour activer les seconds messagers (des protéines kinases) qui phosphorylent les récepteurs inotropes non 

NADA et augmentent ainsi la sensibilité de ces récepteurs au glutamate.  

(b) Lorsque les salves sont répétées, le flux entrant de Ca
2+

 iŵpliƋue aloƌs l’adĠŶylate cyclase qui active la PKA 

via l’AMPĐ. Celle-ci, une fois transportée dans le noyau du neurone postsynaptique phosphoryle le CREB qui a 

son tour active la transcription de gènes nécessaire respectivement, aux changements structuraux et à la 

croissance neuronale qui sous-tendent à la PLT. 

2.7. PLT et mémoire déclarative 

 En 1986, Richard Morris découvre la première connexion entre PLT et mémoire spatiale en 

montrant chez le rat que les récepteurs NMDA doivent être activées pour l’apprentissage spatial (Morris, 

2003), ouǀƌaŶt aiŶsi la ǀoie à d’aŵples recherches qui ont conduit à un ensemble plus détaillé des 

corrélations entre la mémoire et les phases de PLT.  

À partir de 1990, avec l’ĠŵeƌgeŶĐe des teĐhŶiƋues de tƌaŶsgĠŶğse, il est vite devenu possible de 

manipuler sélectivement des gènes individuels dans un animal intact pour comparer les effets de ces 

manipulations sur la mémoire à long terme d’une part, et d’autre part sur les différentes formes de PLT 

dans des tranches d’hippocampe isolées. Ces techniques ont révélé le rôle de kinases spécifiques tel que 

la CAMKII ou le facteur de transcription fyn dans la PLT et la mémoire spatiale (Silva et al., 1992a). 
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Les souris génétiquement modifiées ont été également utilisées pour déterminer les conséquences 

de défauts sélectifs dans la phase tardive de la PLT. Ainsi, Ted Abel a développé des souris transgéniques 

qui expriment un gène mutant qui bloque la sous-unité catalytique de la PKA (Abel et al., 1997), alors 

que Silva et Rusiko Bourtchouladze étudié des souris avec des mutations dans CREB -1 (Bourtchouladze 

et al., 1994).  

Ces deux lignées de souris knock-out ont développé un grave défaut dans la mémoire spatiale à long 

terme et les deux avaient des défauts plus ou moins similaires de PLT : la première phase était normale 

alors la phase tardive a été bloquée, fournissant des preuves solides de lien entre les phases de LTP pour 

les phases de stockage de la mémoire. 

Les récentes découvertes de la fonction de CPEB3, un régulateur local de la synthèse de protéine 

ainsi que de la protéine kinase Mzeta (PKMzeta), dans le maintien de stockage de la mémoire chez 

l’aplǇsie et les mammifères soulignent encore une fois les processus de signalisation moléculaire, 

conservés duƌaŶt l’ĠǀolutioŶ Ƌui sous-tendent le fonctionnement biologique de la mémoire (Pavlopoulos 

et al., 2011) (Serrano et al., 2008). 

Ces mêmes aspects cellulaires et moléculaires, cette plasticité des synapses, cette régulation génique 

sont également les fondements des émotions. 

3. Le cerveau des émotions. 

Alors que le terme « émotion » est généralement intuitivement entendu, cela reste un mot difficile à 

définir. Si actuellement il n’y a pas de réel consensus dans la littérature quant à sa signification, une 

émotion est communément décrite comme un état mental, associé à des modifications corporelles 

consciemment ressenties qui surgissent spontanément. Ainsi, les émotions englobent une large gamme 

d’états personnels accompagnés par un certain nombre de changements physiologiques et de 

ĐoŵpoƌteŵeŶts oďseƌǀaďles. D’iŵpoƌtaŶts progrès dans la compréhension des bases neurales de 

l’émotion ont été réalisés au cours des dernières décennies.  

Les axes de recherche actuels se situent dans le fait de délimiter physiquement quelles structures et 

quels réseaux de neurones sont nécessaires à des réponses émotionnelles. Dans une commune 

peƌspeĐtiǀe, il s’agit ĠgaleŵeŶt d’ideŶtifieƌ daǀaŶtage et plus pƌĠĐisĠŵeŶt les ŵĠĐaŶisŵes ŵolĠĐulaiƌes 

agissant dans ces zones du cerveau. Une autre importante question relative aux émotions concerne la 

façon dont les événements émotionnels sont appris et stockés, dans le but de comprendre comment des 
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changements dans le fonctionnement des mécanismes et des réseaux engagés dans le traitement des 

émotions peuvent conduire à des troubles de l’humeur tels que la dépression et les troubles anxieux. 

Nous verrons plus loin comment les souris knock-out pour le récepteur métabotropique au 

glutamate mGluR7 se sont révélées être un intéressant outil pour disséquer la fonction de ce récepteur 

paƌtiĐulieƌ daŶs les ĠŵotioŶs, ŵais aǀaŶt Đela il s’agit d’eǆaŵiŶeƌ ďƌiğǀeŵeŶt les ŵĠĐaŶisŵes ŶeuƌoŶauǆ  

impliqués dans le traitement des émotions. 

3.1. La Neuroanatomie des émotions. 

Les résultats obtenus à partir des études d’iŵageƌie Đhez l’huŵaiŶ aiŶsi Ƌue les ƌĠsultats oďteŶus à 

paƌtiƌ d’eǆpĠƌiŵeŶtatioŶs suƌ les aŶiŵauǆ huŵaiŶs oŶt ideŶtifiĠ l’amygdale, le cortex préfrontal, le 

cortex cingulaire antérieur, et l’hypothalamus comme étant les quatre principales structures impliquées 

dans le traitement des émotions (Dalgleish, 2004). 

 

Figure 7 : Les zones du cerveau impliquées dans les émotions.  

L’amygdale (AMY) projette des connexions réciproques avec des régions répandues dans le cortex, y compris 

avec toutes les étapes des voies perceptives (cortex visuel primaire, V1, cortex temporal inférieur, TE) ainsi que 

les régions préfrontales (cortex orbitofrontal, OFC, cortex préfrontal, PFC). Cette connectivité permet à 

l’amygdale de recevoir de riches informations sensorielles et de renforcer ainsi la représentation neuronale de 

stimuli émotionnels via une rétroaction vers et à partir des voies sensorielles. La plupart de ces projections 

proviennent du noyau basal de l’amygdale. En revanche, la plupart des entrées visuelles de l’amygdale 

projettent vers le noyau latéral, qui connecte le noyau basal puis les zones de niveau supérieur. En plus de sa 
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connectivité aux régions sensorielles, l’amygdale présente également de multiples connexions aux zones 

préfrontales qui relaient l’entrée vers les régions impliquées dans les formes délibérées de la prise de décision. 

Ainsi, à la suite de l’activation de l’amygdale, de multiples systèmes cérébraux peuvent dynamiquement se 

réorganiser et traiter de façon appropriée à une réponse face à l’environnement. PAR = cortex pariétal. (adapté 

de William A. Cunningham and Tobias Brosch. Motivational Salience: Amygdala Tuning From Traits, Needs, 

Values, and Goals. Current Directions in Psychological Science. 2012 21 : 54). 

3.2. Une émotion particulière : la peur  

Une grande partie de nos connaissances en neurobiologie sur les relations entre mémoire et 

émotion a été obtenue chez l’animal à partir d’une émotion particulière : la peur. La peur est une 

réaction normale déclenchée lorsque notre organisme perçoit ou anticipe un danger. Son rôle est de 

nous protéger en plaçant notre corps en alerte et en favorisant de ce fait, le déclenchement d’une 

réponse rapide et adaptée, c’est-à-dire faire face au danger ou le fuir. Chez l’Homme, la peur peut être 

définie selon deux composantes : une composante implicite physiologique et une composante explicite 

subjective. La première regroupe l’ensemble des réponses de défense de notre organisme face au 

danger : comportement de fuite ou d’immobilité, décharge d’hormones de stress, tremblements, sueurs, 

augmentation de la pression sanguine et du rythme cardiaque. Ces réponses sont automatiques, innées, 

et pour la plupart communes à l’ensemble des espèces animales (Rodrigues et al., 2009). 

3.2.1. L’appƌentissage et la mémoire de la peur 

La mémoire émotionnelle est l’aĐƋuisitioŶ et le stoĐkage d’iŶfoƌŵatioŶs ƌelatiǀes auǆ ĠǀĠŶeŵeŶts 

émotionnellement proéminents (LeDoux, 1993). Elle recrute plusieurs régions du cerveau en fonction de 

la nature de la mémoire, mais eǆige toujouƌs l’aŵǇgdale. L’hippocampe et ses régions corticales associés 

peuvent également jouer un rôle dans la mémoire émotionnelle, en particulier dans le stockage de la 

mémoire explicite et de la mémoire consciente auxquelles est associée une composante émotionnelle. 

AiŶsi uŶe ĠŵotioŶ ƌĠsulte du ƌeĐƌuteŵeŶt l’aŵǇgdale et de l’hippoĐaŵpe Ƌui Ŷ’est pas uniquement 

dédié aux émotions. 
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Figure 8 : La stƌuctuƌe de l’aŵǇgdale de la souris.  

a. ƌepƌĠseŶtatioŶ sĐhĠŵatiƋue de la stƌuĐtuƌe de l’aŵǇgdale et de l’hippoĐaŵpe daŶs soŶ ĐoŶteǆte ĐĠƌĠďƌal, 
ƌespeĐtiveŵeŶt Đhez l’hoŵŵe et la souƌis. La taille de Đes deux structures par rapport à leur cerveau respectif 

est volontairement exagérée pour une plus grande visibilité des formes particulières de ces deux régions.  

ď. UŶe Đoupe sagittale du Đeƌveau d’uŶe souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue Ƌui eǆpƌiŵe la pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte verte dans les 

iŶteƌŶeuƌoŶes de l’aŵǇgdale peƌŵet de distiŶgueƌ les diffĠƌeŶts ŶoǇauǆ de l’aŵǇgdale. BLA : noyau latéral. 

CeC : noyau central. 

3.2.2. Le conditionnement de la peur 

Le conditionnement de la peuƌ est ďasĠ suƌ la dĠĐouǀeƌte d’Ivan Pavlov discuté dans le chapitre 

précédent (le conditionnement classique). Rapidement, le conditionnement de la peur comprend un ou 

plusieurs stimuli neutres (SN) par exemple un bruit, une lumière, une place (contexte) associée à un 

stimulus aversif dit inconditionnel (SI) par eǆeŵple uŶ ĐhoĐ. L’aŶiŵal est ĐoŶditioŶŶĠ loƌsƋu’il a appƌis à 
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ƌĠpoŶdƌe phǇsiologiƋueŵeŶt au “N saŶs la pƌĠseŶĐe de “I. Toutefois, uŶe eǆpositioŶ ƌĠpĠtĠe de l’aŶiŵal 

entrainé au SN sans SI conduit à l’eǆtiŶĐtioŶ de la ƌĠpoŶse ĐoŶditioŶŶelle.  

3.2.3. La neuroanatomie du conditionnement de la peur. 

La circuiterie sous-jacente au conditionnement de la peur a été très étudiée. L’information 

seŶsoƌielle Đ’est-à-diƌe l’iŶfoƌŵatioŶ auditiǀe, ǀisuelle, gustative, olfactive, ainsi que l’information 

somatosensorielle est envoyée ǀeƌs le ŶoǇau latĠƌal de l’aŵǇgdale paƌ les eŶtƌĠes des ƌĠgioŶs ĐoƌtiĐales 

et thalamiques (LeDoux, 1993). 

La voie cortico-amygdale fournit sur le stimulus menaçant des informations sensorielles lente et 

détaillée, car filtré par le contrôle conscient, tandis que la voie thalamo-amygdale offre une information 

beaucoup plus rapide, mais moins détaillée sur le stimulus menaçant (Rodrigues et al., 2009). 

Les informations dérivant du SN et du SI convergent dans le noyau latéral de l’amygdale, et cette 

information intégrée est ensuite envoyée au noyau central, soit directement, soit indirectement par 

l’intermédiaire du ŶoǇau latĠƌal aĐĐessoiƌe et du ŶoǇau iŶteƌĐalĠ. Le ŶoǇau ĐeŶtƌal de l’aŵǇgdale a de 

Ŷoŵďƌeuses pƌojeĐtioŶs ǀeƌs l’eǆtĠƌieuƌ de l’aŵǇgdale. AiŶsi, des pƌojeĐtioŶs ƋuitteŶt l ’amygdale 

ĐeŶtƌale ǀeƌs le tƌoŶĐ ĐĠƌĠďƌal et l’hǇpothalaŵus, et Đe soŶt Đes ǀoies qui contrôlent l’expression des 

comportements de défense, les sécrétions hormonales et les réponses autonomes qui font partie de la 

réponse comportementale à la peur (Delgado et al., 2006).  

Des liaisons directes entre le noyau latĠƌal de l’aŵǇgdale et le ŶoǇau ĐeŶtƌal de l’amygdale existent, 

mais ces connexions sont tout à fait minimes. Cependant, il existe entre ces deux noyaux, plusieurs 

connexions indirectes par le biais de sous-noyaux. En effet, le noyau latéral aussi bien que le noyau basal 

de l’aŵǇgdale pƌojettent vers un réseau de neurones inhibiteur, la région intercalée, elle projette vers le 

ŶoǇau ĐeŶtƌal. Coŵŵe la gƌaŶde ŵajoƌitĠ des ŶeuƌoŶes de l’aŵǇgdale soŶt des ŶeuƌoŶes iŶhiďiteuƌs, 

l’aĐtiǀatioŶ des ŶeuƌoŶes de la ƌégion intercalée ĐoŶduit à uŶe diŵiŶutioŶ de l’iŶhiďitioŶ daŶs le ŶoǇau 

ĐeŶtƌal de l’aŵǇgdale et paƌ ĐoŶsĠƋueŶt à une augmentation de la peur (Franklin & Mansuy, 2013). 
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3.2.4. Le mécanisme moléculaire sous-jaceŶt à l’appƌeŶtissage et à la ŵĠŵoƌisatioŶ 

de la peur. 

Le glutamate libéré à la suite du stimulus neutre (SN) se lie aux différents récepteurs au glutamate, y 

compris les récepteurs AMPA, les récepteurs NMDA, et les récepteurs métabotropiques au glutamate 

sur les cellules de l’amygdale latérale (Rodrigues et al., 2004). 

Au repos, les récepteurs NMDA sont imperméables au calcium, lorsque le glutamate se lie au 

ƌĠĐepteuƌ NMDA et Ƌue le ŶeuƌoŶe est dĠpolaƌisĠ, le ĐaŶal s’ouǀƌe et le ĐalĐiuŵ est autoƌisĠ à eŶtƌeƌ 

dans la cellule. Ainsi, les récepteurs NMDA sont des détecteurs de coïncidence, et sont la clé des 

modifications synaptiques dépendant de l’expérience. Par conséquent, lorsque le stimulus aversif (SI) 

dépolarise les cellules au sein du noyau latéral de l’amygdale alors que tout le glutamate est lié à des 

récepteurs NMDA, suite au stimulus neutre, le calcium peut entrer dans la cellule. Cette augmentation 

intracellulaire de calcium conduit à l’activation de la protéine kinase et des cascades de signalisation 

secondaire qui sont nécessaires pour la formation de la mémoire. Ainsi, le rôle de la protéine kinase 

dépendante à l’AMP cyclique (PKA) ainsi que celui des « Mitogen-activated protein kinases » (MAPK) ont 

été étudié extensivement dans le cadre du conditionnement de la peur et il résulte de toutes ces 

expériences que le mécanisme de la potentialisation à long terme (PLT) discuté au chapitre précédent est 

au Đœuƌ du pƌoĐessus de ĐoŶditioŶŶeŵeŶt de la peuƌ. Il seŵďleƌait aiŶsi Ƌu’uŶe augŵeŶtatioŶ de la 

force synaptique entre les entrées et les neurones du ŶoǇau latĠƌal de l’aŵǇgdale ƌĠgule la peuƌ. 

4. Les troubles psychiatriques et cognitifs liés au stress 

La compréhension des complexes interactions entre le stress et la génétique qui conduisent à la 

manifestation de troubles pathologiques importants tels que la dépression, l’anxiété et le 

dysfonctionnement cognitif est l’un des domaines clés de la recherche en neurosciences.  

En effet, les désordres des états émotionnels et cognitifs sont un énorme problème de santé 

publique. En outre, les traitements courants qui ciblent principalement les monoamines ou la 

neurotransmission GABAergique, sont d’une efficacité limitée dans une proportion significative de 

patients et de plus, sont très souvent associés à un fardeau d’effets secondaires gênants. Il en résulte 

donc un énorme besoin de nouvelles stratégies de traitement (Van Ameringen et al., 2004). 

Il est clair que le stress prédispose une susceptibilité à des troubles psychiatriques. Le stress aigu 

altğƌe le foŶĐtioŶŶeŵeŶt du Đeƌǀeau de telle soƌte Ƌue l’oƌgaŶisŵe peut s’adapteƌ auǆ dĠfis de 
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l’environnement. Cependant, un stress inapproprié, sévère ou prolongé induit des changements 

anormaux dans le cerveau. Des désordres qui altèrent sa capacité à réguler de manière appropriée les 

réponses physiologiques et comportementales aux facteurs de stress ultérieurs (Arnsten, 2009 ; Cryan & 

Holmes, 2005 ; McEwen, 2007 ; Lupien et al., 2009). 

Il est aujouƌd’hui laƌgeŵeŶt adŵis Ƌue l’exposition chronique au stress ou à des événements 

stressants de la vie peut conduire au développement de troubles graves comme la dépression et 

l’anxiété (Anisman & Matheson, 2005) (Kendler et al., 1999) (Nemeroff & Vale, 2005) (Van Praag, 2004), 

et ainsi se transformer en un des problèmes de santé les plus courants dans les pays développés. Il est 

également clair que l’activation aiguë de systèmes de stress lors de l’apprentissage peut faciliter la 

consolidation de la mémoire tandis que l’exposition chronique au stress peut provoquer des déficits 

cognitifs en fin de vie (Roozendaal et al., 1999) (Sandi, 2004). 

Des études sur l’Homme et sur les rongeurs ont également démontré une atrophie marquée de 

régions cérébrales spécifiques qui coïncident avec des altérations cognitives et psychiatriques liées au 

stress et glucocorticoïdes. Bien que beaucoup de ces recherches ce sont concentré sur l ’hippocampe, ce 

qui n’a rien de surprenant étant donné le rôle critique de cette structure dans la formation de la 

mémoire. Un nombre croissant de preuves montre qu’il y a également des altérations dans l’amygdale et 

dans les régions corticales. Ces régions sont donc également susceptibles de contribuer à la 

ŵaŶifestatioŶ de stƌess aiŶsi Ƌu’auǆ dǇsfoŶĐtioŶŶeŵeŶts ĐogŶitifs assoĐiĠs au stƌess  (Arnsten, 2009) 

(Lupien et al., 2009). 

ÉtaŶt doŶŶĠ Ƌue l’eǆpositioŶ au stƌess aigu aiŶsi Ƌu’au stƌess ĐhƌoŶiƋue pƌoǀoƋue des ĐhaŶgeŵeŶts 

suƌ l’ĠŵotiǀitĠ et les foŶĐtioŶs ĐogŶitiǀes, il est tout à fait pƌoďaďle Ƌu’il y a un certain nombre de cibles 

cellulaires convergentes. De croissantes évidences suggèrent que le système glutamatergique pourrait 

être une cible thérapeutique pertinente pour les troubles psychiatriques et cognitifs liés au stress. En 

effet, le glutamate est le neurotransmetteur de la grande majorité des synapses excitatrices du cerveau, 

et les récepteurs métabotropiques au glutamate agissent de manière pré- et post-synaptiques. Ils sont 

d’iŵpoƌtaŶts ƌĠgulateuƌs de la ŶeuƌotƌaŶsŵissioŶ daŶs le sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ ĐeŶtƌal ;“NCͿ, fouƌŶissaŶt uŶ 

mécanisme par lequel les réponses synaptiques rapides à travers des canaux cationiques peuvent être 

affinées. 

Ainsi le récepteur métabotrope au glutamate de type 7 (mGluR7) exprimé dans les neurones qui 

composent les circuiteries neuronales qui sous-tendent la cognition et les émotions pourrait être une 
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potentielle cible thérapeutiƋue ƋuaŶt auǆ tƌouďles de l’ĠŵotioŶ et de la ĐogŶitioŶ (Masugi et al., 1999) 

(Hölscher et al., 2005). 

5. La génération de souris knock-out 

5.1. Les souris transgéniques comme modèle génétique. 

La découverte, dans les années 1950, du rôle de l’ADN (acide désoxyribonucléique) et des gènes qu’il 

contient a donné naissance à une discipline appliquée nouvelle : le génie génétique. Fondé sur un 

ensemble de techniques, il a pour but d’étudier et d’exploiter les gènes. L’exploitation des gènes 

suppose que l’on puisse les isoler, déterminer leur structure et les introduire dans des cellules ou des 

organismes entiers afin de modifier leurs propriétés biologiques. Ainsi, au fil des progrès du génie 

génétique les biologistes moléculaires ont généré des bactéries E. coli, des levures Saccharomyces 

cerevisiae, des nématodes Caenorhabditis elegans, des grenouilles Xenopus, des mouches drosophiles 

melanogaster et des poissons génétiquement modifiés (Hacking, 2008). 

Mais à partir du moment où il fût possible de modifier précisément le génome de la souris, celle-ci 

est devenue l’aŶiŵal le plus ĐouƌaŵŵeŶt utilisĠ Đoŵŵe ŵodğle daŶs les sĐieŶĐes ďiologiƋues et 

médicales (Capecchi, 2005).   Alors que les premières publications scientifiques annoncent deux récents 

développements suggérant un itinéraire de modifications prédéterminées dans lignées germinales de 

mammifères, je débutais dans un laboratoire de biologie moléculaire (Doetschman et al., 1987) (Thomas 

and Capecchi, 1987) (Thomas et al., 1986). 

Immédiatement et irrémédiablement fasciné par ce ciblage génique particulier, qui permet une 

ŵodifiĐatioŶ ĐoŶçue du gĠŶoŵe d’uŶ ŵaŵŵifğƌe, je parviens à convaincre mes patrons de me laisser 

implémenter cette technologie. À cette époque, je voyais deux énormes avantages à cette procédure 

ƋuaŶt à l’iŶtƌoduĐtioŶ de ŵutatioŶs daŶs le gĠŶoŵe de la souƌis. 

PƌeŵiğƌeŵeŶt, Đ’est l’iŶǀestigateuƌ et non le hasard qui détermine le locus génétique à modifier. 

DeuǆiğŵeŵeŶt, l’iŶǀestigateuƌ a uŶ ĐoŶtƌôle Đoŵplet suƌ la façon de moduler le locus génétique choisi. 

Ce dernier avantage permet notamment de dessiner la modification génétique du gène ou locus 

génétique choisi au plus près de la question biologique adressée. Près de 30 ans plus tard, je travaille 

toujouƌs suƌ l’iŶgĠŶieƌie de souƌis tƌaŶsgĠŶiƋue et je ŵ’apeƌçois aǀeĐ le ƌeĐul Ƌue je Ŷe ŵ’Ġtais pas 

trompé, non seulement, cette technique s’est affiŶĠe à l’eǆtƌġŵe, mais en plus elle profite pleinement 
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de toutes les nouvelles données issues du sĠƋueŶçage des gĠŶoŵes de l’huŵaiŶ et de la souƌis. AiŶsi, les 

souris transgéniques ont été essentielles aux progrès dans de nombreux domaines de la recherche et ont 

permis aux neurosciences de disposer d’uŶ outil saŶs pƌĠĐĠdeŶt pouƌ ĐoŵpƌeŶdƌe ĐoŵŵeŶt ĠŵeƌgeŶt 

des phénomènes mentaux complexes à partir de réseaux neuronaux formés de différents types de 

neurones aux propriétés génétiques, physiologiques et anatomiques aussi divers que variés. 

5.2. Pourquoi les souris ?  

MalgƌĠ les ϳϱ ŵillioŶs d’aŶŶĠes d’ĠǀolutioŶ distiŶĐt Ƌui sĠpaƌent l’hoŵŵe de la souƌis, Đes deuǆ 

mammifères ont retenu un nombre important de similitudes génétiques et physiologiques. Une 

siŵilaƌitĠ d’autaŶt plus appaƌeŶte loƌsƋu’elle est comparée aux modèles biologiques traditionnels tels 

Ƌue la ŵouĐhe dƌosophile, le ǀeƌs et la leǀuƌe. D’uŶ poiŶt de ǀue pƌatiƋue et ĠĐoŶoŵiƋue, les souƌis soŶt 

fécondes, faciles à Ŷouƌƌiƌ et Ŷ’oŶt ďesoiŶ Ƌue de tƌğs peu d’espaĐe. De plus les souƌis se pƌġteŶt à une 

gamme de reproduction assistée y compris des techniques de cryoconservation qui permet la 

préservation de sperme de lignées génétiquement manipulées (Kile & Hilton, 2005). 

D’uŶ poiŶt de ǀue sĐieŶtifiƋue, il est possiďle aujouƌd’hui d’utiliser une ample gamme de puissantes 

techniques pour manipuler les génomes murins alors que le background génétique parfaitement 

ĐaƌaĐtĠƌisĠ et suƌtout ideŶtiƋue d’uŶe souƌis à uŶe autƌe ;ƋualifiĠ « d’iŶďƌed ») permet de comparer 

eŶtƌe les diffĠƌeŶts laďoƌatoiƌes les ƌĠsultats d’uŶe eǆpĠƌieŶĐe doŶŶĠe. EŶ outƌe, le sĠƋueŶçage du 

génome de la souris et la caractérisation d’une série de marqueurs génétiques spécifiques a permis de 

facilement distinguer des mutations et des modifications génétiques (Waterson et al., 2002). 

En résumé, les souƌis soŶt d’eǆĐellents moyens de modéliser non seulement la physiologie, mais 

également les maladies humaines grâce à la caractérisation minutieuse, la commodité de la captivité et 

la relativement proche relation évolutive à l’homme. 

5.3. Le ciblage de gènes chez la souris : une analyse fonctionnelle du 

génome de mammifère 

En 1981, les Américains Richard Palmiter et Ralph Brinster transfèrent le gène d’une hormone de 

croissance d’un rat sur des souris et inventent par la même occasion une méthode de micro-injection qui 

permet de modifier le matériel génétique d’un mammifère. Ces souris génétiquement modifiées 

(transgéniques) ont non seulement grandi très rapidement et atteint presque deux fois la taille de leurs 
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congénères normaux, mais en plus, ces caractéristiques nouvellement acquises ont été transmises aux 

générations suivantes (Palmiter and Brinster, 1985).  

En dehors du fait que cette spectaculaire expérience a engendré une tempête médiatique, elle 

constituait surtout de solides fondations pour la suite des évènements, car si de telles souris 

tƌaŶsgĠŶiƋues peƌŵetteŶt l’Ġtude d’uŶ gğŶe paƌ l’observation de sa surexpression dans un organisme, 

l’oďseƌǀatioŶ des ĐoŶsĠƋueŶĐes de soŶ iŶaĐtiǀatioŶ pouƌƌait liǀƌeƌ de ďieŶ plus aŵples ĐoŶŶaissaŶĐes. Et 

à partir de 1987 les toutes premières souris knock-out le confirmèrent (Mansour et al., 1988). 

La création de souris knock-out repose sur deux technologies : 

 l’isolement et la culture de cellules souches embryonnaires (ES), qui ont la capacité unique de 

coloniser tous les tissus d’un embryon hôte, y compris sa lignée germinale. 

 le développement de méthodes permettant la recombinaison homologue entre un ADN entrant 

et son apparenté séquence chromosomique, on parle de ciblage génétique. En conséquence, il 

est devenu possible de créer des souris porteuses de mutations nulles dans n’importe quel gène 

cloné (souris knock-out). 

5.3.1. Les cellules embryonnaires souches de souris 

À partir de culture d’embryons de souris, deux laboratoires différents obtiennent au début des 

années 80, des lignées de cellules ayant les propriétés de cellules pluripotentes embryonnaires. Ces 

cellules, appelées cellules souches embryonnaires (ES), étaient capables après injection dans un 

eŵďƌǇoŶ pƌĠĐoĐe, uŶ ďlastoĐǇste, de ĐoloŶiseƌ l’eŶseŵďle de ses tissus Ǉ Đoŵpƌis la ligŶĠe germinale, 

doŶŶaŶt aiŶsi ŶaissaŶĐe à des Đhiŵğƌes. AiŶsi des Đellules E“ d’uŶ ĐeƌtaiŶ gĠŶotǇpe pouǀaieŶt ġtƌe 

recyclé in vivo et transmissent aux générations futures (Martin, 1981) (Evans & Kaufman, 1981) 

Par la suite, il a non seulement été démontré que ces cellules ES pouvaient être modifiées en culture 

paƌ ŵaŶipulatioŶ gĠŶĠtiƋue, ŵais Ƌu’eŶ plus, loƌsƋu’elles ĠtaieŶt ƌĠiŶjeĐtĠes dans un embryon de souris, 

elles peƌŵettaieŶt d’oďteŶiƌ des souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues (Robertson et al., 1986). 

Un tout nouveau procédé d’obtention de souris transgéniques était né, élargissant 

considérablement la possibilité de transgénèse existante par micro-injection d’ADN dans le zygote.  
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Figure 9 : La gĠŶĠƌatioŶ d’uŶe ligŶĠe de souƌis kŶock-out à partir de cellules embryonnaires souches qui 

contiennent la mutation ciblée souhaitée.  

a. La première étape implique l’isolement d’une lignée clonale de cellule embryonnaire souche(ES) qui 

contienne la mutation désirée. La sélection positive négative (voir également la figure 10) peut être utilisée 

pour enrichir une lignée de cellules ES contenant le gène modifié désiré. 

b. La deuxième étape consiste à utiliser ces cellules ES pour générer des souris chimères qui ensuite vont 

transmettre le gène mutant à leur descendance. Ainsi, des cellules ES contenant la mutation ciblée souhaitée 

sont micro- injectées dans des blastocystes de souris isolés à partir de souris super-ovulés puis fertilisés. Ces 

embryons sont ensuite transférés chirurgicalement à un pseudo-bénéficiaire, une mère nourricière qui portera 

les embryons à terme. Pour faciliter l’isolement de la descendance souhaitée, les cellules ES et les blastocystes 

ƌeĐeveuƌs soŶt dĠƌivĠes de souƌis pouƌvues d’allğles de Đouleuƌ de pelage distiŶguaďle ;paƌ eǆeŵple eŶ utilisaŶt 
des cellules ES dérivées souris brunes et des blastocystes issus de souris noires). La mesure de la contribution 

des cellules ES à la formation de la souris chimérique peuvent ainsi facilement être évaluées visuellement par 

l’observation de la couleur du pelage. De même, la contribution des cellules ES à la lignée germinale peut être 

évaluée par l’observation de la couleur du pelage des progénitures dérivées des croisements entre souris 

chimériques et souris noires. 

5.3.2. Recombinaison homologue dans les cellules embryonnaires souches de souris 

Des études menées par les groupes de Smithies et Capecchi avaient démontré au milieu des 

années 80 que des cellules de mammifères produisaient l’appareil enzymatique nécessaire à la 

recombinaison spécifique entre un ADN « entrant » et sa séquence homologue présente in situ dans les 
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chromosomes, mais il s’agissait aloƌs d’uŶ ĠǀğŶeŵeŶt ƌelatiǀeŵeŶt ƌaƌe paƌ ƌappoƌt à l’intégration 

alĠatoiƌe de Đe ŵġŵe ADN daŶs le gĠŶoŵe de l’hôte (Smithies et al., 1985) (Wong and Capecchi, 1986). 

La rareté des évènements de recombinaisons homologues a été coŶtouƌŶĠe paƌ l’utilisatioŶ 

d’oƌigiŶales pƌoĐĠduƌes de sĠleĐtioŶs. DaŶs uŶ pƌeŵieƌ teŵps, l’utilisation du gène de Hypoxanthine-

guaŶiŶe phosphoƌiďosǇltƌaŶsfĠƌase ;hpƌtͿ Đoŵŵe Điďle a peƌŵis auǆ auteuƌs d’aŵplifieƌ les Đellules E“, 

après transfection du vecteuƌ poƌtaŶt la ŵutatioŶ ŶĠĐessaiƌe à l’iŶaĐtiǀatioŶ du gğŶe hpƌt, paƌ additioŶ 

de la drogue FIAU directement dans le milieu de culture (Doetschman et al., 1987).  

Ces eǆpĠƌieŶĐes oŶt eŶsuite ĠtĠ ĠteŶdues à des gğŶes pouƌ lesƋuels l’iŶaĐtiǀatioŶ Ŷe peut ġtƌe 

sélectionnée directement, en utilisant diverses approches basées soit sur la sélection ou sur les 

techniques de dépistage. Ainsi, les vecteurs de ciblage sont généralement équipés d’un gène qui confère 

aux cellules ES recombinantes une résistance ou une sensibilité à un médicament. Ces marqueurs 

sélectionnables positifs ou négatifs permettent la sélection de clones de cellules ES ayant intégré le 

vecteur de ciblage uniquement par recombinaison homologue (Fig. 9 & 10 ). La sélection positive la plus 

couramment employée est la résistance à la néomycine, en utilisant le gène de néomycine 

phosphotransferase (néo), bien que les gènes pour l’hygromycine B phosphotransferase (HPS), la 

puromycine N-acétyltransférase (puro) et la xanthine/guanine phosphoribosyl transférase (gpt) ont 

également été utilisés. Alors que le marqueur de sélection positif au centre du vecteur de ciblage est 

utilisé pour inactiver le gène cible, les marqueurs de contre-sélection sont inclus dans les régions 

adjaĐeŶtes du ǀeĐteuƌ de Điďlage afiŶ d’ĠliŵiŶeƌ les Đellules E“ daŶs lesƋuels l’intégration est aléatoire. 

Le gène de la thymidine kinase du virus herpès simplex (HSVtk) a été le plus largement utilisé en tant que 

contre-marqueur de sélection même si la diphtérie toxine (DT) a également été employé (Joyner and 

Sedivy, 2000).  
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Figure 10 : La sélection positive négative est un protocole de sélection utilisé pour enrichir les lignées de 

cellules embryonnaires (ES) souches qui contiennent une perturbation ciblée de n’importe quel gène choisi (ici, 

le gène X), indépendamment de sa fonction ou de son expression dans les cellules ES.  

a. Le veĐteuƌ de Điďlage ĐoŶtieŶt l’iŶseƌtioŶ du gğŶe de ƌĠsistance à la néomycine (néo
r
) dans un exon du gène X, 

dĠsoƌgaŶisaŶt aiŶsi le Đadƌe de leĐtuƌe de la sĠƋueŶĐe d’ADN du gğŶe X, et le gğŶe de la thǇŵidiŶe kiŶase issu 
du virus de l’herpès (HSV-TK) à une extrémité. Le vecteur de ciblage est représenté en appariement avec une 

copie chromosomique du gène X. Un évènement de recombinaison homologue entre le vecteur de ciblage et 

soŶ gğŶe Điďle daŶs le gĠŶoŵe d’uŶe Đellule ES pƌoduit ŶoŶ seuleŵeŶt l’iŶaĐtivatioŶ d’uŶ allğle du gğŶe X, mais 

également la perte du gène HSV-tk. Les Đellules daŶs lesƋuelles Đet ĠvĠŶeŵeŶt a eu lieu seƌoŶt aiŶsi d’uŶ 
génotype : X +/-, + néo

r 
et HSV-tk, ainsi elles résisteront à la fois au G418 et à la FIAU. 

 b.  Le plus souvent, le vecteur de ciblage sera intégré dans le génome de la cellule hôte dans un site aléatoire, 

par recombinaison non homologue. Une insertion non homologue de l’ADN exogène dans le génome de la 

cellule hôte se produit par les extrémités du vecteur de ciblage linéarisé, ainsi le gène HSV-tk restera lié au gène 

neo
r
. Des cellules dérivées de ce type d’ĠvĠŶeŵeŶt de ƌeĐoŵďiŶaisoŶ seƌoŶt doŶĐ d’uŶ gĠŶotǇpe : X +/+, + neor 

et HSV-tk + et donc résistant à G418, mais éliminé par FIAU (un médicament qui tue des cellules contenant un 

gène HSV-tk fonctionnel, mais qui n’est pas toxique pour les cellules contenant la thymidine kinase endogène). 

En résumé, les cellules ES qui contiennent l’événement de ciblage désiré survivent à la procédure de sélection 
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alors que les cellules qui contiennent l’intégration aléatoire beaucoup plus commune du vecteur de ciblage 

seront éliminées. 

6. Phénotypage : les études de comportements chez la souris. 

UŶ ĐoŵpoƌteŵeŶt peut ġtƌe ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe l’ultiŵe ƌĠsultat du sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ. AiŶsi 

l’oďseƌǀatioŶ et l’aŶalǇse des ĐoŵpoƌteŵeŶts soŶt esseŶtielles pouƌ des souris transgéniques dans 

lesquelles un gène exprimé dans le cerveau a été muté. La biologie du comportement tient une place 

centrale dans les neurosciences. Issues d’uŶe illustƌe et aŶĐieŶŶe tƌaditioŶ, de Ŷoŵďƌeuses ŵĠthodes 

soigneusement contrôlées permettent des tests comportementaux évaluant aussi bien certaines 

capacités sensorielles, fonctions motrices, l’apprentissage et la mémoire que les interactions sociales, 

l’addiĐtioŶ, l’aŶǆiĠtĠ, la dĠpƌessioŶ et la sĐhizophƌĠŶie (Crawley, 1999) (Crawley, 2008) (van der Staay & 

Steckler, 2001) (Paylor et al., 2006) (Gerlai, 2001). 

6.1. Les Ġpƌeuves d’ĠvaluatioŶ des fonctions sensorimotrices  

Le test de la plaque chauffante 

Ce test mesure les réponses nociceptives d’animaux quand ils sont placés sur une plaque chaude. Ce 

test est couramment utilisé pour l’évaluation de la sensibilité à la douleur ainsi que l’évaluation des 

agents analgésiques. 

6.2. Les Ġpƌeuves d’ĠvaluatioŶ des foŶctioŶs affectives 

Le test de champ ouvert 

Ce test permet de mesurer l’activité locomotrice générale dans un environnement nouveau. Il 

peƌŵet ĠgaleŵeŶt d’ideŶtifieƌ les ĐoŵpoƌteŵeŶts aŶǆieuǆ Đhez les rongeurs. Il crée une situation de 

ĐoŶflit eŶtƌe la teŶdaŶĐe Ŷatuƌelle de l’aŶiŵal à eǆploƌeƌ Đe Ŷouǀel eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt et soŶ aǀeƌsion pour 

les espaces ouverts.  

Le test d’ĠŵeƌgeŶĐe 

Ce test peƌŵet d’Ġǀalueƌ le ĐoŵpoƌteŵeŶt eǆploƌatoiƌe spoŶtaŶĠ et les ƌĠaĐtions physiques et 

ĠŵotioŶŶelles des ƌoŶgeuƌs. Ce ĐoŵpoƌteŵeŶt d’aŶǆiĠtĠ iŶĐoŶditioŶŶĠe est ďasĠ suƌ l’aǀeƌsioŶ iŶŶĠe 
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des rongeurs pour les environnements fortement éclairés. Ce modèle permet une évaluation simple et 

ƌapide des tƌouďles de l’aŶǆiĠtĠ ;agoƌaphobie) et les effets des traitements pharmacologiques.  

Le labyrinthe en croix surélevé 

Ce test est utilisé pour évaluer l’anxiété et la phobie de se trouver en hauteur face à un espace vide 

;aĐƌophoďieͿ. Il est ďasĠ suƌ la pƌĠfĠƌeŶĐe de l’aŶiŵal pouƌ les  endroits sombres et protégés, 

ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt auǆ eŶdƌoits ĠĐlaiƌĠs et dĠĐouǀeƌts. Ce laďǇƌiŶthe s’aǀğƌe paƌtiĐuliğƌeŵeŶt utile pouƌ 

vérifier les effets des médicaments anxiolytiques et anxiogéniques. 

Le test de la nage forcée 

Ce test est utilisé pour évaluer l’Ġtat de dĠpƌessioŶ et les tƌouďles d’adaptatioŶ Đhez les ƌoŶgeuƌs. 

Cette procédure comportementale simple est utilisée pour le développement des antidépresseurs, pour 

le dĠpistage et l’Ġtude de ŵĠĐaŶisŵes des Ġtats dĠpƌessifs.  

Le Conditionnement de peur – « Fear conditioning » 

Ce test de comportement est dérivé du conditionnement classique découvert par Ivan Pavlov est 

dĠĐƌit daŶs les Đhapitƌes pƌĠĐĠdeŶts. L’aŶiŵal ƌeçoit uŶ stiŵulus aǀeƌsif ;“IͿ aǀeĐ ĠǀeŶtuelleŵeŶt 

assoĐiatioŶ d’uŶ stiŵulus ĐoŶditionnant (CS) ou stimulus neutre (SN). Le rappel du contexte ou du CS 

ĐoŶduit à l’iŵŵoďilitĠ ;« freezing »). Ce test est aussi utilisé comme test de mémoire. 

Le test de transition clair/foncé pour souris 

Le test de la transition jour/nuit est l’un des tests les plus largement utilisés pour mesurer l’anxiété 

dans le comportement des souris. Le test est basé sur l’aversion naturelle des souris pour les zones 

éclairées et sur leur comportement exploratoire spontanée dans de nouveaux environnements. Le test 

est sensible à un traitement anxiolytique. L’appareil se compose d’une chambre noire et d’une chambre 

brillamment illuminée. Les souris sont autorisées à circuler librement entre les deux chambres. Le 

nombre d’entrées dans la chambre lumineuse et la durée du temps passé sont ainsi mesurés. 

Le test d’eŶfouisseŵeŶt – « Marble Burying » 

Les rongeurs en général, et les souris en particulier, enterrent les objets qu’ils perçoivent comme 

potentiellement dangereux. Ainsi, quand on place de nouvelles billes dans leur cage, les souris vont les 

enterrer avec de la litière. Les anxiolytiques, nouveaux et classiques, atténuent ce comportement. On 

peut donc déduire que ce comportement est motivé, en partie du moins, par l ’anxiété. Ainsi, on peut 

mesurer l’anxiété par le nombre de billes enterrées : plus il y en a, plus l’animal est anxieux. 
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6.3. Les Ġpƌeuves d’ĠvaluatioŶ des foŶctioŶs cogŶitives 

Le labyrinthe aquatique de Morris 

Le labyrinthe de Morris est un dispositif aquatique circulaire largement utilisé pour étudier les 

processus de l’apprentissage spatial et de la mémoire chez l’animal dans une situation aversive. Dans ce 

test, l’aŶiŵal doit faiƌe appel à sa ŵĠŵoiƌe pƌoĐĠduƌale, de tƌaǀail et de ƌĠfĠƌeŶĐe pouƌ loĐaliseƌ la Điďle 

(plateforme submergée). Cette épreuve sert également à examiner l’influence du vieillissement, de 

certains traitements ou anomalies génétiques sur les capacités cognitives. 

Le test de l’évitement passif 

Le test d’ĠǀiteŵeŶt passif est utilisĠ pouƌ Ġǀalueƌ la ŵĠŵoiƌe à loŶg ou Đouƌt teƌŵe des ƌoŶgeuƌs. Ce  

test basé sur l’inhibition par association avec une stimulation aversive, fait intervenir la voie thalamo-

cortico-aŵǇgdalieŶŶe et l’hippoĐaŵpe. Ce test est tƌğs utile pouƌ l’étude des interférences de 

traitements pharmacologiques et à l’étude de mécanismes physiologiques sous-jacents à l’apprentissage 

et à la mémoire. 

Le test du labyrinthe à 8 branches – « Radial maze » 

Test utilisé pour évaluer la mémoire spatiale. Le labyrinthe est formé d’une plateforme centrale d’où 

rayonnent 8 corridors différents. On place de la nourriture au bout de chaque (ou quelques) corridor(s). 

DaŶs Đe test, oŶ ŵesuƌe le Ŷoŵďƌe de Đhoiǆ ĐoƌƌeĐts [ǀisite d’uŶ ďƌas aǀeĐ ƌĠĐoŵpeŶse] et le Ŷoŵďƌe 

d’eƌƌeuƌs [ǀisite d’uŶ ďƌas dĠjà ǀisitĠ]. L’animal doit apprendre à entrer dans un corridor une seule fois. 

Chaque visite supplémentaire est considérée comme une erreur. La stratégie la plus simple serait de 

toujours visiter le corridor adjacent. Mais les rongeurs n’utilisent pas cette tactique et leurs 

déplacements nous renseignent sur leur processus de planification, de prise de décision et d’impulsivité. 

Ce test peut aussi être adapté pour mesurer la mémoire de travail et référentielle. Ce test a aussi comme 

avantage d’éviter le stress de la nage en bassin. Le désavantage est qu’il faut priver l’animal de 

nourriture et l’entraîner plusieurs fois avant d’atteindre des niveaux de performance asymptotiques. 

7. La neurotransmission du glutamate 

L’acide glutamique est non seulement l’une des briques élémentaires utilisées pour la synthèse des 

protéines, c’est aussi le neurotransmetteur excitateur le plus répandu dans le système nerveux central 

(encéphale + moelle épinière) et un précurseur du GABA dans les neurones GABAergiques. Ainsi, le 
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glutamate, la forme ionisée de l’acide glutamique, est le médiateur de près de la moitié des neurones 

centraux (Swanson et al., 2005). 

Lorsqu’un potentiel d’action arrive à l’extrémité de l’aǆoŶe d’uŶ ŶeuƌoŶe, les ǀĠsiĐules dĠǀeƌseŶt paƌ 

exocytose, leur glutamate dans la fente synaptique. Le glutamate se lie alors à divers récepteurs post -

synaptiques qui sont globalement répartis en récepteurs-canaux ou récepteurs ionotropes (iGlu) et en 

récepteurs couplés aux protéines G ou récepteurs métabrotropes (mGluR) (Conn and Pin, 1997). 

7.1. Les récepteurs du glutamate. 

Les récepteurs ionotropes au Glutamate (iGlu) sont constitués de sous-unités protéiques distinctes 

qui traversent la membrane plasmique et forment un pore ionique. Si en l’absence de Glutamate, ce 

pore est fermé, la fixation du neurotransmetteur aux sites spécifiques du domaine extracellulaire du 

canal entraîne un changement de conformation des sous-unités qui, en quelques microsecondes, 

provoque l’ouverture du pore. Ils sont localisés au cœur des synapses, où ils convertissent de manière 

extrêmement rapide (1 à 2 ms) et brève (quelques dizaines de ms), un message présynaptique, le 

glutamate, en message post-synaptique électrique.  

Deux types de iGlu constituent les acteurs majeurs de cette transmission synaptique rapide : les 

Récepteurs NMDA (NMDA = N-méthyl-D-aspartate) et les Récepteurs non NMDA ou récepteurs 

AMPA/kaïnate. Les récepteurs NMDA et non NMDA sont formés de plusieurs types de sous-unités 

protéiques qui, en se combinant différemment, donnent lieu à une large variété de récepteurs. Les 

canaux ioniques activés par le glutamate sont perméables à la fois au Na+ et au K+, mais également au 

Ca2+ (surtout les récepteurs NMDA) (Ferraguti & Shigemoto, 2006).  

Les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluRs) sont des récepteurs couplés aux protéines G 

hétérotrimériques (RCPG). Ce sont des protéines transmembranaires avec sept segments hydrophobes. 

Par l’intermédiaire des protéines G, les mGluRs stimulés par le glutamate produisent un changement de 

la concentration intracellulaire de messagers secondaires et si cette voie est beaucoup plus lente que la 

première, elle produit surtout un effet bien plus durable et une modulation plus fine de la réponse 

cellulaire au glutamate.  
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Figure 11 : Représentation schématique des trois groupes qui constitue la famille des récepteurs 

métabotropes au glutamate avec leur voie de transduction.  

Selon leur type, les mGluRs entraînent une stimulation de la phospholipase C, une inhibition de 

l’adénylcyclase, une activation de la phospholipase A2, une inhibition de l’ouverture des canaux 

potassiques ou une stimulation des phosphodiestérases ainsi que d’autres effets complexes, dont la 

modulation de certains canaux récepteurs-dépendants (Nicoletti et al., 2011).  

L’iŶflueŶĐe des ŵGluRs sur les cellules est diverse et variée. De la ƌĠgulatioŶ de ĐaŶauǆ d’ioŶs au 

contrôle d’uŶe ƌĠpoŶse eǆĐitatiǀe ou iŶhiďitƌiĐe paƌ la ŵodulatioŶ d’autƌes ƌĠĐepteuƌs ŵeŵďƌaŶaiƌes tels 

les récepteurs iGlu (Fig. 12). Fonctionnellement, les mGluRs régulent et participent à la transmission 

synaptique par le biais de divers effecteurs comme la protéine kinase C (PKC), les récepteurs à l’inositol 

tri phosphate ou des canaux ioniques membranaires (Niswender and Conn, 2010). 

Les mGluRs sont classés en trois groupes en fonction de leur homologie de séquence, de leur 

pharmacologie et de la voie de transduction à laquelle ils sont couplés.  

Le groupe 1 comprend les récepteurs mGluR1 et mGluR5 qui sont couplés positivement à la 

phospholipase C, via des protéines G de type Gq. Le groupe 2 inclut les récepteurs mGluR2 et mGluR3 et 

le groupe 3 les récepteurs mGluR4, mGluR6, mGluR7 et mGluR8. Tous les mGluRs du groupe 2 et 3 sont 
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couplés négativement à l’adénylate cyclase via une protéine G de type Gi/Go (Knöpfel and Uusisaari, 

2007).  

Il a été mis en évidence plusieurs variantes d’acrophobie pour les récepteurs mGluR1, mGluR5, 

mGluR4, mGluR7 et mGluR8 différant dans leur domaine C terminal intracellulaire (Pin & Duvoisin, 

1995). 

La caractéristique structurale des mGluRs est la présence du site de fixation du ligand dans un large 

domaine N terminal extracellulaire, lié par un domaine riche en cystéines avec le domaine heptahélice 

(région transmembranaire formée de sept hélices). Les mGluRs possèdent également un domaine C 

terminal intracellulaire plus ou moins long selon les variant d’épissage (DeBiasi et al., 2001).  

Coŵŵe de Ŷoŵďƌeuǆ RCPG, les ŵGluRs s’assoĐieŶt sous foƌŵe de diŵğƌes paƌ des poŶts disulfuƌes, 

formés entre les cystéines conservées du domaine extracellulaire riche en cystéines.  

“i les ŵGluRs Ŷe foƌŵeŶt pas d’iŵpoƌtaŶt Đoŵpleǆe de ƌĠĐepteuƌ à la suƌfaĐe des ŶeuƌoŶes, il a ĠtĠ 

dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’à l’iŶstaƌ du ƌĠĐepteuƌ au GABAB, uŶ tƌğs pƌoĐhe ĐousiŶ, les ŵGluRs foƌŵeŶt ŶoŶ 

seulement des homodimères, mais également des hétérodimères. Des hétérodimères de différent 

ŵGluRs issu d’uŶ ŵġŵe gƌoupe oŶt ĠtĠ aiŶsi dĠĐƌits, de ŵġŵe Ƌue des hĠtĠƌodiŵğƌes eŶtƌe ŵGluRs 

issus des groupes II et III. JusƋu’à pƌĠseŶt auĐuŶ hĠtĠƌodiŵğƌe de récepteurs mGluRs issu du groupe I et 

des groupes II/III Ŷ’a ĠtĠ oďseƌǀĠ, suggérant que seuls les récepteurs mGluRs couplés à la même protéine 

G peuvent former des hétérodimères (Doumazane et al., 2011).  

Les récepteurs mGluRs des groupes II et III mGluRs modulent la libération de neurotransmetteur en 

agissant comme autorécepteurs présynaptiques de manière homo ou hétérosynaptique, alors que les 

mGluRs du groupe I sont principalement post-synaptiques. La variété des rôles tenus par les récepteurs 

métabotropiques du glutamate se reflète dans la diversité de leur localisation autour de la synapse 

glutamatergique et sur les cellules gliales (Coutinho and Knöpfel, 2002). 
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Figure 12 : Une hypothétique Synapse illustrant la localisation synaptique générale et la fonction des 

récepteurs glutamatergiques. 

Les sous-tǇpes des ƌĠĐepteuƌs ioŶotƌopiƋues du glutaŵate, Đ’est-à-dire le récepteur N-méthyl-D-aspartate 

(NMDA), le récepteur kaïnate ainsi que le récepteur alpha-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate 

(AMPA), convertissent tous les trois de manière extrêmement rapide un message présynaptique chimique (le 

glutamate) en message post-synaptique électrique. L’eŶseŵďle des trois récepteurs participe également à la 

médiation des changements de transmission synaptique nécessaires à la plasticité neuronale. Les transporteurs 

vésiculaires (VGLUT1 et VGLUT2) chargent le glutamate dans les vésicules présynaptiques. Les transporteurs 

excitateurs d’acides aminés, (EAAT1-5) des cellules gliales, des astrocytes et des neurones facilitent l’absorption 

du glutamate et régulent aiŶsi l’aƌƌġt de la tƌaŶsŵissioŶ sǇŶaptiƋue. Les ƌĠĐepteuƌs métabotropes au glutamate 

ont diverses localisations pré- et postsynaptique. Leurs fonctions consistent autant à moduler la libération de 

ŶeuƌotƌaŶsŵetteuƌs Ƌu’à réguler l’excitabilité post-synaptique. Par exemple, les mGluRs du groupe II (mGlu2/3) 

et du groupe III (mGluR4/7/8) fonctionnent sur les terminaux glutamatergiques comme des autorécepteurs au 

glutamate afin de supprimer la neurotransmission excitatrice au niveau des synapses dans le système nerveux 

central.  
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8. Le récepteur mGluR7 

8.1. La découverte du récepteur mGluR7. 

EŶ ϭϵϵϰ, à paƌtiƌ d’uŶe ďaŶƋue d’ADN ĐoŵplĠŵeŶtaiƌe de Đeƌǀeau aŶtĠƌieuƌ de ƌat, uŶ ĐloŶe d’ADNĐ 

d’uŶ Ŷouveau récepteur mGluRs appelé mGluR7 a été isolé par l’aŵplifiĐatioŶ en chaîne par polymérase 

(PCR) en utilisant des séquences d’amorces (« primers ») conservées parmi les autres membres de la 

famille des mGluRs. Ce sous-type mGluR7 était constitué de 915 résidus d’acides aminés et présentait 

une architecture structurale commune aux membres de la famille des mGluRs, avec un grand domaine 

extracellulaire précédant les sept domaines transmembranaires putatifs. De plus, mGluR7 montrait non 

seuleŵeŶt des siŵilitudes de sĠƋueŶĐe d’ADN plus ĠleǀĠe pouƌ ŵGluRϰ et ŵGluRϲ , mais comme pour 

ŵGluRϰ et ŵGluRϲ, ŵGluRϳ iŶhiďait l’aĐĐuŵulatioŶ d’AMP cyclique stimulée par la forskoline en 

réponse aux agonistes L-2-amino-4-phosphonobutyrate (L-AP4) et L-sérine-O-phosphate (L-SOP) dans les 

Đellules oǀaƌieŶŶes de haŵsteƌ ĐhiŶois. Paƌ ĐoŶtƌe, aloƌs Ƌue ŵGluRϰ et ŵGluRϲ Ŷe ŵoŶtƌaieŶt Ƌu’uŶe 

expression relativement limitée dans le système nerveux central, des analyses par « Northern blot » et 

des hybridations in situ indiquaient que mGluR7 était largement exprimé dans de nombreuses cellules 

neuronales (Okamoto et al., 1994). 

“i aujouƌd’hui de ŵultiples Ġtudes oŶt ŵis eŶ luŵiğƌe, non seulement les différentes propriétés de 

ce récepteur, mais également son implication physiologique, au milieu des années 90, tout Ŷ’Ġtait 

Ƌu’eǆpeĐtatioŶ. AiŶsi, pouƌ Ciďa, Thomas Knopfel et Fabrizio Gasparini ont initié par leur séminale revue, 

uŶ pƌojet ǀisaŶt à l’eǆploƌatioŶ des fonctions de mGluR7 en tant que cible thérapeutique dans le cadre 

de pathologie tel Ƌue l’Ġpilepsie et les ŵaladies ŵeŶtales (Knoepfel et al., 1995). 

L’aďseŶĐe de ŵodulateuƌ phaƌŵaĐologiƋue Ŷous a d’aďoƌd ĐoŶtƌaiŶts à isoleƌ le gğŶe huŵain, et à 

eǆpƌiŵeƌ Đe gğŶe daŶs uŶ sǇstğŵe Đellulaiƌe hĠtĠƌologue daŶs l’espoiƌ de dĠĐouǀƌiƌ des agoŶistes et des 

antagonistes spécifiques pour mGluR7. Au mieux, des molécules aux effets bénéfiques dans un modèle 

Đellulaiƌe ou aŶiŵal d’uŶe pathologie huŵaiŶe, au pire des outils pharmacologiques permettraient avec 

pƌĠĐisioŶ d’attƌiďueƌ uŶ ƌôle au ƌĠĐepteuƌ mGlu7 (Flor et al., 1997). 

Et, en parallèle des travaux de mes collègues pharmacologistes et chimistes visant au 

dĠǀeloppeŵeŶt d’outils phaƌŵaĐologiƋues spécifiques pour le ŵGluRϳ, j’ai gĠŶĠƌĠ des souƌis kŶoĐk-out 

pour le récepteur ŵGluRϳ. UŶe appƌoĐhe gĠŶĠtiƋue afiŶ de ĐoŵpeŶseƌ le ŵaŶƋue d’outils 

pharmacologiques dans le but de comprendre la fonction de ce récepteur. 
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Désormais il est établi que le récepteur mGluR7 est non seulement le récepteur métabotrope le plus 

largement distribué dans le cerveau, mais il montre également le plus le plus haut degré de conservation 

évolutive, suggérant ainsi un rôle important pour ce récepteur dans le fonctionnement du système 

nerveux central. 

 

Figure 13 : la distribution du récepteur mGluR7 dans le cerveau.  

A dƌoite, les diffĠƌeŶtes ƌĠgioŶs du Đeƌveau de souƌis aveĐ le tauǆ d’eǆpƌessioŶ de ŵGluR7.  Les sigŶes + 
ĐoƌƌespoŶdeŶt à l’iŶteŶsitĠ d'immuno-réactivité : ++++  plus intense, +++  intense, ++ modérée , + faible, et  [ ] 

négatif. A gauche (A), la répartition du mGluR7 sur une coupe para sagittale de ƌat. EŶ poiŶts Đlaiƌe, l’iŵŵuŶo-

ƌĠaĐtivitĠ d’uŶ aŶtiĐoƌps aŶti ŵgluR7 daŶs le ďulďe olfaĐtif ;OB), l’aŵpoule olfaĐtive aĐĐessoiƌe ;AOBͿ, le noyau 

olfactif antérieure (AON) , la partie superficielle du tubercule olfactif (OT) , le pallidum ventral (VP) , le globus 

pallidus ;GPͿ ,l’hippocampe (Hi) , la substance noire (SN) , la partie superficielle du colliculus supérieur (SC)  et 

de la corne dorsale de la moelle épinière (DH). EŶ dessous, l’eǆpƌessioŶ du ŵGluR7a daŶs l’aŵǇgdale ;CͿ et sa 
localisation présynaptique (points sombres) à droite. En dessous, agrandissement  de la forte expression de 

mGluR7 (en noir), dans le locus coeruleus. 

Le récepteur mGluR7 est exprimé sur la memďƌaŶe des ŶeuƌoŶes pƌĠsǇŶaptiƋues, au Đœuƌ même du 

site synaptique (Fig. 11) et présente une affinité relativement faible pour le glutamate. De la sorte, le 

récepteur ŵGluϳ peut ƌesteƌ iŶaĐtif loƌsƋue la ŶeuƌotƌaŶsŵissioŶ est Ŷoƌŵale, et Ŷ’ġtƌe aĐtif uŶiƋuement 

que loƌs d’uŶe liďĠƌatioŶ de glutaŵate eǆĐessiǀe, iŶhiďaŶt aiŶsi la liďĠƌatioŶ de glutaŵate  

supplémentaire dans le neurone présynaptique (Cartmell et al., 2000). 
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Comme tous les récepteurs mGluRs, la topologie du récepteur mGluR7 est typique des GPCRs. Ils 

comprennent les 7 hélices transmembranaires connectées par trois boucles extracellulaires et trois 

boucles intracellulaires avec un domaine C-terminal cytoplasmique et un domaine N-terminal 

extracellulaire qui contient le site de liaison du glutamate (Ferraguti and Shigemoto, 2006).  

Le mGluR7 agit comme un autorécepteur présynaptique qui inhibe la libération de L- glutamate, de 

ce fait ce récepteur produit une boucle de rétroaction négative. Le mGluR7 est non seulement exprimé 

par les neurones glutamatergiques, mais il se trouve également à la surface des neurones libérant le 

neurotransmetteur GABA, le principal neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux central. Par 

conséquent, le récepteur mGluR7 peut inhiber la libération de L-glutamate et/ou la libération de GABA 

en fonction du type de neurone sur lequel il est situé, ce qui lui permet de produire une large gamme 

d’effets différents. Dans ce contexte, la fonction du récepteur mGlu7 peut être relative à des 

événements qui sous-entendent une excitation synaptique excessive due à une libération prolongée de 

L-glutamate.  

8.2. La signalisation du récepteur mGluR7.  

Il a tout d’aďoƌd ĠtĠ dĠĐouǀeƌt daŶs uŶ sǇstğŵe d’eǆpƌessioŶ hétérologue que le récepteur mGluR7 

Ġtait ĐouplĠ à l’adĠŶǇlate ĐǇĐlase et Ƌue Đe Đouplage Ġtait dût à la pƌotĠiŶe G iŶhiďitƌiĐe ;GiͿ, seŶsiďle à la 

toxine Pertussis (Okamoto et al., 1994) (Saugstad et al., 1994).  

Mais il a depuis été démontré que le récepteur mGluR7 conditionne les courants potassiques 

rectifiants entrants (en anglais Inwardly Rectifying K+ current ou IKIR), en ouvrant le canal ionique 

spécifique au potassium KIR ;O’CoŶŶoƌ et al., ϭϵϵϵͿ, ainsi que la fermeture des canaux calciques 

dépendants du voltage. Une inhibition sélective de canaux de calciques de type P/Q a également été 

observée dans des cultures de neurones du cervelet (Fagni et al., 2000) (Perroy et al., 2000). 

Plus étonnant encore, le ŵGluRϳ Ŷe seƌait pas uŶiƋueŵeŶt ƌespoŶsaďle de l’iŶhiďitioŶ d’AMP 

ĐǇĐliƋue paƌ l’aĐtioŶ de sa sous-unité Gi, mais ses sous-unités GαϬ et Gβγ couplerait la phospholipase C, ce 

qui permettrait au récepteur ŵGluRϳ d’augŵeŶteƌ la ĐoŶĐentration intracellulaire de calcium et de 

moduler la protéine kinase C (Perroy et al., 2000). 
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8.3. Les interactions intracellulaires du récepteur mGluR7 

L’eǆtƌĠŵitĠ C-terminale (C-ter) cytoplasmique des variants d’épissage du récepteur mGluR7 se lient à 

uŶe ǀaƌiĠtĠ de pƌotĠiŶes d’iŶteƌaĐtioŶs, tels Ƌue la pƌotĠiŶe PICKϭ ;pƌotĠiŶe interagissant avec la 

protéine kinase C) (Boudin et al., 2000) (El Far et al., 2000) (El Far and Betz, 2002) (Dev et al., 2001).  

La PICK1 se lie également la protéine kinase C alpha ;PKCαͿ, et Đes tƌois pƌotĠiŶes foƌŵeŶt uŶ 

complexe au niveau des zones actives des terminaisons présynaptiques (El Far and Betz, 2002). 

De plus, l’eǆtƌĠŵitĠ C-termiŶale du ǀaƌiaŶt d’Ġpissage a du mGluR7 interagit également avec la 

protéine kinases Ca2+/calmoduline-dépendantes ou CaM kinase, le complexe bêta-gamma qui comprend 

les sous-unités de protéines Gβγ , et les protéines MacMARCKS (pour « macrophages Myristoylated 

alanine riche C kinase substrat ; MacM »), créant ainsi en aval du mGluR7, des interactions de 

signalisation complexent (Bertaso et al., 2006). 

AfiŶ d’ajouteƌ eŶĐoƌe peu de complexité, il a été également démontré que la phosphorylation par la 

protéine kinase C de la serine ϴϲϮ de l’eǆtƌĠŵitĠ C-ter de mGluR7 inhibe la liaison des sous-unités Gβγ 

aiŶsi Ƌue l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le mGluR7 et la protéine kinases Ca2+/calmoduline-dépendantes. Ce système 

de signalisation complexe peut ainsi fournir un moyen par lequel le mGluR7, peut servir « d’iŶtĠgƌateuƌ » 

de plusieurs événements de signalisation présynaptiques, y compris la hausse en calcium intracellulaire.  

Un élégant ensemble d’études a été réalisé dans lequel l’interaction entre le mGluR7a et la PICK1 a 

été perturbée par l’utilisation d’un vecteur viral, dans lequel les neuf derniers acides aminés de 

l’extrémité C-terminale de mGluR7 ont été utilisés comme appât pour rivaliser pour la liaison de PICK1, 

avec la pleine longueur de l’eǆtƌĠŵitĠ C-ter du mGluR7 (Bertaso et al., 2008)  

L’infection in vivo, de neurones avec cette construction a inhibé l’iŶteƌaĐtioŶ du mGluR7 avec la 

PICK1 et a conduit à des crises d’Ġpilepsie aiŶsi Ƌu’à des ĐhaŶgeŵeŶts de foƌŵe d’ondes spécifiques aux 

régions thalamo-corticales du cerveau. 

De même, des souris transgéniques « knock-in » dans lesquelles les acides aminés qui interagissent 

avec la PICK1 au sein de l’extrémité C-terminale de mGluR7 ont été mutés, développent des crises 

spontanées d’épilepsie, confirmant ainsi que l’interaction de mGluR7 avec la PICK1 est importante pour 

la régulation de la signalisation mGluR7 (Zhang et al., 2008). 
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Plus récemment, il a été démontré que les voies de signalisation en aval du mgluR7 sont réglées de 

façon complémentaire par différents sous-types de protéine kinase, les kinases des récepteurs couplés G 

ou GRK, le GRK4 affectant l’adénylcyclase et la voie de la kinase Jun (JNK), et GRK2 affectant 

sélectivement la voie des kinases régulées par un signal extracellulaire (ERK1/2). De même, les deux 

isoformes des arrestines non visuelles, à savoir la bêta-arrestine 1 et la bêta-arrestine 2, exercent des 

effets opposés sur la signalisation du récepteur mGluR7. Ainsi la b-arrestine 1 module positivement la 

voie ERK1/2 et l’inhibition de JNK, alors que bêta-arrestine 2 fait le contraire, représentant ainsi un 

remarquable exemple de « régulation réciproque » de la sigŶalisatioŶ d’uŶ ƌĠĐepteuƌ GPCR paƌ les deux 

isoformes de bêta-arrestine (Iacovelli et al., 2014). 

9. Le récepteur mGluR7 : un régulateur potentiel des processus 

cognitifs et émotionnels 

La poteŶtialisatioŶ à loŶg teƌŵe ;PLTͿ est aujouƌd’hui ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe le ŵĠĐanisme cellulaire par 

lequel le cerveau acquiert et stocke des informations. Ainsi, une signalisation persistante entre deux 

ŶeuƌoŶes augŵeŶte l’effiĐieŶĐe de la sǇŶapse ĐoŶĐeƌŶĠe et constitue une forme de plasticité synaptique 

qui sous-eŶteŶd l’ĠŵotioŶ, l’apprentissage et la mémoire (Bliss & Collingridge, 1993).  

Si dans un premier temps, le rôle critique de la neuro transmission L-glutaminergique dans la PLT fût 

dĠŵoŶtƌĠ paƌ l’aĐtiǀatioŶ des ĐaŶauǆ ioŶiƋue NMDA et AMPA, des Ġtudes utilisaŶt uŶ aŶtagoŶiste ŶoŶ 

sélectif des récepteurs mGluRs, l’α-méthyle-4-carboxyphenlyglycine (MCPG) ont démontré que 

l’aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs ŵGLuRs est aďsoluŵeŶt ŶĠĐessaiƌe pouƌ les deuǆ foƌŵes de PLT ;la PLT 

NMDA-dépendante et la PLT NMDA-iŶdĠpeŶdaŶteͿ dĠĐƌite daŶs l’hippoĐaŵpe de ŵaŵŵifğƌe (Bashir et 

al., 1993) (Riedel et al., 1995). 

Il a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌu’uŶe aĐtiǀatioŶ uŶiƋue des ƌĠĐepteuƌs ŵGluRs aĐtiǀe uŶ iŶteƌƌupteuƌ 

moléculaire qui permet une induction continue de la PLT saŶs Ƌu’uŶe Ŷouǀelle stiŵulatioŶ des 

récepteurs mGluRs soit nécessaire (Bortolotto et al., 1994). 

L’uŶe des toutes pƌeŵiğƌes pƌeuǀes eǆpĠƌiŵeŶtales de l’iŵpliĐatioŶ diƌeĐte d’uŶ ƌécepteur mGluRs 

dans la PLT a été obtenue grâce aux souris knock-out pour mGluR7. En effet, s’il a été constaté sur des 

seĐtioŶs d’hippoĐaŵpe issu du Đeƌǀeau de Đes souƌis mGluR7 -/- que la PLT pouvait encore être induite, 

la première étape de la PLT, appelée potentialisation à court terme (STP) a été grandement atténuée. De 



Des souris knock-out pour le récepteur métabotrope au glutamate mGluR7 révèlent son rôle dans la cognition et les émotions 

148 
 

même, deux autres paramètres électrophysiologiques de la PLT, la facilitation de fréquence et la 

potentialisation post-tétanique ont également été fortement réduits dans les souris knock-out pour 

mGluR7 (Bushell et al., 2002). 

De plus, de récents travaux ont démontré que l’activatioŶ du ƌĠĐepteuƌ de ŵGluRϳ paƌ l’agoŶiste 

sélectif AMN082 atténue la PLT dans l’amygdale des rongeurs (Fendt et al., 2013).  

Ensemble, ces études démontrent que les récepteurs mGluRs en général, et le récepteur mGluR7 en 

particulier, jouent un rôle dans le maintien de la PLT. 

En outre, le récepteur mGluR7 est fortement exprimé dans les régions du cerveau associé à 

l’apprentissage émotionnel telles que le Đoƌteǆ ĐiŶgulaiƌe, le Đoƌteǆ fƌoŶtal, l’aŵǇgdale, l’hippocampe et 

le locus coeruleus (Shigemoto et al., 1997). 

Il est également important de noter que le récepteur mGluR7 a été localisé dans les axones 

présynaptiƋues teƌŵiŶauǆ des ŶeuƌoŶes de l’aŵǇgdale, plaçaŶt Đe ƌĠĐepteuƌ au Đœuƌ de ĐiƌĐuits 

neuronaux régissant la peur (Masugi et al., 1999). 

Les niveaux d’excitabilité des circuits neuronaux régulent les états émotionnels. Une excitabilité 

inappropriée de circuits neuronaux spécifiques contribue à un état émotionnel négatif tel que l’anxiété 

et la dépression (Swanson et al., 2005). La modulation de la neurotransmission glutamatergique pourrait 

doŶĐ logiƋueŵeŶt ĐoŶduiƌe à des ĐhaŶgeŵeŶts d’huŵeuƌ.  

Le récepteur mGluR7 est non seulement exprimé dans des régions clés du cerveau associées à 

l’émotion, mais il peut être également largement impliqué dans les niveaux d’excitabilité de circuits 

neuronaux spécifiques et ainsi avoir une grande influence sur les différents états émotionnels tels que 

l’anxiété et la dépression en plus du dysfonctionnement cognitif associé à ces troubles. Il est donc 

ƌaisoŶŶaďle d’Ġŵettƌe l’hypothèse que le récepteur mGlu7 peut être impliqué dans les mécanismes 

moléculaires sous-jaĐeŶts à la ĐogŶitioŶ et l’ĠŵotioŶ.  
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10. Des souris déficientes pour le récepteur mGlu7 : un outil 

important dans la dissection du rôle du récepteur mGlu7 dans la 

cognition et l’émotivité. 

Le développement de molécules pharmacologiques sélectives pour le groupe III des récepteurs 

mGluRs a pris du retard par rapport aux autres récepteurs métabotropes mGluRs, entravant la capacité 

d’attƌiďueƌ aǀeĐ pƌĠĐisioŶ uŶ ƌôle au ƌĠĐepteuƌ mGluR7 dans les états comportementaux complexes. 

Ainsi, l’avènement de souris dépourvues du récepteur de mGluR7 a contribué à faciliter de telles études 

(Sansig et al., 2001). 

En effet, les souris knock-out pour le récepteur mGluR7 ont démontré le rôle clé du 

récepteur ŵGluRϳ daŶs des ĐoŶditioŶs phǇsiologiƋues ǀaƌiĠes allaŶt de l’aǀeƌsioŶ gustatiǀe à l’Ġpilepsie 

et auǆ ĐoŵpoƌteŵeŶts liĠs à la dĠpƌessioŶ et à l’aŶǆiĠtĠ (Cryan et al., 2003) (Sansig et al., 2001). (Masugi 

et al., 1999) 

10.1. Les souris mGluR7-/- ont des déficits de mémoire de travail et dans 

les processus d’extinction 

La comparaison des performances des souris déficientes pour le récepteur mGluR7 par rapport aux 

performances de leurs homologues de type sauvage dans des tests cognitifs et comportementaux a 

permis de découvrir les rôles du récepteur mGluR7 dans la cognition et les états émotionnels. Il est 

toutefois aďsoluŵeŶt ŶĠĐessaiƌe d’Ġŵettƌe uŶe ŵise eŶ gaƌde ĐoŶĐeƌŶaŶt l’absence de ce gène au cours 

du développement, car ce fait pourrait conduire à des effets compensatoires, brouillant ainsi les 

résultats (Crawley, 1999) (Cryan & Holmes, 2005). 

Les souris déficientes pour le récepteur mGluR7 affichent des facultés affaiblies aux réactions de 

peuƌ et uŶ dĠfiĐit de l’aǀeƌsioŶ gustatiǀe ĐoŶditioŶŶĠe (Masugi et al., 1999).  

On soupçonne que ces deux tâches d’apprentissage sont dépendantes de l’aŵǇgdale Ƌui, avec 

l’hippocampe, fournit d’iŵpoƌtaŶtes iŶfoƌŵatioŶs ĐoŶteǆtuelles daŶs l’appƌeŶtissage de la peuƌ 

(Corcoran & Maren, 2001) (Selden et al., 1991). 

L’aďseŶĐe du récepteur mGluR7 chez les animaux knock-out conduit à une transmission synaptique 

altérée dans l’amygdale et l’hippocampe où le récepteur mGluR7 est fortement exprimé, ce qui pourrait 
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potentiellement conduire à des déficits cognitifs observés dans les essais de comportement. Ces souris 

knock-out n’ont par ailleurs montré ni déficiences sensorielles ni altération des performances motrices 

qui pourraient rendre l’interprétation de ces résultats difficiles. 

Les souris mGluR7-/- démontrent également une déficience dans l’accomplissement de tâches 

relativement complexes dans les tests du labyrinthe à 4 et 8 bras, tâches qui nécessitent la mémoire de 

tƌaǀail à Đouƌt teƌŵe. DaŶs l’aĐĐoŵplisseŵeŶt d’uŶe tâĐhe plus siŵple, le laďǇƌiŶthe eŶ T , aucune 

différence entre les animaux knock-out et les contrôles de tǇpe sauǀage Ŷ’a pu ġtƌe oďseƌǀĠ. De plus, 

après un entrainement prolongé, les souris mGLuR7-/- ont réussi à égaler les performances de leurs 

homologues sauvages dans les tests du labyrinthe à 4 et 8 bras (Hölscher et al., 2004) (Goddyn et al., 

2008) (Hölscher et al., 2005). 

Le terme « mémoire de travail » décrit le stockage à court terme et la mise à jour continue des 

informations importantes pour le souvenir immédiat. L’apprentissage émotionnel et la mémoire de 

travail sont tous deux des processus cognitifs de haut niveau, impliquant des circuits de l ’amygdale, de 

l’hippocampe et des structures néocorticales frontales (Bannerman & Sprengel, 2007) (Dash et al., 2007) 

(Humeau et al., 2007). Ces travaux démontrent que le récepteur mGluR7 est nécessaire pour le stockage 

à couƌt teƌŵe d’iŶfoƌŵatioŶs, afiŶ d’effeĐtueƌ des tâĐhes d’une complexité relativement élevée, 

autrement dit le mGluR7 est important pour la mémoire de travail. De même, ces expériences montrent 

également que le récepteur ŵGluRϳ Ŷ’est pas ŶĠĐessaiƌe à l’aĐĐoŵplissement de tâches simples et dans 

la formation de la mémoire à long terme, suggérant ainsi que le récepteur mGluR7 facilite la mémoire à 

court terme en soutenant l’induction et l’entretien des oscillations de réseau dans le cortex et 

l’hippocampe qui peuvent permettre le stockage temporaire des informations sans affecter la 

potentialisation à long terme (PLT) qui serait nécessaire à la mémoire à long terme (Hölscher et al., 

2004). 

En accord avec ces résultats, les souris mGluR7 -/- ont également montré un déficit dans l’acquisition 

de la tâche du labyrinthe de Morris. Un déficit qui lui aussi disparait lorsque les souris knock-out sont 

entrainées plus longtemps (Callaerts-Vegh et al., 2006), démontrant à nouveau que récepteur mGluR7 

joue un rôle essentiel dans la formation de la mémoire spatiale à court terme, mais que la formation de 

la ŵĠŵoiƌe à loŶg teƌŵe peut foŶĐtioŶŶeƌ de ŵaŶiğƌe iŶdĠpeŶdaŶte à l’aĐtiǀitĠ du ƌĠĐepteuƌ  mGluR7. 

Fait intéressant, plusieurs études décrivent un retard dans l’eǆtiŶĐtioŶ de l’appƌeŶtissage daŶs plusieurs 

tâches comportementales pour les souris mGluR7-/-. En effet, les souris mGluR7 knock-out affichent une 

extinction retardée de la préférence spatiale apprise dans le labyrinthe d’eau de Moƌƌis aiŶsi Ƌu’uŶe 
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altération de l’extinction de la peur dans le conditionnement pavlovien de la peur alors que ces mêmes 

souris mGluR7 knock-out ne présentaient pas de différences dans l’acquisition de la réaction de peur 

(Callaerts-Vegh et al., 2006). 

Il est important de Ŷoteƌ Ƌue l’eǆtiŶĐtioŶ de la peuƌ est supposĠe ġtƌe due à la foƌŵatioŶ de 

nouveaux souvenirs et les données exposées ci-dessus suggèrent que le récepteur mGluR7 joue un rôle 

essentiel dans cette extinction, en accord avec les résultats montrant que le récepteur mGluR7 est 

fortement exprimé dans l’hippocampe et l’amygdale, deux régions du cerveau associées à la formation 

et à l’eǆtiŶĐtioŶ de la ŵĠŵoiƌe de la peuƌ (Bouton, 2004) (Corcoran & Maren, 2001) (Fanselow & Poulos, 

2005) (Oliveira et al., 2004) (Siegl et al., 2008) (Goddyn et al., 2008). 

Andreas Luthi a proposé en 2008, un modèle par lequel différents ensembles de neurones sont 

activés et désactivés pendant l’acquisition et l’extinction de la peur. Étant donné que le 

récepteur mGluR7 inhibe la libération du neurotransmetteur excitateur L-glutamate ainsi que la 

libération du neurotransmetteur inhibiteur GABA, le mGluR7 pourrait être responsable de l’excitation 

et/ou de l’iŶhiďitioŶ ƌespoŶsaďle de Đet alluŵage et eǆtiŶĐtioŶ de diffĠƌeŶts eŶseŵďles de ŶeuƌoŶes. Le 

fait que le récepteur mGluR7 ne semble pas inhiber l’acquisition de souvenirs terrifiants suggère que ce 

type de formation de la mémoire est indépendant à la formation de la mémoire spatiale et peut agir à 

travers différentes régions cérébrales et circuits (Herry et al., 2008). 

Il a été démontré que des électroencéphalogrammes (EEG) dans la plage de fréquences de 6-12 Hz 

(également appelé rythme thêta hippocampique) jouent un rôle important dans la formation de la 

mémoire de travail. Ainsi, non seulement ces oscillations apparaissent durant la réalisation de tâches 

sous-jacentes à la mémoire de travail, mais de plus la manipulation pharmacologique ou plus 

eǆaĐteŵeŶt l’iŶhiďitioŶ de Đes oŶdes thġta seŵďle suppƌiŵeƌ la ŵĠŵoiƌe de tƌaǀail  (Lee et al., 2005) 

(Givens and Olton, 1990). 

Les souris mGluR7 knock-out ont des oscillations du rythme thêta modifié et cela coïncide avec un 

déficit dans la mémoire de travail. Ainsi en modulant le rǇthŵe daŶs l’hippoĐaŵpe, le ƌĠĐepteuƌ ŵGluRϳ 

faciliterait durant certaines tâches cognitives la formation et le stockage de la mémoire à court terme 

(Hölscher et al., 2005). 
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10.2. Les souris déficientes en récepteur mGluR7 ont une anxiété réduite. 

Comparées à des souris de type sauvage, les souris mGluR7 knock-out affichent un phénotype de 

type anxiolytique sur plusieurs tests comportementaux différents ; le labyrinthe en croix surélevé (EPM), 

la « light-dark box » (boîte lumière versus obscurité), le test de l’escalier, les essais en « open field » 

(espace ouvert) et le test d’enfouissement « Marble Burying » (Callaerts-Vegh et al., 2006) (Cryan et al., 

2003). 

Les souris mGluR7 -/-  affichent également un phénotype anxiolytique en utilisant le test de 

l’hyperthermie induite par le stress (SIH), un test de comportement censé représenter une réponse plus 

phǇsiologiƋue loƌsƋu’uŶ aŶiŵal est eǆposĠ à uŶ faĐteuƌ de stƌess  (Cryan et al., 2003) (Stachowicz et al., 

2008). 

De plus, les souris déficientes en récepteurs mGluR7 ont également démontré dans le test de la nage 

forcée (FST) et le test de la suspension par la queue « tail suspension test » (TST), un comportement 

ideŶtiƋue à Đelui d’uŶe souƌis de tǇpe sauǀage sous l’effet d’uŶ aŶtidĠpƌesseuƌ  (Cryan et al., 2003) (Klak 

et al., 2007).  

Ainsi, pour ces deux essais de comportement, classiquement utilisés pouƌ dĠfiŶiƌ la poteŶĐe d’uŶ 

aŶtidĠpƌesseuƌ, l’iŶaĐtiǀatioŶ du gğŶe ĐodaŶt pouƌ le ƌĠĐepteuƌ ŵGluRϳ pƌĠseŶtait pouƌ la souƌis uŶ e ffet 

comparable à celui produit par des antidépresseurs. 

10.3. La déficience en mGluR7 provoque une perturbation de l’axe HPA 

chez la souris.  

Il est aujouƌd’hui ƌeĐoŶŶu Ƌue les ƌĠaĐtioŶs de stƌess soŶt ƌĠgleŵeŶtĠes paƌ l’aǆe hǇpothalaŵo -

hypophyso-surrénalien (HPA) (Kloet & Derijk, 2004) (Engelmann et al., 2004) (Herman et al., 2005) 

(Holsboer, 2000) (Ströhle & Holsboer, 2003). Ainsi, des patients souffrant de troubles affectifs présentent 

uŶe peƌtuƌďatioŶ de l’aǆe HPA (De Kloet et al., 2005) (Dinan, 1994) (Holsboer et al., 1980). 

En effet, ces patients présentent des niveaux réduits de récepteurs aux glucocorticoïdes (GR), une 

diminution de la sensibilité à la dexaméthasone, un glucocorticoïde synthétique, un niveau de récepteurs 

à la sérotonine 5-HT1A, ainsi Ƌu’uŶ tauǆ de faĐteuƌ ŶeuƌotƌophiƋue dĠƌiǀĠ du Đeƌǀeau ;BDNFͿ ŵodifiĠ 

(Leitch et al., 2003) (Cryan & Leonard, 2000) (Castren, 2004). L’eŶseŵďle de Đes paƌaŵğtƌes est 

aďsoluŵeŶt esseŶtiel auǆ diǀeƌs Ġtats ĠŵotioŶŶels et la dĠƌĠgulatioŶ de l’uŶ ou de tous Đes ĠlĠŵeŶts 

peut conduire à des profils physiopathologiques (Barden, 2004). 
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En 2006, Mitsuka et al. ont montré que les souris déficientes en récepteurs mGlu7 ont dans 

l’hippoĐaŵpe, des Ŷiǀeauǆ de ƌĠĐepteurs GR et 5-HTϭA aiŶsi Ƌu’uŶ tauǆ de BDNF plus ĠleǀĠ Ƌue leuƌs 

homologues de tǇpe sauǀage. Ce Ƌui iŵpliƋue uŶe augŵeŶtatioŶ du feedďaĐk ŶĠgatif daŶs l’aǆe HPA Ƌui 

pouƌƌait ĐoŶduiƌe à la suppƌessioŶ de l’hǇpeƌaĐtiǀitĠ de Đet aǆe et au phĠŶotǇpe aŶtidépressant et 

anxiolytique observé dans le chapitre précédent (Mitsukawa et al., 2006) (Hoshaw et al., 2005).  

En tant qu’autorécepteur présynaptique avec une forte expression détectée dans l’amygdale, 

l’hippocampe et les régions corticales du cerveau, le récepteur mGluR7 a le potentiel d’influer sur les 

niveaux d’excitation dans de nombreux circuits neuronaux importants à la cognition et l ’émotion. Les 

peƌtuƌďatioŶs de l’aǆe HPA Đhez la souƌis ĐoŶfiƌŵeŶt les oďseƌǀatioŶs des Ġtudes ĐoŵpoƌteŵeŶtales 

ŵoŶtƌaŶt uŶ iŵpoƌtaŶt effet aŶtidĠpƌesseuƌ et des effets aŶǆiolǇtiƋues suite à l’iŶaĐtiǀatioŶ du 

récepteur mGluR7. Prises ensembles, toutes ces études montrent que le récepteur mGluR7 joue un rôle 

important non seulement dans la manifestation de changements de comportement, mais également 

dans les processus physiologiques et moléculaires qui sous-tendent à l’anxiété et à la dépression. 
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II. Résultats 

1. Objectif du projet 

2. L’aďlatioŶ du ƌĠĐepteuƌ ŵĠtaďotƌope au glutaŵate mGluR7 induit un déficit dans la réponse au 

ĐoŶditioŶŶeŵeŶt de la peuƌ et daŶs l’aǀeƌsioŶ gustatiǀe ĐoŶditioŶŶĠe. 

3. Les souris dépourvues du récepteur métabotrope au glutamate mGluR7 présentent un effet 

antidépresseur et anxiolytique. 

4. Des souris dépourvues du récepteur métabotrope au glutamate de type 7 démontrent une 

sensibilité accrue aux crises épileptiques. 

5. Altération de la plasticité synaptique à court terme dans les souris transgéniques dépourvues du 

récepteur métabotrope au glutamate mGluR7. 

6. L’aďseŶĐe de ƌĠĐepteuƌ ŵĠtaďotƌope au glutamate mGluR7 altère sélectivement la mémoire de 

travail à court terme, mais pas la mémoire à long terme. 
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1. Objectif du projet 

La caractérisation fonctionnelle des récepteurs métabotropes au glutamate (mGluRs) a longtemps 

été altérée par le fait que des ageŶts phaƌŵaĐologiƋues sĠleĐtifs Ŷ’ĠtaieŶt pas dispoŶiďles pouƌ ĐhaĐuŶ 

d’eux. Afin de contourner ce manque d’outils sélectifs, les biologistes moléculaires comme, entre autres, 

Susumu Tonegawa en 1995, ont suggéré l’utilisation de techniques alternatives comme le ciblage de 

gènes par recombinaison homologue dans des cellules souches embryonnaires (ES) des cellules 

(Tonegawa et al., 1995).  

Le Ŷoŵďƌe d’outils ŵolĠĐulaiƌes a ĐoŶsidĠƌaďleŵeŶt augŵeŶtĠ au Đouƌs de la dĠĐeŶŶie Ƌui a suiǀi 

l’isolatioŶ des gğŶes des ƌĠĐepteuƌs ŵGluRs, et l’action sélective de ces médicaments sur les sous-types 

de ƌĠĐepteuƌs ŵGluRs s’est ĠgaleŵeŶt Ŷettement améliorée (Schoepp et al., 1999). 

Toutefois, si la dispoŶiďilitĠ de ligaŶds sĠleĐtifs aĐtifs, ĐoŵďiŶĠs à l’utilisatioŶ de souƌis kŶoĐk -out 

pour les gènes des récepteurs mGluRs du groupe I (mGluR1, mGluR5), et du groupe II (mGluR2 et 

mGluR3) a considérablement contribué à l’élucidation des rôles de ces sous-types de mGluRs dans 

diverse fonctions cérébrales, le dĠǀeloppeŵeŶt d’ageŶts sĠleĐtifs du gƌoupe III des récepteurs mGluRs 

Ŷ’a eu lieu Ƌue tƌğs ƌĠĐeŵŵeŶt (Gee et al., 2014). 

Le présent travail étudie les phénotypes d’une mutation nulle introduite dans le locus du 

gène mGluR7 chez la souris. En effet, le ciblage génique offrait alors la manière la plus précise et la plus 

spécifique de manipulation d’un récepteur particulier. Ces travaux tendent à élucider le rôle de mGluR7 

dans le fonctionnement du système nerveux et dans les maladies. En outre, notre objectif est également 

d’examiner le potentiel du mGluR7 en tant que cible dans le cadre d’une intervention thérapeutique. 

2. L’aďlatioŶ du ƌĠcepteuƌ ŵĠtaďotƌope au glutaŵate mGluR7 induit un 

dĠficit daŶs la ƌĠpoŶse au coŶditioŶŶeŵeŶt de la peuƌ et daŶs l’aveƌsioŶ 

gustative conditionnée. 

Des analyses immunohistochimiques et immunomicroscopiques ont montré que le récepteur 

métabotrope mGluR7 est fortement exprimé dans l’amygdale et préférentiellement localisée au niveau 

des terminaisons axonales des neurones présynaptiques glutamatergiques, suggérant ainsi fortement 

une implication dans les processus neuronaux qui sous-tendent la réponse aversive amygdale-

dépendante, lors du conditionnement de la peur.  
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Pour examiner un comportement dépendent de l’amygdale, des souris knock-out pour mGluR7 

(mGluR7-/-) ainsi que leurs homologues de souche sauvage ont été conditionnées à la peur. 

L’iŵŵoďilitĠ, également appelée « freezing », a ainsi été observé sur les souris mGluR7 et de type 

sauǀage apƌğs appliĐatioŶ d’uŶ ĐhoĐ ĠleĐtƌiƋue sous les pieds ;“IͿ. 

Alors que les souris de type sauvage ont affiché immédiatement une immobilité après un choc sous 

leurs pieds, les souris knock-out mGluR7 ont montré eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ des Ŷiǀeauǆ d’iŵŵoďilitĠs 

significativement réduits dans les deux paradigmes de conditionnement de la peur testés, Đ’est-à-dire 

après un choc électrique immédiat et après un choc retardé. Cependant, les souris knock-out ne 

présentaient aucune des anomalies de la sensibilité à la douleur et de l’activité locomotrice.  

AfiŶ d’eǆaŵiŶeƌ uŶ autƌe ĐoŵpoƌteŵeŶt dépendaŶt de l’aŵǇgdale, les souƌis mGluR7-/- et leurs 

homologues de type sauvage ont également été soumises au Teste de l’aǀeƌsioŶ gustatiǀe ;CTAͿ.  Chez 

les souris de type sauvage, l’application de la saccharine, suivie par une injection intrapéritonéale de 

l’agent induisant un malaise, le chlorure de lithium (LiCl) a donné lieu à une association entre la 

saccharine et LiCl. Cette assoĐiatioŶ a pƌoǀoƋuĠ uŶe foƌte ƌĠaĐtioŶ d’aǀeƌsioŶ eŶǀeƌs la saĐĐhaƌiŶe. EŶ 

revanche, les souris knock-out mGluR7 Ŷ’oŶt pas ƌĠussi à associer le goût et le renforçateur négatif dans 

les expériences CTA. Pourtant, les souris mGluR7-/- ne présentaient pas d’anomalies pour la préférence 

de goût et de la sensibilité à la toxicité du LiCl.  

Ensemble, ces résultats indiquent que la délétion du récepteur mGluR7 provoque une perturbation 

significative de deux comportements distincts, ŵais tous deuǆ dĠpeŶdaŶt de l’aŵǇgdale. La foŶĐtioŶ de 

l’aŵǇgdale ĠtaŶt aďsoluŵeŶt esseŶtielle à l’eǆpƌessioŶ de Đes deuǆ paƌadigŵes ĐoŵpoƌteŵeŶtauǆ 

distincts, ces travaux suggèrent que mGluR7 est essentiel dans la fonction de l’amygdale. 

3. Les souris dépourvues du récepteur métabotrope au glutamate mGluR7 

présentent un effet antidépresseur et anxiolytique. 

La neurotransmission glutamatergique est considérée comme fortement impliquée dans la 

physiopathologie des troubles affectifs tels que la dépression et l’anxiété majeure. De tous les récepteurs 

au glutamate (mGluRs), le rôle des récepteurs métabotropes au glutamate du Groupe III (mGluR4, 

mGluR6, mGluR7, mGluR8) est le ŵoiŶs ĠtudiĠ daŶs l’aŶǆiĠtĠ et la dépression, principalement en raison 

du manque d’outils pharmacologiques spécifiques. 
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Pour cette raison, les profils de comportement des souris transgéniques portant une délétion ciblée 

du gène codant pour le récepteur au glutamate mGluR7 (mGluR7-/-) dans les modèles animaux de 

dĠpƌessioŶ et d’aŶǆiĠtĠ oŶt ĠtĠ oďseƌǀĠs.  Les souris mGluR7 -/-  ont ainsi été comparées avec des souris 

de type sauvage (wt) issues de la même portée. Ainsi les souris mGluR7-/- ont montré beaucoup moins 

d’iŵŵoďilitĠ, à la fois daŶs le test de comportement de la nage forcée, et dans le test de suspension 

caudale, ces deux paradigmes comportementaux étant largement utilisés pour prévoir l’activité d’uŶ 

médicament antidépresseur. Les souris mGluR7-/- se comportent comme des souris de type sauvage 

sous l’effet d’uŶ ŵĠdiĐaŵeŶt aŶtidĠpƌesseuƌ.  

De plus, les souris mGluR7 -/- souris présentaient également une activité anxiolytique dans quatre 

tests comportementaux différents, à savoir la zone de lumière-obscurité, le labyrinthe surélevé, le test 

de l’escalier, et le test de l’hyperthermie induite par le stress, alors que leur performance cognitive était 

normale dans le test de l’évitement passif. 

EŶ outƌe, l’aŶalǇse de l’activité locomotrice dans un environnement nouveau a démontré que les 

souris mGluR7 -/- ont été seulement légèrement plus actives que leurs homologues de type sauvage 

dans les premières minutes après le placement dans la chambre.  

Ensemble, ces données expérimentales suggèrent que le récepteur mGluR7 joue un rôle central dans 

les mécanismes cellulaires et moléculaires Ƌui ƌĠguleŶt les ƌĠpoŶses ĐoŵpoƌteŵeŶtales à l’Ġtat aǀeƌsif. 

Par conséquent, les médicaments agissant sur le récepteur mGluR7 pourraient fournir de nouveaux 

traitements pour les troubles psychiatriques tels que la dĠpƌessioŶ et l’aŶǆiĠtĠ. 

4. Des souris dépourvues du récepteur métabrotrope au glutamate de type 7 

démontrent une sensibilité accrue aux crises épileptiques. 

AfiŶ d’Ġtudieƌ la foŶĐtioŶ du ƌĠĐepteuƌ ŵĠtaďƌotƌope mGluR7, des souris transgéniques dépourvues 

de ce sous-type de récepteur (mGluR7-/-) ont été générées paƌ la ƌeĐoŵďiŶaisoŶ hoŵologue d’uŶ 

vecteur de ciblage du gène mGluR7 dans des cellules souches (ES) de souris. Après la découverte fortuite 

d’un phénotype épileptique évoqué par un stimulus sensoriel, lorsque nous changions les souris mGluR7-

/- de cage, nous avons testé deux agents pharmacologiques convulsivants connus, le pentylènetétrazole 

(PTZ), et la bicuculline, un antagoniste compétitif du récepteur GABAA. Lorsque ces deux agents 

convulsivants sont administrés à des doses subliminaires (40 mg/kg en injection intrapéritonéale pour le 

PTZ, et 2,5 mg/kg en injection sous-cutanée pour la bicuculline) à des souris knock-out mGluR7 -/-, âgées 



Des souris knock-out pour le récepteur métabotrope au glutamate mGluR7 révèlent son rôle dans la cognition et les émotions 

159 
 

de 12 semaines et plus, tous deux induisent irrémédiablement de dƌaŵatiƋues Đƌises d’Ġpilepsie. Ces 

ŵġŵes doses de PT) et de ďiĐuĐulliŶe Ŷ’oŶt jaŵais pƌoǀoƋuĠ de Đƌises d’Ġpilepsie loƌsƋu’elles ĠtaieŶt 

administrées à des souris de type sauvage, à des souris hétérozygotes mGluR7+/-, aiŶsi Ƌu’a des souƌis 

knock-out pouƌ d’autƌes ƌĠĐepteuƌs ŵGluRs du gƌoupe III, tel que mGluR4-/- et mGluR8-/-. 

Ces Đƌises d’Ġpilepsie iŶduites paƌ adŵiŶistƌatioŶ de doses suďliŵiŶaiƌes de PT) à des souƌis  mGluR7-

/- ont été inhibées par trois médicaments aŶtiĐoŶǀulsiǀaŶts staŶdaƌds, l’Ġthosuximide (ESM), le 

clonazepam (CZP), et le valproate (VPA). Ces trois médicaments ont également supprimé les crises 

d’Ġpilepsie oďseƌǀĠes dans les souris knock-out et leurs homologues de type sauvage après injection 

d’uŶe ϳϬ mg/kg de PTZ, dose de PTZ requise ŶoƌŵaleŵeŶt pouƌ l’iŶduĐtioŶ de Đƌises d’Ġpilepsie Đhez la 

souƌis. Il est iŶtĠƌessaŶt de Ŷoteƌ Ƌue l’agoŶiste sĠleĐtif des ƌĠĐepteuƌs ŵGluRs du sous-groupe III, le (R, 

S)-4-phosphonophenylglycine (PPG), qui a démontré des effets anticonvulsivants dans plusieurs modèles 

d’Ġpilepsie Ŷ’a eu auĐuŶ effet suƌ les Đƌises d’Ġpilepsie iŶduite paƌ le PT) daŶs les souƌis  mGluR7 -/-, alors 

Ƌu’il pƌotĠgeait ŶoŶ seuleŵeŶt les souƌis de tǇpe sauǀage, mais également les souris knock-out pour les 

autres récepteurs du sous-groupe III. Conformément à l’absence de signes d’activité épileptique en 

l’absence de stimuli spécifiques, les souris mGluR7 (-/-Ϳ Ŷ’oŶt ŵoŶtƌĠ auĐuŶ ĐhaŶgeŵeŶt ŵajeuƌ daŶs les 

propriétés synaptiques standards mesuré sur deux types de préparations. Néanmoins, sur des tranches 

d’hippoĐaŵpe issues de souris mGluR7-/-, l’excitabilité des synapses glutamatergiques a légèrement 

augmenté par rapport aux observations effectuées sur des préparations issues de souris de type 

sauvage. De même, une facilitation de fréquence a également été observée dans les tranches 

corticales mGluR7-/-, suggérant un rôle de régulateur dépendant de la fréquence dans les terminaux 

présynaptiques pour le mGluR7.  

Nos résultats suggèrent également que les récepteurs mGluR7 ont un rôle unique dans la régulation 

de l’excitabilité neuronale et que ces récepteurs peuvent être une nouvelle cible pour le développement 

de médicaments anticonvulsivants. 
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5. Altération de la plasticité synaptique à court terme dans les souris 

transgéniques dépourvues du récepteur métabotrope au glutamate mGluR7. 

Huit différents sous-types de récepteurs métabotrope au glutamate (mGluRs) ont été identifiés, dont 

deux, le mGluR5 et le mGluR7 sont fortement exprimés au niveau des synapses entre les neurones 

pyramidaux de la région CA3 et les neurones de la région CAϭ de l’hippoĐaŵpe. 

Cette entrée, appelée la voie collatérale de commissure Schaffer, affiche une robuste 

potentialisation à long terme (PLT), un processus censé utiliser des mécanismes moléculaires, des 

processus clés impliqués dans la base synaptique de l’apprentissage et de la mémoire. 

AfiŶ d’Ġtudieƌ la possiďle foŶĐtioŶ du ƌĠĐepteuƌ mGluR7 dans la PLT, un sous-type pour lequel aucun 

antagoniste spécifique Ŷ’existe, des souris transgénique mGluR7-/- ont été générées par recombinaison 

homologue dans des cellules embryonnaires souches. 

AiŶsi, à l’iŶstaƌ de leuƌ hoŵologue de tǇpe sauǀage, la PLT a pu ġtƌe iŶduite daŶs les souƌis  mGluR7-/, 

et une fois que la potentialisation a atteint un niveau stable, aucune différence dans l’ampleur de la PLT 

Ŷ’a pu ġtƌe oďseƌǀĠe dans les souris mGluR7-/- par rapport à leurs homologues de type sauvage, issues 

de la même portée.  

Toutefois, la phase initiale de la PLT, connue sous le nom de potentialisation à court terme (PST), a 

quant à elle, été fortement atténuée dans les souris mGluR7-/-. 

De plus, il y avait moins de facilitation de fréquence durant, et moins de potentialisation post-

tĠtaŶiƋue apƌğs, l’appliĐatioŶ d’uŶ tƌaiŶ à haute fƌĠƋueŶĐe daŶs les souƌis mGluR7 - / -. 

Ces résultats démontrent que l’absence de récepteurs mGluR7 engendre des altérations de la 

plasticité synaptique à court terme dans l’hippocampe.  

6. L’aďseŶce de ƌĠcepteuƌ ŵĠtaďotƌope au glutaŵate ŵGluR7 altğƌe 

sélectivement la mémoire de travail à court terme, mais pas la mémoire à 

long terme. 

Les récepteurs métabotrope au glutamate (mGluRs), et en particulier les récepteurs mGluRs 

du gƌoupe III ;Đ’est-à-dire les sous-types 4, 6, 7, 8) ont été décrits comme jouant un rôle clé dans 

la plasticité synaptique, dans l’apprentissage et la mémoire. Ainsi l’effet de l’aďlatioŶ du 
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récepteur mGluR7 a été investi dans différents paradigmes d’apprentissage appliqué à des 

souris mGluR7 knock-out, aiŶsi Ƌu’à leuƌ hoŵologue de tǇpe sauǀage.  

En utilisant deux paramètres de conditioŶŶeŵeŶt diffĠƌeŶts, l’haďituatioŶ et l’iŶhiďitioŶ paƌ 

pré-pulse (« pre-pulse inhibition » - PPI), dans le test de comportement de la réponse du sursaut 

acoustique (ASR), aucune différence n’a été observée entre les souris mGluR7 knock-out (KO) et 

les souris de type sauvage (WT) issues de la même portée.  

Dans un essai en champ libre (open field), aucune différence n’a été observée entre les 

souris mGluR7 -/- et leurs homologues de type sauvage. Aussi bien au niveau de leur l’activité 

motrice, que dans leur comportement exploratoire et le comportement craintif.  

AiŶsi, l’aďseŶĐe de ƌĠĐepteuƌ ŵGluRϳ Ŷ’a auĐuŶ effet suƌ le tƌaiteŵeŶt seŶsoƌiŵoteuƌ, 

l’appƌeŶtissage ŶoŶ assoĐiatif, l’activité motrice et l’orientation spatiale.  

Dans un le test du labyrinthe en T, encore une fois aucune différence n’a été observée entre 

les deux groupes de souris.  

Cependant, lorsque l’oŶ augŵeŶte les eǆigeŶĐes ƋuaŶt à l’utilisatioŶ de la ŵĠŵoiƌe de 

tƌaǀail, paƌ eǆeŵple daŶs l’eǆpĠƌieŶĐe du laďǇƌiŶthe à ϰ ďƌas, et daŶs le laďǇƌinthe à 8 bras, les 

souƌis ŵgluRϳ KO ĐoŵŵetteŶt ŶetteŵeŶt plus d’eƌƌeuƌs Ƌue leuƌs hoŵologues de tǇpe sauǀage. 

Une différence hautement significative entre les deux groupes de souris est ainsi apparue et elle 

a persisté sur l’ensemble des 9 jours que dure l’expérience.  

Dans un labyrinthe à 4 bras avec 2 bras fermés, les souris mGluR7 KO et celle de type 

sauvage ont commis le même nombre d’erreurs démontrant ainsi que leur mémoire à long 

teƌŵe Ŷ’est pas affeĐtĠ. 

EŶseŵďle, Đes ƌĠsultats suggğƌeŶt Ƌue l’aďseŶce du récepteur mGluR7 affecte 

principalement la mémoire de travail à court terme, mais que les performances de la mémoire à 

loŶg teƌŵe Ŷe seŵďleŶt pas pouƌ autaŶt affeĐtĠes. De plus, la ŵĠŵoiƌe à Đouƌt teƌŵe Ŷ’appaƌait 

affectée que lorsque les tâches d’apprentissage deviennent plus complexes. 
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III. Discussion. 

1. La modulation pharmacologique du récepteur mGluR7 valide son rôle dans la cognition et les 

émotions. 

2. La seŶsiďilitĠ auǆ Đƌises d’Ġpilepsie oďseƌǀĠe daŶs les souƌis mGluR7 knock-out. 

3. Le mGluR7 et la plasticité synaptique. 

4. mGluR7 : Polymorphismes et troubles cliniques 
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1. La modulation pharmacologique du récepteur mGluR7 valide son rôle dans la 

cognition et les émotions 

La modulation d’un récepteur au niveau pharmacologique offre de nombreux avantages par rapport 

à l’utilisation de souris knock-out ƋuaŶt à l’Ġtude de sa foŶĐtioŶ. EŶ effet, uŶ ŵodulateuƌ 

pharmacologique peut être appliqué à l’animal adulte à un moment donné et connu, évitant ainsi toutes 

confusions dues aux effets compensatoires de développement décrits dans les souris knock-out.  

Cependant, l’utilisation d’agents pharmacologiques a également démontré des limites, par exemple 

leur spécificité. Si un outil pharmacologique agit sur d’autres sites cibles du cerveau, son effet peut 

fausser les résultats. De plus, les récepteurs cibles peuvent également posséder des cycles complexes 

d’internalisation ultérieure à l’activation, ce qui peut également affecter les résultats observés. Une 

grande partie de ce que nous savons à propos de récepteur mGluR7 provient d’Ġtudes aǀeĐ l’agoŶiste L-

(+)-acide 2-amino-4-phosphonobutyrique (L-AP4), un agoniste des récepteurs mGluRs qui active tous les 

récepteurs du groupe III. Ainsi, les premières études de comportement utilisant le labyrinthe aquatique 

de Morris, ont démontré que l’administration intracérébroventriculaire (i.c. v) de L-AP4 produit un 

dĠfiĐit daŶs l’appƌeŶtissage et la ŵĠŵoiƌe (Hölscher et al., 1996). 

La découverte et le développement de composés ciblant spécifiquement le récepteur mGluR7 a 

malheureusement pris beaucoup de retard par rapport aux agents pharmacologiques agissant sur les 

groupes de types I (mGluR5) et sur le groupe II (mGlu2/3), ces derniers étant déjà en essai clinique alors 

Ƌu’auĐuŶ outil ŵolĠĐulaiƌe Ŷe peƌŵettait eŶĐoƌe de soŶdeƌ la foŶĐtioŶ de ŵGluRϳ  (Nicoletti et al., 2011). 

Cette situation a partiellement évolué avec la découverte du premier agoniste allostérique sélectif 

pour mGluR7 en 2005 (Mitsukawa et al., 2005), ainsi Ƌue paƌ le dĠǀeloppeŵeŶt d’uŶ pƌeŵieƌ 

antagoniste spécifique du récepteur mGluR7 en 2007 (Suzuki et al., 2007). 

Alors que les études, utilisant des agonistes et des antagonistes non sélectifs des récepteurs mGluRs 

du groupe III ont livré des informations extrêmement confuses, souvent contradictoires concernant le 

rôle du récepteur ŵGluRϳ daŶs l’aŶǆiĠtĠ, la dĠpƌessioŶ et les ĐoŵpoƌteŵeŶts liĠs à la ĐogŶitioŶ, 

l’utilisatioŶ d’outils phaƌŵaĐologiƋues spécifiques a semé un doute encore plus important (Cryan & Dev, 

1997) ;O’CoŶŶoƌ et al., ϮϬϭϬͿ. 

Ainsi, le premier agoniste allostérique sélectif découvert pour le récepteur mGluR7, le N, N-

dibenzhydrylethane-1,2-diamine (AMN082) a induit à la fois un effet anxiogène et un effet de type 
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anxiolytique et antidépresseur dans les réponses comportementales observé chez la souris  (Mitsukawa 

et al., 2006) (Palazzo et al., 2008) (Palucha et al., 2007) (Stachowicz et al., 2008) (Dobi et al., 2013). 

“i l’aĐtiǀatioŶ du ƌĠĐepteuƌ ŵGluRϳ paƌ l’agoŶiste sĠleĐtif AMNϬϴϮ pƌoǀoƋue Đhez la souƌis des 

réponses comportementales de type anxiolytique et antidépresseur, ces effets semblent en 

contradiction totale avec les changements de comportement (anxiolytique-antidépresseur) observés 

chez les souris dépourvues de récepteur mGluR7. Interrogeant par ce fait la validation des travaux décrit 

daŶs Đette thğse. Il est toutefois iŵpoƌtaŶt de Ŷoteƌ Ƌue l’agoŶiste AMNϬϴϮ a ĠtĠ dĠĐƌit pouƌ iŶduiƌe  une 

internalisation rapide et de longue durée du récepteur mGluR7, ce qui pourrait se traduire par un 

antagonisme fonctionnel du récepteur (Pelkey et al., 2007). 

De plus, le métabolite primaiƌe de l’agoŶiste AMNϬϴϮ, le N-benzhydrylethane -1,2-diamine, inhibe 

les transporteurs de la recapture de la sérotonine et la noradrénaline (Sukoff Rizzo et al., 2011). 

Ensemble, ces résultats pourraient expliquer les résultats contradictoires obtenus in vivo. 

Néanmoins, coŵŵe pouƌ l’AMNϬϴϮ, deuǆ ŵodulateuƌs allostĠƌiƋues négatifs (NAMS) pour mGluR7 ont 

démontré des résultats disparates dans les paradigmes de comportement, et ce malgré des propriétés 

phaƌŵaĐologiƋues tƌğs siŵilaiƌes iŶ ǀitƌo. AiŶsi l’appliĐatioŶ de l’ADXϳϭϳϰϯ a dĠŵoŶtƌĠ de effets 

anxiolytiques robustes dans le labyrinthe en croix surélevé (EPM) et le test le test d’eŶfouissement 

« Marble Burying », alors que le premier antagoniste sélectif découvert pour le récepteur mGluR7, le 

MMPIP n’a ŵoŶtƌĠ auĐuŶ effet suƌ uŶe ďatteƌie de tests de ĐoŵpoƌteŵeŶt ǀisaŶt l’aŶǆiĠtĠ et la 

dépression, il a en revanche été actif dans les tâches spatiales d’apprentissage (Kalinichev et al., 2013) 

(Hikichi et al., 2010) (Nakamura et al., 2010). 

Coŵŵe daŶs le Đas de l’agoŶiste AMNϬϴϮ, Đes deuǆ ŵodulateuƌs allostériques négatifs NAMs 

agissent sur le récepteur mGluR7 via des sites allostériques dans les domaines lipophiles du récepteur 

plutôt que suƌ les doŵaiŶes de l’eǆtƌĠŵitĠ N-terminale « Venus fly trap » ;VFTDͿ et il est ĐoŶŶu Ƌu’uŶe 

lipophilie accrue de composés peut être associée à des effets indésirables non spécifiques. De plus, des 

ligands allostériques simples et/ou différents ne portent pas nécessairement sur l’eŶseŵďle des voies de 

signalisation en aval d’un GPCR donné (Niswender et al., 2010). 

Sans pour autant clore le débat, la découverte et la caractérisation, l’aŶŶĠe deƌŶiğƌe, du pƌeŵieƌ 

aŶtagoŶiste allostĠƌiƋue agissaŶt suƌ le doŵaiŶe VFTD de l’eǆtƌĠŵitĠ N-terminale du récepteur mGluR7 

potentialise les observations effectuées sur les souris mGluR7 knock-out quant à la fonction de ce 

récepteur dans l’aŶǆiĠtĠ et la dĠpƌessioŶ (Gee et al., 2014). 
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EŶ effet, l’appliĐatioŶ suƌ des souƌis de l’aŶtagoŶiste allostĠƌiƋue sĠleĐtif au ƌĠĐepteuƌ  mGluR7, 

XAP044, démontre uŶ laƌge speĐtƌe d’effets aŶtidépresseur et anxiolytique dans différents paradigmes 

ĐoŵpoƌteŵeŶtauǆ. AiŶsi l’XAPϬϰϰ ƌĠduit l’iŵŵoďilitĠ ;« freezing ») dans le conditionnement de la peur 

et réduit l’anxiété innée, des résultats parfaitement compatibles avec les phénotypes observés à partir 

des souris déficientes pour le récepteur mGluR7. 

2. La susceptiďilitĠ à l’Ġpilepsie. 

Les récepteurs métabotrope au glutamate du type III, Đ’est-à-dire mGluR4, mGluR7 et mGluR8 sont 

localisés sur la membrane des neurones présynaptique dans la zone active de la libération de 

neurotransmetteurs (Kosinski et al., 1999) (Kinoshita et al., 1998) (Li et al., 1997).  

Le neurotransmetteur L-glutamate synaptique peut donc activer les trois sous-types de récepteurs, 

régulant ainsi négativement sa propre libération. En effet, la signalisation historiquement décrite pour 

tous les membres des récepteurs mGluRs du groupe III, y compris mGluR7, était médiée par la protéine 

Gi seŶsiďle à la toǆiŶe Peƌtussis. Gi pƌoǀoƋuaŶt uŶe ďaisse d’AMP ĐǇĐliƋue iŶtƌaĐellulaiƌe Ƌui eŶtƌaiŶe uŶe 

ƌĠduĐtioŶ d’iŶfluǆ de ĐalĐiuŵ daŶs l’espaĐe pƌĠsǇŶaptiƋue et finalement la libération de glutamate par 

dépolarisation membranaire (Niswender & Conn, 2010). 

Toutefois, le glutamate se lie avec une affinité relativement élevée aux récepteurs mGluR8 et 

mGluR4, mais affiche une très faible affinité pour les récepteurs de mGlu7 (Schoepp et al., 1999), 

suggérant ainsi que les récepteurs mGluR7 ne peuvent être recrutés que par des concentrations élevées 

de glutamate libéré dans des conditions de haute activité synaptique. De ce fait, pour les auteurs de la 

revue séminale « Metabotropic glutamate receptors : From the workbench to the bedside » parue en 

2011, il Ŷ’est pas surprenant que les souris dépourvues de récepteurs mGlu7 montrent une sensibilité 

accrue aux crises d’épilepsie (Nicoletti et al., 2011). 

D’autaŶt plus Ƌu’il eǆiste uŶe iŶtĠgƌatioŶ pƌĠsǇŶaptiƋue eŶtƌe les ƌĠĐepteurs GABAB, les 

récepteurs mGluR7 et les récepteurs de l’adénosine A1, qui interagissent fonctionnellement dans la 

réduction de la libération de glutamate médiée par les canaux Ca2+ sensibles au voltage de type N 

(Martín et al., 2008).  

Il a cependant également été montré que l’eǆpositioŶ ƌĠpĠtĠe a l’agoŶiste ŶoŶ sĠleĐtif du gƌoupe III 

des récepteurs mGluRs, L-AP4, provoque une facilitation de la libération de glutamate, un signal médié 
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paƌ l’hǇdƌolǇse d’Inositol triphosphate et la translocation de Munc-13-1, une protéine essentielle à 

l’amorçage des vésicules synaptiques (Martín et al., 2010).  

Ainsi, la régulation de la libération de glutamate médié par le récepteur ŵGluRϳ Ŷ’est pas foƌĐeŵeŶt 

aussi univoque que précédemment pensé, et de plus, elle est strictement dépendante de l ’activité. 

3. Le mGluR7 et la plasticité synaptique. 

La tƌaŶsŵissioŶ sǇŶaptiƋue Ŷ’est pas uŶ phĠŶoŵğŶe liŶĠaiƌe, la ƌĠpoŶse de l’ĠlĠŵeŶt post-

sǇŶaptiƋue à l’eǆĐitatioŶ de la teƌŵiŶaisoŶ pƌĠsǇŶaptiƋue est ǀaƌiaďle. Il eǆiste des pƌoĐessus adaptatifs 

Ƌui peƌŵetteŶt l’iŶtĠgƌatioŶ du sigŶal à l’ĠĐhelle sǇŶaptiƋue. L’eŶseŵďle de Đes ŵodifiĐatioŶs ĐoŶstitue 

la plasticitĠ, Đ’est-à-diƌe la ĐapaĐitĠ d’uŶe sǇŶapse à adapteƌ soŶ aĐtiǀitĠ eŶ foŶĐtioŶ des stiŵulatioŶs 

Ƌu’elle ƌeçoit et de l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt sǇŶaptiƋue. Il est aujouƌd’hui laƌgeŵeŶt adŵis Ƌue la plastiĐitĠ 

synaptique est le principal mécanisme utilisé par le cerveau pour permettre l’acquisition et le stockage 

de l’information.  

La plasticité synaptique à long terme est définie par un changement de l’efficacité synaptique entre 

deuǆ ŶeuƌoŶes Ƌui dĠpeŶd de leuƌs aĐtiǀitĠs et Ƌui s’iŶsĐƌit daŶs uŶe loŶgue duƌĠe. La plasticité à long 

terme peut modifier la force synaptique de manière bidirectioŶŶelle, soit eŶ l’augŵeŶtaŶt, on parle alors 

de potentialisation à long terme (PLT), ou en la diminuant par la dépression à long terme (DLP). La 

plupart des renseignements concernant les fondements moléculaires et cellulaires de la plasticité 

synaptique proviennent d’études de potentialisation à long terme (PLT) dans l’hippocampe (Yang & 

Calakos, 2013).  

La PLT est une augmentation de l’efficacité synaptique qui est induite dans la minute et qui dure 

plusieurs heures ou jours. Dans la plupart des voies de l’hippoĐaŵpe, paƌ eǆeŵple Đelle des cellules 

pyramidales du CA3 qui envoient des axones, appelés les fibres collatérales de Schaffer, à travers le 

stratum pyramidal vers l’aire du CA1, l’iŶduĐtioŶ de la PLT ŶĠĐessite l’activation synaptique transitoire du 

récepteur N-méthyl- D-aspartate (NMDA) (Bliss & Collingridge, 1993) (Kullmann et al., 2000) (Luscher et 

al., 2000).  

Il en résulte une augmentation persistante de l’amplitude de la transmission synaptique au travers 

des récepteurs ionotropiques du glutamate AMPA et NMDA. En plus des récepteurs NMDA, il semblerait 

que dans certaines circonstances, les récepteurs métabotropes au glutamate (mGluRs) seraient 

également impliqués daŶs l’iŶduĐtioŶ de la PLT. AiŶsi il a ĠtĠ dĠŵoŶtƌĠ Ƌue l’aŶtagoŶiste compétitif non 
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sélectif des ŵGluRs, le MCPG ďloƋue l’iŶduĐtioŶ de la PLT daŶs ĐeƌtaiŶes ĐoŶditioŶs  (Bashir et al., 1993) 

(Bortolotto et al., 1994). 

Le MCPG est un antagoniste à large spectre, car il agit sur différents mGluRs (mGluR1, mGluR2, 

mGluR3, mGluR5 et mGluR8) et depuis sa découverte en 1994, de nombreux antagonistes ont été 

développés, dont certains agissant spécifiquement sur un unique mGluR (Schoepp et al., 1999) 

(Niswender & Conn, 2010). 

NĠaŶŵoiŶs, pouƌ ƋuelƋues ŵGluRs, doŶt ŵGluRϳ, il Ŷ’eŶ eǆistait jusƋu’à tƌğs ƌĠĐeŵŵeŶt auĐuŶ. Paƌ 

contre, de nombreux membres de la famille des mGluRs ont été délétés par recombinaison homologue 

dans des souris transgéniques et les effets de ces délétions ont pu être étudiés au niveau de la 

transmission synaptique (Aiba et al., 1994) (Conquet et al., 1994) (Pekhletski et al., 1996) (Yokoi et al., 

1996) (Lu et al., 1997). 

Les mGluR5 et mGluR7 sont les deux membres de la famille des mGluRs les plus exprimés à la 

surface des neurones qui constituent les synapses de la région CAϭ de l’hippoĐaŵpe et ƌepƌĠseŶteŶt 

ainsi les sous-tǇpes les plus à ŵġŵe de ƌĠguleƌ l’iŶduĐtioŶ de la PLT de Đes sǇŶapses. La dĠlĠtioŶ du 

récepteur ŵGluRϱ pƌĠǀieŶt l’iŶduĐtioŶ de la PLT NMDA-dĠpeŶdaŶte et Ŷ’affeĐte pas la PLT ŵĠdiĠ paƌ le 

récepteur AMPA (Jia et al., 1998). 

En inactivant le récepteur mGluR7 dans le cerveau de souris knock-out, Ŷous aǀoŶs tout d’aďoƌd 

ŵoŶtƌĠ Ƌu’il Ŷ’Ǉ pas de diffĠƌeŶĐes Ŷotaďles daŶs les pƌopƌiĠtĠs sǇŶaptiƋues de base au niveau de la 

région CAϭ de l’hippoĐaŵpe. Par contre, si la PLT peut être induite normalement, la phase précoce de la 

PLT, également appelé STP pour « short-term potentiation » est considérablement réduite si on la 

Đoŵpaƌe à la ŵġŵe “TP oďteŶu daŶs des souƌis de tǇpe sauǀage. Il s’agit là d’uŶe oďservation très 

intéressante, car pour la première fois, un résultat expérimental suggère que le niveau de la STP peut 

ġtƌe ƌĠgulĠ iŶdĠpeŶdaŵŵeŶt du Ŷiǀeau de la PLT. EŶ effet, jusƋu’aloƌs les tƌaiteŵeŶts affeĐtaŶt 

l’iŶduĐtioŶ tĠtaŶiƋue de la poteŶtiatioŶ sǇŶaptique, soit dépriment en parallèle la STP et la PLT, soit 

ďloƋueŶt ĐoŵplğteŵeŶt la PLT. C’est paƌ eǆeŵple le Đas pouƌ tous les iŶhiďiteuƌs de pƌotĠiŶes kinases ou 

toutes les inactivations génétiques des gènes de protéines kinases (Malinow et al., 1989) (Silva et al., 

1992b).  

AiŶsi, l’eŶseŵďle de Đes tƌaǀauǆ oŶt ĐoŶduit à l’hǇpothğse Ƌue le pƌoĐessus de la PLT succède en 

série à la STP, sous-entendant que la STP est nécessaire, mais ne conduit pas forcement à la PLT (Hanse 

& Gustaffson, 1994). 
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En démontrant dans le cerveau des souris knock-out pour mGluR7 que la STP est affectée, mais que 

la PLT est normale, nous suggérons au contraire que ces deux procédés sont peut-être indépendants. 

De même, la facilitation de fréquence et la potentialisation post-tétanique ont également été 

affeĐtĠes paƌ l’aďseŶĐe de ƌĠĐepteuƌ mGluR7 présynaptique. Ces deux paƌadigŵes d’ĠleĐtƌophǇsiologie 

soŶt autaŶt de foƌŵes de ĐhaŶgeŵeŶt plastiƋue d’uŶe ŵġŵe sǇŶapse. La faĐilitatioŶ ĐoƌƌespoŶd à 

l’augŵeŶtatioŶ à Đouƌt teƌŵe du Ŷoŵďƌe de ǀĠsiĐules eǆoĐǇtĠes suite à uŶ poteŶtiel d’aĐtioŶ , alors que 

la potentialisation post-tĠtaŶiƋue ƌelğǀe de l’appaƌitioŶ de poteŶtiels postsǇŶaptiƋues augŵeŶtĠs eŶ 

réponse à une stimulation à haute fréquence. Ainsi le mGluR7 influence non seulement la transmission 

synaptique de haute fréquence, ŵais ĠgaleŵeŶt la plastiĐitĠ sǇŶaptiƋue à Đouƌt teƌŵe de l’hippoĐaŵpe.   

4. mGluR7 : polymorphismes et troubles cliniques 

Il existe un certain nombre de polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) pour le gène du 

récepteur mGluR7 (GRM7) et quelques études ont démontré leur relation avec des troubles 

neuropsychiatriques cliniques. La schizophrénie a ainsi été étudiée et les résultats obtenus ont démontré 

qu’il y avait un gène de susceptibilité de la schizophrénie cartographié dans le voisinage immédiat de la 

région GRM7, 3p26.1 - p25.1 (Pulver et al., 1995), résultats par ailleurs soutenus par une méta-analyse 

plus récente (Lewis et al., 2003). 

Il existe bel et bien un lien heuristique entre les changements, tant au niveau cellulaire que du 

comportement observé chez les souris knock-out pour le récepteur mGluR7, et les symptômes cognitifs 

négatifs de la schizophrénie. En effet, oŶ estiŵe Ƌu’un dysfonctionnement cognitif se produit dans 75 % 

à 85 % des patients atteints de schizophrénie, et celui-ci précède très souvent l’apparition des autres 

symptômes (Reichenberg et al., 2006). 

Ainsi, la mémoire de travail qui est affectée chez les souris knock-out pour le récepteur mGluR7 est, 

entre autres, l’un des domaines cognitifs primaires cruciaux pour le développement de cibles 

thérapeutiques pour le traitement de la cognition dans la schizophrénie (Nuechterlein et al., 2004).  

De ŵġŵe, l’aďlatioŶ du ƌĠĐepteuƌ mGluR7 chez la souris provoque une dérégulation de l’axe 

hypothalamo- hypophyso-suƌƌĠŶalieŶ et uŶe augŵeŶtatioŶ du Ŷiǀeau d’eǆpƌessioŶ de la pƌotĠiŶe BDNF 

dans l’hippocampe (Mitsukawa et al., 2005). 
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Et le dérèglement de la production ou de la libération de la protéine BDNF est également associé 

Đhez l’hoŵŵe à des tƌouďles ŶeuƌopsǇĐhiatƌiƋues, Đoŵŵe la sĐhizophƌĠŶie (Harrison & Weinberger, 

2005). 

En outre, une association entre le polymorphisme de val66met du gène BDNF et le volume de 

l’hippocampe chez les humains, en particulier chez les patients souffrant de schizophrénie a été montrée 

(Szeszko et al., 2005). 

Si les premières études réalisées ont été largement négatives, plus récemment, plusieurs études 

indépendantes ont néanmoins confirmé un lien entre le gène du récepteur mGluR7, GRM7, et la 

schizophrénie (Ohtsuki et al., 2008) (Shibata et al., 2009) (Niu et al., 2015). 

Cependant, il est clair que des études supplémentaires sont absolument nécessaires avant de 

disséquer véritablement le rôle spécifique du récepteur mGluR7 dans un groupe de domaines ou de 

symptômes donnés qui correspondrait à cette maladie. 

Par ailleurs, il y a quelques années, une étude d’association pangénomique de la réponse au 

méthylphénidate chez des enfants atteints d’un trouble déficitaire de l’attention avec hyperactivité 

;TDAHͿ a ĠtĠ ŵeŶĠe, et ďieŶ Ƌue les auteuƌs Ŷ’oŶt pas ƌĠussi à ideŶtifieƌ uŶe association qui 

répondraient aux critères de signification statistique, des évidences expérimentales suggéraient la 

corrélation d’uŶ “NP daŶs le gğŶe GRM7 avec ce trouble (Mick et al., 2008) 

De toute évidence une validation plus poussée dans des études à plus grande échelle était alors 

nécessaire. Ainsi, plus récemment, deux études coréennes suggéraient que le 

polymorphisme rs37952452 GRM7 pourrait jouer un rôle dans la réponse au traitement par le 

méthylphénidate chez les enfants atteints de TDAH (Park et al., 2013) (Park et al., 2014). 

Bien que ces résultats semblent très controversés, Đes Ġtudes oŶt ouǀeƌt la ǀoie ƋuaŶt à l’eǆploƌatioŶ 

de variants génétiques pour le gène du récepteur mGluR7 dans d’autres troubles associés à un 

dysfonctionnement cognitif et à l’émotivité altérée. Ainsi, la présence de variants génétiques pour les 

troubles du spectre autistique (TSA) a été étudiée pour le gène GRM7 dans une étude de cas-témoins. 

Vingt-et-un SNP, statistiquement significatifs ont été démontrés dans trois groupes de patients, 

établissant pour la première fois un lien génétique entre le gène GRMϳ et l’autisŵe (Yang & Pan, 2013). 
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Plus récemment encore, une délétion de 303 kb sur la bande chromosomique 3p26.1 qui comprend 

cinq exons du gène GRM7 a été décrite dans uŶ patieŶt souffƌaŶt d’autisŵe, suggérant une corrélation 

entre un dysfonctionnement du récepteur métabrotrope mGluR7 et les troubles du spectre autistique 

(Liu et al., 2015).  
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Metabotropic Glutamate Receptor Subtype 7 Ablation Causes
Deficit in Fear Response and Conditioned Taste Aversion

Miwako Masugi,1 Mineto Yokoi,1 Ryuichi Shigemoto,2 Keiko Muguruma,3 Yasuyoshi Watanabe,3

Gilles Sansig,4 Herman van der Putten,4 and Shigetada Nakanishi1

Departments of 1Biological Sciences and 2Morphological Brain Science, Kyoto University Faculty of Medicine, Kyoto 606-
8501, Japan, 3Department of Neuroscience, Osaka Bioscience Institute, Suita, Osaka 565-0874, Japan, and 4Novartis
Pharma AG, Nervous System Department, CH-4002 Basel, Switzerland

Metabotropic glutamate receptors (mGluRs) consist of eight

different subtypes and exert their effects on second messen-

gers and ion channels via G-proteins. The function of individual

mGluR subtypes in the CNS, however, largely remains to be

clarified. We examined the fear response of freezing after elec-

tric shock in wild-type and mGluR72/2 knockout littermates.

Wild-type mice displayed freezing immediately after and 1 d

after footshock. In comparison, mGluR72/2 knockout mice

showed significantly reduced levels in both immediate post-

shock and delayed freezing responses. However, the knockout

mice exhibited no abnormalities in pain sensitivity and locomo-

tor activity. To further examine amygdala-dependent behavior,

we performed conditioned taste aversion (CTA) experiments. In

wild-type mice, the administration of saccharin followed by

intraperitoneal injection of the malaise-inducing agent LiCl re-

sulted in an association between saccharin and LiCl. This

association caused strong CTA toward saccharin. In contrast,

mGluR72/2 knockout mice failed to associate between the

taste and the negative reinforcer in CTA experiments. Again, the

knockout mice showed no abnormalities in taste preference

and in the sensitivity to LiCl toxicity. These results indicate that

mGluR7 deficiency causes an impairment of two distinct

amygdala-dependent behavioral paradigms. Immunohisto-

chemical and immunoelectron-microscopic analyses showed

that mGluR7 is highly expressed in amygdala and preferentially

localized at the presynaptic axon terminals of glutamatergic neu-

rons. Together, these findings strongly suggest that mGluR7 is

involved in neural processes subserving amygdala-dependent

averse responses.

Key words: metabotropic glutamate receptor subtype 7;

knockout mice; presynaptic receptor; fear response; condi-

tioned taste aversion; amygdala

Glutamate receptors mediate most excitatory synaptic transmis-
sion in the CNS and play important roles in synaptic plasticity,
neuronal development, and neurodegeneration (Mayer and West-
brook, 1987; Nakanishi, 1992; Hollmann and Heinemann, 1994;
Nakanishi and Masu, 1994). Metabotropic glutamate receptors
(mGluRs) are coupled to intracellular signal transduction via
G-proteins and exert their effects on second messengers and ion
channels (Nakanishi, 1994; Pin and Duvoisin, 1995; Conn and
Pin, 1997). Eight different mGluR subtypes (mGluR1–mGluR8)
have thus far been cloned and are classified into three groups
according to their sequence identity, agonist selectivities, and
signal transduction mechanisms. mGluR7 is a member of group
III mGluRs. This receptor is coupled to inhibition of cyclic AMP
cascade as shown in heterologously mGluR7-expressing cells and
selectively activated by L-2-amino-4-phosphonobutyrate (L-AP4)
(Okamoto et al., 1994; Saugstad et al., 1994). Compared with
other mGluRs, mGluR7 is the most highly conserved across
different mammalian species (Makoff et al., 1996). mGluR7 is

widely distributed throughout the CNS (Kinzie et al., 1995;
Ohishi et al., 1995; Bradley et al., 1996; Kinoshita et al., 1998). It
is localized presynaptically close to release sites and has a low
affinity for L-glutamate (Okamoto et al., 1994; Saugstad et al.,
1994; Shigemoto et al., 1996, 1997; Kinoshita et al., 1998). Fur-
thermore, presynaptic inhibition of glutamate release by L-AP4
has been observed in many glutamatergic projection neurons
(Forsythe and Clements, 1990; Baskys and Malenka, 1991; Rain-
nie and Shinnick-Gallagher, 1992). Although mGluR7 has been
postulated to play an important role in synaptic modulation, a
lack of pharmacological tools prevents a clear definition of such
roles in brain function.

In this investigation, we used mGluR7-deficient mice generated
by targeted disruption of the mGluR7 gene and attempted to ex-
amine possible functions of mGluR7 in the CNS. Here,
we report that mGluR7-deficient mice show a marked reduc-
tion in fear-mediated freezing responses during electric foot-
shocks. In addition, these mice show an impairment in the ability
to associate between a taste stimulus and a malaise-evoking LiCl
injection [conditioned taste aversion (CTA)]. Because the amyg-
dala function is essential for these two distinct behavioral para-
digms, our results together with several control experiments
strongly suggest that mGluR7 is critical in amygdala function.

MATERIALS AND METHODS

Generation of knockout mice. The detailed procedures for generation of
mGluR7-deficient mice are elsewhere (G. Sansig and H. van der Putten,
unpublished observations). Briefly, genomic clones containing the first
coding exon of the mGluR7 gene were isolated from the 129/SvJ strain.
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A part of the first coding exon comprising the 59 untranslated region and
the first 164 amino acids of mGluR7 was then replaced with the
neomycin-resistance gene by homologous recombination in E14 (129/
Ola) embryonic stem (ES) cells. Several chimeras were obtained by
aggregation with the resultant ES cells. Homozygous mGluR7 2/2 knock-
out and wild-type mice were generated by mating heterozygous
mGluR7 1/2 mice. Gender-matched littermates of these mice at ages of
6–8 weeks were used unless stated otherwise. Heterozygous mGluR7 1/2

knockout mice were also generated by serially back-crossing into the
C57BL/6 genetic background. In most experiments of fear responses and
those of locomotor activity, defecation and urination, gender-matched
littermates of mGluR7 2/2 knockout and wild-type mice generated by
back-crossing for seven generations were used at the age of 6–8 weeks.

Animal handling. Three to six mice were housed per stainless steel cage
(30 3 17 3 12 cm) at room temperature in a 12 hr light /dark cycle with
light onset at 8 A.M. Food pellets and tap water were available ad libitum
unless stated otherwise. For all but hot-plate and tail-flick tests, mice
were housed individually for at least 1 week before the experiment. All
behavioral experiments were conducted between 1 and 8 P.M.

Histolog ical analysis. In situ hybridization was performed as described
previously (Ohishi et al., 1995). The 35S-labeled antisense riboprobe that
was used contained nucleotide residues 16–473 of pmGR7 (Okamoto et
al., 1994). The corresponding sense probe was used as control. Immuno-
histochemical analysis was performed on frozen microtome sections (30
mm) as described previously (Kinoshita et al., 1998). Immunoelectron-
microscopic analysis was performed as described previously (Kinoshita
et al., 1998). The primary antibodies used were as follows: affinity-
purified rabbit IgG against mGluR7a, rabbit IgG against mGluR7b
(Shigemoto et al., 1997), guinea pig IgG against mGluR4a (Kinoshita et
al., 1996b), and affinity-purified guinea pig IgG against mGluR8 (Ki-
noshita et al., 1996a). The secondary antibodies used were biotinylated
goat antibody against rabbit IgG or guinea pig IgG (Vector Labs, Bur-
lingame, CA). Nissl staining was performed with 1% cresyl violet in
sections mounted onto MAS-coated glass slides (Matsunami, Osaka,
Japan).

Fear responses. Freezing was used as an index of fear response and was

assessed by recording animal movements on video. Freezing involved the
absence of all movements except for those related to respiration. Both
stereotyped crouching posture and standing motionless were scored as
freezing (Blanchard and Blanchard, 1969). After individual mice had
been kept in stainless steel cages for at least 1 week, they were placed
individually into a new chamber enclosed by a sound-attenuating cubicle
(Coulbourn Instruments, Allentown, PA). After 3 min with no stimuli
presented, the mice received either 103 1 sec or 33 1 sec electric
footshocks (0.7 mA) with 1 min intershock intervals. Electric shock was
generated by a grid floor shocker that was controlled by the HABITEST
Universal Linc using L2T2 Operant Control Software (Coulbourn In-
struments). The percentage of freezing response was determined before
and immediately after each shock stimulus. This percentage was calcu-
lated by scoring the number of positive freezing responses divided by the
total number of samples at 2 sec intervals in a 1 min time period (i.e., 30
samples per minute). To determine any retention of the conditioned fear
response, footshock-treated mice were returned to their home cages and
kept for 24 hr. Immediately after the mice were returned to the footshock
chamber, the percentage of freezing response was determined every 1
min with time sampling of every 6 sec (i.e., 10 samples per minute).

Pain sensitivit y. Naive mice were placed individually into the same
chamber used for fear response and 3 min later were given a train of 1 sec
electric shocks at 10 sec intervals with the following progression: 0.02,
0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, and 0.60 mA. The intensity of
electric shocks that evoked vocalization (a cry separated from the initial
awareness response), jump ( jump, run, or prance), and flinch (a startle
response different from the normal activity) was determined. Hot-plate
test was performed as described by Eddy and Leimbach (1953). Mice
were kept on the apparatus maintained at 25°C for 1 min and then placed
on a metal surface maintained at 55°C (Ultra Hot Plate, Iuchi, Japan).
The latency of jump and first avoidance (vigorous hindpaw shake, lick, or
jump) was recorded for a maximum of 30 sec. Tail-flick test was per-
formed as reported by D’Amour and Smith (1941). Mice were handled
for a week until they became tame with handling. The mouse’s tail was
placed over a slit under which a photoelectric cell (Ugo Basile, Italy) was
located. When heat was focused onto the tail, the mouse responded by

Figure 1. Targeted disruption of the mGluR7
gene. A, A scheme of the mGluR7 genomic DNA
and its disrupted gene. The first coding exon is
indicated by a box. Neo, Neomycin-resistance
gene; ATG, translation initiation site. Restriction
endonuclease cleavage sites: Nh, NheI; Nr, NruI;
Nc, NcoI. Location of the probe used for in situ
hybridization analysis is indicated under the
exon. B, Negative film images of in situ hybrid-
ization of sagittal (top) and coronal sections (bot-
tom), showing the distribution of mGluR7
mRNA in brain sections of wild-type mice (lef t)
and the lack of mGluR7 mRNA in sections of
mGluR7 2/2 knockout mice (right). BLA, Baso-
lateral amygdaloid nucleus; CbC, cerebellar cor-
tex; CC, cerebral cortex; CPu, caudate putamen;
Hi, hippocampus; HT, hypothalamus; OB, olfac-
tory bulb; OT, olfactory tubercle; Pir, piriform
cortex; SC, superior colliculus; T, thalamus. Scale
bar, 3 mm.
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Figure 2. Histological and immunohistochemi-
cal analyses. Light microscope images of coronal
sections are shown. No obvious change in the
morphology of the amygdala was detected with
Nissl staining of the mGluR7 2/2 knockout
mouse as compared with the wild-type control
(A, B). Moderate to intense immunostaining of
mGluR7a and weak immunostaining of mGluR7b
were observed in the amygdala of wild-type mice,
but these immunostainings totally disappeared in
sections of mGluR7 2/2 knockout mice (C–F ).
No obvious change in the patterns and extents of
mGluR4a and mGluR8 immunostainings was de-
tected between wild-type and mGluR7 2/2

knockout mice (G–J ). BLA, Basolateral amygda-
loid nucleus; Ce, central amygdaloid nucleus; EPi,
endpiriform nucleus; Ic, intercalated nucleus; Me,
medial amygdaloid nucleus; Pir, piriform cortex.
Scale bar, 500 mm.
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flicking its tail out of the slit. As a result, light passed through the slit and
activated a photocell that in turn stopped the recording timer automat-
ically (a maximal recording of 20 sec); measurement of each mouse was
repeated twice and averaged.

Open field. Spontaneous locomotor activity was assessed over a 30 min
session with an infrared activity monitor (Coulbourn Instruments) in a
chamber to which mice had not been previously exposed. The chamber
was kept under a dim light and was sound-attenuated. The frequency of
defecations (boluses) and urinations (spots) was recorded simultaneously.

Conditioned taste aversion. Mice were kept in polypropylene cages
(24 3 17 3 12 cm). They were deprived of water for 20 hr and trained to
drink water from two bottles for 20 min. Forty minutes later, the mice
were supplied with water for 3 hr and again deprived of water for 20 hr.
This training was repeated five times (training days). On days 6 and 7
(conditioning days 1 and 2), the mice were presented with 0.005 M

saccharin sodium salt instead of water. Immediately thereafter they were
injected with 0.15 M LiCl (2% of body weight) intraperitoneally as the
malaise-inducing agent or with saline as control. Forty minutes later,
they were presented with water for 3 hr and then deprived of water for 20
hr. On day 8 (a rest day), the mice were presented with water in the same
way as described in training days. CTA was tested on days 9 and 10. In
this test, the mice were presented with two bottles, one containing
saccharin and the other containing water, and their liquid consumption
was recorded by weighing the two bottles before and after testing. The
preference score was defined as saccharin/water 1 saccharin (milliliters
consumed); the higher the preference score, the more the mice prefer
saccharin to water. The average of total liquid consumption was ;0.99
ml. Two out of 39 mice tested showed ,50% of this average of con-
sumption and were omitted from the data analysis. The difference in
sensitivity to various taste stimuli (0.005 M saccharin, 0.1 M NaCl, and
0.01 M HCl) was examined after 5 d training as described above.

RESULTS

Histological analysis

mGluR72/2 knockout mice were generated by replacing the first
coding exon of the mGluR7 gene with the neomycin-resistance
gene (Fig. 1A). In situ hybridization, using the antisense probe
corresponding to the first mGluR7 coding exon, indicated that
mGluR7 mRNA is expressed in many brain regions of wild-type
mice and that this expression is completely lost in homozygous
mGluR72/2 knockout mice (Fig. 1B). No hybridization was
observed in adjacent sections using the sense probe as control
(data not shown). We performed histological and immunohisto-
chemical analyses on brain sections of wild-type and mGluR72/2

knockout mice (Fig. 2). Particular attention was given to the
amygdala on the basis of behavioral analyses described in the next
section. No gross anatomical change in the amygdala of
mGluR72/2 knockout mice was detected by Nissl staining (Fig.
2A,B). The distribution pattern of the two mGluR7 splice vari-
ants, mGluR7a and mGluR7b, was examined by using antibodies
against the C-terminal sequences specific to the two variants of

mGluR7. In wild-type mice, moderate to intense mGluR7a im-
munoreactivity was diffusely distributed in the basolateral amyg-
daloid nucleus (BLA), central amygdaloid nucleus (Ce), and
intercalated nucleus (Ic) (Fig. 2C). mGluR7b immunoreactivity
was weak but was clearly observed in the Ic (Fig. 2E). In
mGluR72/2 knockout mice, neither mGluR7a nor mGluR7b
immunoreactivity was detected throughout the brain, including
the amygdala (Fig. 2D,F). Together, these results indicate that
expression of mGluR7 is ablated in these knockout mice.

We also examined patterns and extents of immunostaining of
other group III mGluRs. Both mGluR4a and mGluR8 immuno-
reactivities were relatively weak in the amygdala. However, im-
munostaining was localized in the Ic and in the border region
between BLA, Ce, and Ic (Fig. 2G,I). No alteration in the pattern
and extent of immunoreactivities for both mGluR4a and mGluR8
was noted in mGluR72/2 knockout mice (Fig. 2H,J). Therefore,
it appears that ablation of mGluR7 expression in knockout mice
has no effect on expression of other group III mGluRs in the
amygdala.

The subcellular localization of mGluR7a immunoreactivity in
the BLA of wild-type mice was examined by immunoelectron-
microscopic analysis. Most intense immunoreactivity in the axon
terminals was observed in asymmetrical synaptic contacts with
dendritic profiles (Fig. 3A). Moderate immunoreactivity for
mGluR7a was also observed in some terminals making asymmet-
rical synapses with spines (Fig. 3B) and in preterminal portion of
small unmyelinated axons filled with vesicles (data not shown).
This analysis showed that mGluR7a is specialized in the axon
terminals of glutamatergic neurons.

Fear responses

Young mGluR72/2 knockout mice appeared normal in behavior
until ;12 weeks of age. Mice over 12 weeks old developed
epilepsy, particularly when they were placed into a new chamber
(Sansig and van der Putten, unpublished observations). There-
fore, all behavioral trials were conducted on 6- to 8-week-old
animals.

Animals show a stereotyped immobile crouching posture and
stand motionless after footshock. This freezing response is an
indicator of activation of the fear system (Blanchard and Blan-
chard, 1969; Bouton and Bolles, 1980; Fanselow, 1980). Figure 4
shows the mean percentage of freezing exhibited by wild-type and
mGluR72/2 knockout mice. Before footshock, neither wild-type
nor knockout mice exhibited freezing behavior. During the three
1 min intervals after footshock, wild-type mice displayed imme-
diate postshock freezing that increased by repeated presentations
of footshocks (Fig. 4A). mGluR72/2 knockout mice froze after
footshock, but this freezing was significantly reduced in these
knockout mice (Fig. 4A). In the above experiments, gender-
matched littermates derived from heterozygous mGluR71/2 mice
were used. However, the genetic background of individual ani-
mals was a different mixture of the 129 and C57BL/6 strains.
Because different strains have been reported to exhibit differences
in freezing response (Chen et al., 1996), we back-crossed the
original mGluR72/2 knockout mice into the C57BL/6 genetic
background for seven generations and examined fear response of
littermates derived from these mice in more detail. When repet-
itive footshocks were applied to wild-type mice with 1 min inter-
vals, they showed immediate postshock freezing (Fig. 4B). The
frequency of this freezing response increased over the number of
footshocks and reached a maximal level during seven to eight
times of repeated footshock applications. mGluR72/2 knockout

Figure 3. Immunoelectron-microscopic analysis. Electron micrographs
showing immunoreactivity for mGluR7a in the BLA. Immunoreactive
products for mGluR7a were accumulated along presynaptic membrane
specialization in axon terminals (T ), making asymmetrical synapses (ar-
rowheads) on dendrites (D in A) and spines (S in B). Scale bar, 0.5 mm.
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mice clearly exhibited an immediate postshock freezing response.
However, the frequency of this response was significantly less
than that seen in wild-type mice throughout the points of repet-
itive footshocks. Furthermore, the freezing response in
mGluR72/2 knockout mice reached a plateau phase at about a
half of the maximal freezing response of wild-type mice (Fig.
4B). We also examined the freezing response 24 hr after foot-
shock (Fig. 4C). When wild-type animals were returned to the
shock chamber, they froze in the absence of footshock with
similar maximal levels compared with the immediate postshock
freezing. This observation indicates a retention of the fear re-
sponse. The return of knockout mice into the footshock chamber
also evoked freezing response, but the level of freezing in knock-
out mice was significantly lower than that of wild-type mice (Fig.
4C). However, this level was comparable to that of the immediate
postshock freezing seen in these mice. These results indicate that
mGluR72/2 knockout mice show an impairment of fear-
mediated freezing response but retain the ability to express the
once memorized fear response.

Reduced pain could result in less freezing (Fanselow and
Bolles, 1979). We tested whether the mGluR7 mutation may
change nociceptive reactions to electric shock under the condi-
tions used for the freezing studies. We measured the minimal
currents required to elicit three stereotyped reactions against
footshock: flinch, jump, and vocalization. Figure 5A indicates that
there was no significant difference in these nociceptive reactions
between mGluR72/2 knockout and wild-type mice. We also
examined pain sensitivity of the two genotypes with three addi-
tional behavioral analyses: tail-flick, hot-plate avoidance, and
hot-plate jump. For all three analyses, mGluR72/2 knockout
mice showed thresholds comparable to those of wild-type mice
(Fig. 5B). It is therefore unlikely that the attenuated freezing
response of mGluR72/2 knockout mice is caused by reduced
pain sensitivity.

Change in motor activity or autonomic alteration may also
affect the frequency of fear response. Under open-field condi-
tions, we compared locomotor activity and the frequency of
defecation and urination of wild-type and mGluR72/2 mutant
mice. This analysis indicated no significant difference in the
locomotor activity or number of defecations and urinations be-
tween these two genotypes (Fig. 6A,B). These results strongly
suggest that the reduced fear response of mGluR72/2 knockout
mice is caused by a fear-specific abnormality rather than modifi-
cations in freezing-related sensory or motor processing capacities.

Conditioned taste aversion

Lesion and pharmacological analyses have indicated that the
amygdala plays an essential role in establishment of fear response

Figure 4. Freezing responses. A, Mean percentages of freezing immedi-
ately after footshocks. Percentage freezing was determined by time-
sampling at 2 sec intervals. Three 3 1 sec footshocks (0.7 mA, arrows)
were given at 3, 4, and 5 min after animals had been placed in a new
footshock-equipped chamber. Data points and bars represent mean 6

SEM, respectively (n 5 11). ANOVA with repeated measures revealed a
significant main effect of genotype (F(1,20) 5 18.5, p 5 0.0004) and a
significant interaction between genotype and time (F(5,100) 5 14.2, p ,

0.0001). B, Mean percentages of freezing before and during 10 footshocks
were determined as described in A. The mGluR7 2/2 knockout mice used

4

in B and C were generated by back-crossing the original mGluR7 2/2

knockout mice into the C57BL/6 genetic background for seven genera-
tions. Data points and bars in B and C represent mean 6 SEM, respec-
tively (n 5 9). ANOVA with repeated measures revealed a significant
main effect of genotype (F(1,16) 5 57.9, p , 0.0001) and a significant
interaction between genotype and time (F(12,192) 5 10.8, p , 0.0001).
C, The footshock-treated animals in B were returned to their home cages
for 24 hr. Immediately after the mice were returned to the footshock
chamber, percentage freezing was determined by time-sampling at 6 sec
intervals. ANOVA with repeated measures revealed a significant main
effect of genotype (F(1,16) 5 9.0, p 5 0.0085) and a nonsignificant inter-
action between genotype and time (F(7,112) 5 0.36, p 5 0.92). Overall,
mGluR7 2/2 knockout mice exhibited significantly less freezing than
wild-type, immediately after and 24 hr after footshock.
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to contextual cues such as an experimental chamber (Blanchard
and Blanchard, 1972; Davis et al., 1994; Maren and Fanselow,
1996; Rogan and LeDoux, 1996), although lasting memory in fear
response is dependent on both amygdala and hippocampal func-
tions (Phillips and LeDoux, 1992). To study another amygdala-
dependent task in mGluR7-deficient mice, we performed CTA
experiments (Yamamoto et al., 1994) (Fig. 7). In CTA studies,

animals learn the taste stimuli that cause a toxic effect and
remember to avoid repeated food intake. Strong CTA can be
established in animals by administering saccharin followed by
intraperitoneal injection of LiCl, an agent that elicits transient
visceral malaise.

Animals were presented with saccharin and then subjected to
an intraperitoneal injection of either LiCl or saline. This taste

Figure 5. Pain sensitivity. A, The minimal amounts of currents required
to elicit flinch, jump, and vocalization in responses to footshock were
determined for wild-type and mGluR72/2 knockout mice (n 5 16). B,
The latencies for first avoidance and jump in the hot-plate test and for
tail-flick were determined for the two genotypes (n 5 6). Columns and
bars represent mean 6 SEM, respectively. Statistical analyses using Stu-
dent’s t test indicated no difference in any of the behavioral tests between
the two genotypes: for flinch (t(30) 5 0.26, p 5 0.80), jump (t(30) 5 21.0,
p 5 0.32), vocalization (t(30) 5 20.99, p 5 0.33), tail-flick (t(10) 5 0.63, p 5

0.54), first avoidance (t(10) 5 0.11, p 5 0.92), and jump in the hot-plate test
(t(10) 5 0.51, p 5 0.62).

Figure 6. Open-field test. A, Spontaneous locomotor activity of wild-
type and mGluR7 2/2 knockout mice (n 5 9) was determined by the total
amount of activity during each 1 min time period after the animals had
been placed in a novel open-field environment. ANOVA with repeated
measures indicated no reliable difference in genotype (F(1,16) 5 0.32, p 5

0.58) or interaction between genotype and time (F(29,464) 5 0.69, p 5 0.89)
in locomotor activity. B, Mean numbers of defecations and urinations of
the two genotypes (n 5 18) were determined for the first 30 min after the
animals had been placed in a novel open-field environment. Data points
and bars represent mean 6 SEM, respectively. There was no statistical
difference in any of the tests between two genotypes by Student’s t test: for
defecations (t(34) 5 0.85, p 5 0.40) and urinations (t(34) 5 20.52, p 5

0.61). In both A and B, mGluR7 2/2 knockout and wild-type mice gener-
ated by back-crossing into the C57BL/6 genetic background for seven
generations were used.
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aversion conditioning or control saline injection was repeated
twice. In test procedures, the animals were presented with two
bottles, one containing saccharin and the other containing water,
and their liquid consumption was recorded by weighing the two
bottles before and after testing. In control experiments with
injection of saline, both wild-type and mGluR72/2 knockout
mice preferred saccharin to water. In wild-type mice, CTA was
observed toward saccharin, indicating that these mice were able
to develop an association between saccharin taste and the toxic
effect of LiCl. In contrast, mGluR72/2 knockout mice were
unable to associate saccharin with a malaise-evoking LiCl injec-
tion and drank either saccharin or water, depending on individual
mice. This observation, however, raised the possibility that some
but not all knockout mice retained the ability to learn the task of
taste aversion. However, we also noticed that individual mice
continued to drink from the first bottle from which they had
begun to drink. We thus ran a follow-up survey on the taste
preference of individual mice 24 hr after the first test (data not
shown). Nine of 11 wild-type mice again drank only water. In
contrast, mGluR72/2 knockout mice drank either saccharin or
water on test day 2. Furthermore, this segregation occurred
randomly in individual mice, when the taste preference of indi-
vidual mice was compared between test day 1 and test day 2.
These observations indicate that mGluR72/2 knockout mice are
indeed defective in associating the taste stimulus with the nega-
tive reinforcer.

Normally, mice prefer saccharin and NaCl to water, whereas
they do not like HCl (Flynn et al., 1991; Yamamoto et al., 1995).
Both mGluR72/2 knockout mice and wild-type mice exhibited
these normal taste preferences, with no differences occurring
between the two genotypes (Fig. 8). We also monitored the
sensitivity of the mice to LiCl toxicity by measuring the time it

took from the LiCl injection to the first occurrence of a “lying on
the belly” posture (Meachum and Bernstein, 1990). Results indi-
cated no difference in the toxic effect of LiCl injection between
the two genotypes (data not shown). The mGluR72/2 knockout
mice therefore showed no abnormalities in taste preference and
in sensitivity to LiCl toxicity.

DISCUSSION

The present behavioral analysis of mGluR72/2 knockout mice
indicates that mGluR7 deficiency results in a marked reduction of
freezing response to electric footshock and an impairment of
CTA. In these knockout mice, a freezing deficit was observed
both immediately (immediate postshock freezing) and 1 d (de-
layed freezing) after the shock presentation. Considerable evi-
dence indicates that both types of freezing are conditional re-
sponses resulting from an association between the contextual cues
of the chamber and the footshock (Blanchard et al., 1976; Bolles
and Collier, 1976; Fanselow, 1986). Several control experiments
have indicated that mGluR7 deficiency caused neither sensory
nor motor performance deficits. In CTA experiments, the knock-
out mice failed to learn to avoid the taste stimulus that was paired
with transient malaise. These mice were normal in taste prefer-
ence and the sensitivity to LiCl toxicity. Thus, mGluR7 ablation
impairs the ability to associate unconditional averse stimuli and
conditional stimuli in both fear and CTA responses.

Various brain areas have been implicated in the process of
conditioned fear response and CTA behavior. The amygdala
constitutes a major element of the fear-conditioning circuitry
(Davis et al., 1994; Maren and Fanselow, 1996; Rogan and Le-
Doux, 1996). Amygdala lesion blocks both immediate postshock
and delayed freezing responses (Kim et al., 1993). Our results
show a functional deficit of both immediate postshock and de-

Figure 7. Performance of CTA. The data are expressed as relative ratios
in the amount of drinking saccharin (milliliters)/water and saccharin
(milliliters), using the two-bottle choice procedure as described in Mate-
rials and Methods. Each data point represents the result determined for
one mouse. There was no difference in the preference of drinking sac-
charin between wild-type and mGluR7 2/2 knockout mice when saline
was injected into these mice (wild-type vs mGluR72/2: U 5 18.5, p 5

0.28). LiCl injection into wild-type mice resulted in a marked aversion to
saccharin (wild-type, saline vs wild-type, LiCl: U 5 7, p 5 0.0022). In
mGluR7 2/2 knockout mice, CTA memory was markedly reduced (wild-
type, LiCl vs mGluR7 2/2, LiCl: U 5 15, p 5 0.001). Statistical analysis
was performed using the Mann–Whitney test.

Figure 8. Taste preference. The preference for different taste solutions
was examined. Columns and bars represent mean 6 SEM, respectively.
Statistical analysis by Student’s t test indicated no significant change in
taste preference between wild-type (wt) and knockout (ko) mice: for
water (nwt 5 61 and nko 5 55; t(114) 5 1.0, p 5 0.30), saccharin (nwt 5 61
and nko 5 55; t(114) 5 0.91, p 5 0.36), NaCl ( nwt 5 18 and nko 5 11; t(27)

5 20.14, p 5 0.89), and HCl (nwt 5 18 and nko 5 11; t(27) 5 0.73, p 5

0.47). Statistical analysis with Student’s t test revealed that compared with
water, both wild-type and mGluR7 2/2 knockout mice drank more sac-
charin (wt: t(120) 5 23.5, p 5 0.0007; ko: t(108) 5 22.6, p 5 0.012) and
NaCl (wt: t(77) 5 22.7, p 5 0.0086; ko: t(64) 5 22.8, p 5 0.006) and less
HCl (wt: t(77) 5 5.4, p , 0.0001; ko: t(64) 5 3.9, p 5 0.0002).
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layed freezing responses in mGluR72/2 knockout mice that is
consistent with amygdala dysfunction. The hippocampus is also
crucial in dealing with fear response of a highly complex stimulus
such as environmental context (Selden et al., 1991; Kim and
Fanselow, 1992; Phillips and LeDoux, 1992; Kim et al., 1993).
However, neurotoxic NMDA-mediated lesion of the dorsal hip-
pocampus (DH) has been shown to disrupt delayed freezing but
preserve immediate postshock freezing (Maren et al., 1997). In
contrast, recent reports of electrolytic DH lesion analysis have
indicated that the DH is involved in both the acquisition and
expression of conditioned fear responses (Maren and Fanselow,
1997; Maren et al., 1997). Because mGluR7 is widely expressed in
various brain regions including the hippocampus, it is possible
that impaired fear responses in mGluR7 deficiency may result
from functional deficits of the hippocampus. In addition, the
periaqueductal gray is thought to be important in both the acqui-
sition and expression of fear response (De Oca et al., 1998).
Nonetheless, lesion of the periaqueductal gray has been shown to
leave CTA memory unchanged (De Oca et al., 1998). In CTA
behavior, it is generally accepted that the gustatory cortex, the
parabrachial nucleus, and the amygdala play a pivotal role in the
process of aversion learning (Yamamoto et al., 1994). Particu-
larly, the indispensable role of the amygdala in CTA learning has
been shown repeatedly by a number of different approaches
(Rolls and Rolls, 1973; Nachman and Ashe, 1974; Simbayi et al.,
1986). The present study has demonstrated that mGluR7 defi-
ciency results in severe impairments of both conditioned fear
responses and CTA. Therefore, these findings strongly suggest
that mGluR7 is involved in neural processes that subserve
amygdala-dependent aversion learning.

Various neurotransmitters and neuropeptides are involved in
neural mechanisms of amygdala function. The involvement of
NMDA and GABAA receptors in conditioned fear response has
been reported by intra-BLA infusion of NMDA receptor antag-
onists and the GABAA receptor agonist muscimol (Miserendino
et al., 1990; Fanselow and Kim, 1994; Helmstetter and Bellgowan,
1994; Maren et al., 1996; Muller et al., 1997). Furthermore, as in
other brain systems, NMDA receptor function has been shown to
be of mechanistic importance in the plasticity underlying
amygdala-dependent fear conditioning (Maren, 1996; Rogan and
LeDoux, 1996). We attempted to explore possible changes in
functional NMDA receptors and/or GABAA receptors in
mGluR72/2 knockout mice. In vitro quantitative autoradiography
was examined in serial brain sections using the labeled NMDA
receptor antagonist [3H]MK-801 and the benzodiazepine recep-
tor antagonist [ 3H]Ro 15-1788. For both ligands, no significant
differences were observed in the amygdala of the two genotypes
(data not shown). We further extended in vitro autoradiography
to other ligands that have been implicated in fear response
(Graeff, 1994; Hamon, 1994). These included serotonin 1A re-
ceptor agonist [3H]8-hydroxy-2-(di-N-dipropylamino)tetralin, se-
rotonin 2 receptor antagonist [3H]ketanserin, dopamine D1 re-
ceptor antagonist [3H]SCH-23390, dopamine D2 receptor
antagonist [ 3H]N-methylspiperone, b-adrenergic receptor antag-
onist [3H]dihydroalprenolol, a partial inverse agonist of benzodi-
azepine receptor [3H]Ro 15-4513, and glutamate receptor ago-
nist [ 3H]kainate. None of these ligands showed any significant
difference in their bindings at the amygdala between wild-type
and mGluR72/2 knockout mice (data not shown).

Amygdala converges information from the cortex and various
subcortical structures via glutamatergic projections, and it also
sends outputs to several brain regions. Electrophysiological anal-

ysis indicated that application of L-AP4 to amygdala slices re-
duces amplitudes of EPSPs but not the response to exogenous
application of AMPA (Rainnie and Shinnick-Gallagher, 1992).
Although this L-AP4-responsive receptor subtype remains to be
identified, it is likely that the L-AP4-evoked reduction of EPSPs is
mediated by mGluR7, which is most highly expressed in the amyg-
dala among group III mGluR subtypes. Our immunoelectron-
microscopic analysis further indicated that mGluR7 immunore-
activity is preferentially localized in the presynaptic site of
asymmetrical glutamatergic synapses of amygdala neurons. Thus,
it is most likely that mGluR7 serves as a presynaptic autoreceptor
in glutamatergic synapses and modulates excitatory synaptic
transmission in the amygdala. Furthermore, in the CA1 region of
hippocampal slices, Bushell et al. (1996) found a reduction in
high-frequency synaptic transmission, post-tetanic potentiation,
and short-term potentiation in mGluR72/2 knockout mice.
These results were taken to suggest that mGluR7 is involved in
short-term synaptic plasticity in the hippocampal CA1 region.
Learning is believed to be embodied in persistent change in the
transmission properties of neurons. Although the mechanism
underlying the functional deficit in mGluR72/2 knockout mice
awaits further investigation, the conspicuous behavioral abnor-
mality of these mice will provide a useful system for investigating
the mechanism underlying averse responses.
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To study the role of mGlu7 receptors (mGluR7), we used ho-

mologous recombination to generate mice lacking this metabo-

tropic receptor subtype (mGluR7�/�). After the serendipitous

discovery of a sensory stimulus-evoked epileptic phenotype,

we tested two convulsant drugs, pentylenetetrazole (PTZ) and

bicuculline. In animals aged 12 weeks and older, subthreshold

doses of these drugs induced seizures in mGluR7�/�, but not

in mGluR7�/�, mice. PTZ-induced seizures were inhibited by

three standard anticonvulsant drugs, but not by the group III

selective mGluR agonist (R,S)-4-phosphonophenylglycine

(PPG). Consistent with the lack of signs of epileptic activity in

the absence of specific stimuli, mGluR7�/� mice showed no

major changes in synaptic properties in two slice preparations.

However, slightly increased excitability was evident in hip-

pocampal slices. In addition, there was slower recovery from

frequency facilitation in cortical slices, suggesting a role for

mGluR7 as a frequency-dependent regulator in presynaptic

terminals. Our findings suggest that mGluR7 receptors have a

unique role in regulating neuronal excitability and that these

receptors may be a novel target for the development of anti-

convulsant drugs.

Key words: epilepsy; mGluR7; knock-out; mice; group III

mGluR; (R,S)-4-phosphonophenylglycine

An imbalance in glutamatergic excitatory neurotransmission and
GABAergic synaptic inhibition in the vertebrate CNS can cause
seizures and may be a major cause of epilepsy. There is, there-
fore, considerable interest in how these neurotransmitter systems
are regulated physiologically. Metabotropic glutamate receptors
(mGluRs) couple to G-proteins and can modulate L-glutamate
release, GABA release, and neuronal excitability (Conn and Pin,
1997). They are subdivided into groups I (mGluR1, mGluR5), II
(mGluR2, mGluR3), and III (mGluR4, mGluR6, mGluR7,

mGluR8) on the basis of homology, intracellular messengers, and
ligand selectivity (Conn and Pin, 1997). mGluR7 is the most
highly conserved member, and its mGluR7a-isoform is distrib-
uted widely throughout the CNS (Kinzie et al., 1995; Ohishi et
al., 1995; Bradley et al., 1996; Brandstaetter et al., 1996; Flor et
al., 1997; Shigemoto et al., 1997). The two isoforms of the recep-
tor are localized presynaptically, close to release sites (Bradley et
al., 1996; Brandstaetter et al., 1996; Shigemoto et al., 1996; Ki-
noshita et al., 1998).

In recombinant expression systems L-2-amino-4-phosphono-
butyrate (L-AP4), L-serine-O-phosphate (L-SOP), and (R,S)-4-
phosphonophenylglycine [(R,S)PPG] activate mGluR7 and its
coupling to adenylate cyclase inhibition (Gasparini et al., 1999).
Among the group III mGluRs, mGluR7 has the lowest affinity for
these group III mGluR selective ligands and the endogenous
ligand L-glutamate (Okamoto et al., 1994; Saugstad et al., 1994;
Flor et al., 1997). In a variety of preparations L-AP4 and L-SOP
reduce excitatory synaptic transmission (Koerner and Cotman,
1981; Davies and Watkins, 1982; Lanthorn et al., 1984; Anson and
Collins, 1987; Bushell et al., 1995; Manzoni and Bockaert, 1995;
Vignes et al., 1995; Pisani et al., 1997) via a putative presynaptic
mechanism (Baskys and Malenka, 1991; Gereau and Conn, 1995)
or via heterosynaptic effects on interneuron terminals (Salt and
Eaton, 1995; Wan and Cahusac, 1995; Cartmell and Schoepp,
2000; Semyanov and Kullmann, 2000).

The notion that group III mGluRs are potential targets for
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novel antiepileptic drugs is supported by results in rodent models
of epilepsy in which group III selective agonists showed pro-
longed anticonvulsant actions [L-AP4, L-SOP (Tizzano et al.,
1995; Tang et al., 1997); (R,S)-PPG (Chapman et al., 1999;
Gasparini et al., 1999); L-SOP (Yip et al., 2001)] and increased
seizure threshold (L-AP4; Suzuki et al., 1999) or seizure latency
(Thomsen and Dalby, 1998). In addition, in epilepsy the changes
have been noted in the agonist sensitivity (Neugebauer et al.,
2000), expression (Aronica et al., 1997; Liu et al., 2000; Yip et al.,
2001), and receptor responses of group III mGluRs (Holmes et
al., 1996; Neugebauer et al., 1997; Dietrich et al., 1999; Klapstein
et al., 1999).

The lack of specific ligands to address mGluR7 function
prompted us to generate mice lacking these receptors. A previous
study that used these animals revealed deficits in taste aversion
and fear responses (Masugi et al., 1999). The present study
describes a role of mGluR7 in epilepsy.

MATERIALS AND METHODS

Generation of mGluR7�/� mice

A genomic fragment of the mouse mGluR7 gene was isolated from a
129SV/J �FIX phage library (Stratagene, La Jolla, CA) and probed with
a human mGluR7 cDNA. A 2.055 kb NheI–NheI DNA fragment com-
prising the first coding exon was sequenced. It contained 405 bp of
5�-untranslated region (UTR; as judged by homology to rat mGluR7
cDNA), followed by codons for the first 164 amino acids of mouse
mGluR7. The targeting vector was constructed by inserting a 0.6 kb
NruI–XhoI DNA fragment (comprising 115 bp of 5�-UTR) 5� of the
pMCNeo cassette into a StuI–XhoI cleaved pTV-0 vector that contains
the herpes virus thymidine kinase (TK) gene for negative selection. A 7
kb NheI–NheI DNA fragment comprising genomic sequences down-
stream of the 2.055 kb NheI–NheI fragment was inserted into a NheI site
located between pMCNeo and pMCTK in pTV-0. Proper targeting
resulted in deleting 0.585 kb of the first coding exon and 0.73 kb of the
next intron of the mGlu7 gene. Embryonic day 14 (E14) embryonic stem
(ES) cells [129/Ola; genotype A w (agouti), c ch (albino), p (pink-eyed
dilution)] were transfected with 30 �g of NotI-linearized and
dideoxynucleotide-end-filled (using Klenow enzyme) targeting vector by
electroporation (250 V and 500 �F; Bio-Rad Gene Pulser, Munich,
Germany). G418 (600 �g/ml) and Ganciclovir (Gancv; 2 �M) selection
were applied 24 and 48 hr later, respectively. DNA from double-resistant
ES colonies was subjected to PCR analysis by using either one of two
PCR primers matching sequences in the NheI–NruI fragment located just
5� to, but not contained within, the targeting vector (primer-1, 5�-
cttctgccagagctgacagtcaaag-3�; primer-2, 5�-gtcagcaccaatatcgcgactcatc-3�)
and either one of two primers located in the neo gene (primer-3,
5�-gcgtgcaatccatcttgttcaatgg-3�; primer-4, 5�-gcgctgacagccggaacacg-3�).
Combinations of primer-1 or primer-2 and either one of two primers
matching sequences in the coding region of the first coding exon
(primer-5, 5�-gaaagtgagcgactgttcgagcg-3�; primer-6, 5�-
gatgttggctaccatgatggagaccg-3�) served to detect the presence of a wild-
type mGluR7 allele. Two of 112 G418 rGancv r double-resistant ES cell
clones carried a correctly targeted mGluR7 allele, as assessed by PCR
and confirmed by Southern blot analysis of genomic DNA digested with
NheI and NcoI, respectively, and probed with probe A (158 bp NheI–NruI
fragment), probe B (0.6 kb NruI–XhoI fragment), and a neo gene probe
(probe D) (Fig. 1). Southern blot analysis that used a complete mGluR7
cDNA probe (probe D) revealed no additional rearrangements in the
locus (data not shown). Wild-type (�) and mutant alleles (�) are
indicated by the presence of a 2 kb (�) versus 1.8 kb (�) NheI and a 2.5
kb (�) versus a 2.3 kb (�) NcoI DNA fragment when probed with probe
A or B (Fig. 1a,b). The diagnostic sizes for a properly targeted mGluR7
allele when probed with neo (probe D) are 1.8 kb (NheI) and 2.3 kb
(NcoI). Both ES clones were used successfully to produce germ line
chimeras (11 for each clone) by aggregation for 2–3 hr with 10 6 ES cells
per milliliter.

Genotyping

F1 mice carrying a targeted mGluR7 allele were identified by Southern
blot analysis (Fig. 1b). F2 mice, derived from matings of pairs of het-
erozygous parents, were screened by PCR and used pairs of one of three

different forward primers (5�-cttctgccagagctgacagtcaaag-3� or 5�-
gtcagcaccaatatcgcgactcatc-3� or 5�-acagtcaaagatcagactcaggggc-3� or 5�-
ctccccataagtcagcaccaatatc-3�) and one of two Neo-specific primers
(primer-3 or primer-4) (Fig. 1a) to detect the targeted allele. A combi-
nation of primer-7 (5�-gagagatggatagcaagcaagggag-3�) and primer-8 (5�-
gtgtccctggaacaagtgtccag-3�) served to detect the endogenous mGluR7
allele in mGluR7 �/� and mGluR7 �/� mice and to confirm its absence in

Figure 1. Targeted disruption of the mouse mGluR7 gene and its mo-
lecular analysis. a, Scheme of mGluR7 genomic DNA, targeting vector,
disrupted gene, probes (stippled bars), and PCR primers (arrows). Neo,
Neomycin resistance gene; TK, herpes virus thymidine kinase gene; Nh,
NheI; Nc, NcoI; Nr, NruI; X, XhoI. b, Southern blot analysis. Shown is the
result of a representative litter of F2 mice obtained by crossing a pair of
mGluR7 �/� F1 mice. DNA was NheI digested. Probe A was used (as
shown in a). Wild-type and mutant alleles are represented by DNA
fragments of 2.055 and 1.885 kb, respectively. c, PCR genotyping. Exam-
ple of a typical PCR result with the use of tail DNA of mGluR7 �/�,
mGluR7 �/�, and mGluR7 �/� mice. Primer pairs 1 � 3 yield a 1.1 kb
product (mutant allele). Primers 7 � 8 yield a 0.7 kb DNA fragment
(wild-type allele). d, Northern blot analysis. Total RNA was isolated from
mGluR7 �/�, mGluR7 �/�, and mGluR7 �/� brains. cDNA probes were
APP, mGluR7, mGluR4, and mGluR8. e, f, RT-PCR. mGluR7b-specific
RT-PCR products of expected sizes 2.7 kb (primers 11 � 10) and 0.092 kb
(primers 9 � 10) were detected readily with mGluR7 �/�, but not with
mGluR7 �/�, brain RNA as a template.
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mGluR7 �/� mice. mGluR4 mutant mice were genotyped as described
previously (Pekhletski et al., 1996). mGluR8 (Duvoisin et al., 1995)
mutant mice (R. Duvoisin and C. Zhang, unpublished results) were
genotyped by PCR (hot-start PCR, TaqStart antibody; Promega, Madi-
son, WI) according to the manufacturer’s instructions. Annealing was 45
sec at 68°C; primer extension was at 74°C for 45 sec for 34 cycles. One
combination of two primers (taactaccaggtggacgaactctc; cacaaaggtggtg-
gcaatgattcc) was used to diagnose the endogenous mGluR8 allele in
mGluR8 �/� and mGluR8 �/� mice and to confirm its absence in
mGluR8 �/� mice. Another primer (taatatgcgaagtggacctgggac) combined
with the first one shown above served to detect the targeted allele.

DNA and RNA analysis

Southern and Northern blot analyses, sequencing, PCR, and RT-PCR
were performed according to standard protocols. For Northern blot
analysis the following probes were used: a 3 kb EcoRI fragment of mouse
amyloid precursor protein (APP) cDNA, a 3 kb HindIII fragment of
human mGluR7b cDNA, a 0.57 kb PstI human mGluR4 cDNA fragment
(encoding amino acids 520–710), and a 1.150 kb rat mGluR8 cDNA
probe (encoding amino acids 1–350 of mGluR8). Hybridization with
APP cDNA served as a control for loading equivalent amounts of total
brain RNA in each lane. RT-PCR of mGluR7 �/� and mGluR7 �/� brain
RNA was performed with several pairs of oligonucleotide primers, in-
cluding primer-1 and primer-4, primer-1 and primer-10, primer-11 and
primer-10, and primer-9 and primer-10. Primer-9 and primer-10 were
designed specifically to detect sequences comprising exon b (92 bp)
encoding one of two (a and b) C-terminal splice variants of mGluR7
(Flor et al., 1997).

Western blot and immunocytochemical analysis

Immunoblot procedures and immunocytochemistry were as described
previously (Shigemoto et al., 1996, 1997; Kinoshita et al., 1998). Briefly,
for Western blot analysis the crude membrane preparations from mouse
cerebellum, hippocampus, and combined brain regions other than the
cerebellum and hippocampus were separated by 7% SDS-PAGE and
transferred to polyvinylidene difluoride membranes. The membranes
were reacted with an affinity-purified antibody for mGluR7a (Shigemoto
et al., 1996). For detection, an alkaline phosphatase-labeled anti-rabbit
secondary antibody (Chemicon, Temecula, CA) was used. For immuno-
cytochemistry, wild-type and mGluR7 �/� mice were anesthetized deeply
and perfused transcardially with 3.5% paraformaldehyde, 1% picric acid,
and 0.05% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB), pH 7.3. The
brains were removed, cryoprotected (30% sucrose in 0.1 M PB overnight
at 4°C), and cut on a freezing microtome. The 40-�m-thick sections were
incubated with antibodies for mGluR7a, mGluR7b, mGluR4a, or
mGluR8a (Shigemoto et al., 1997; Kinoshita et al., 1998) in PBS con-
taining 2% normal goat serum and 0.1% Triton X-100 overnight at 15°C.
After washes in PBS the sections were incubated with biotinylated goat
anti-rabbit or goat anti-guinea pig IgG (Vector Laboratories, Burlin-
game, CA). Then the sections were washed again, reacted with the ABC
kit (Vector Laboratories), and finally incubated with 0.05% diaminoben-
zidine and 0.0006% hydrogen peroxide.

Chromosomal mapping of the mGluR7 gene

A 129 mouse bacterial artificial chromosome (BAC) was identified and
isolated by the PCR screening of a genomic 129SV DNA bank in
pBeloBAC11 (Research Genetics, Huntsville, AL). The PCR primers
were 7 and 8 (Fig. 1). These amplified specifically the first coding exon of
the mGluR7 gene, as confirmed by sequencing. Southern blot analysis
was performed with a mGluR7 cDNA probe to confirm the presence of
unrearranged and diagnostic mGluR7 genomic DNA fragments. For
fluorescent in situ hybridization (FISH), BAC DNA was labeled with
digoxigenin-dUTP by nick translation and hybridized to normal meta-
phase chromosomes derived from mouse embryo fibroblasts. These anal-
yses were performed at Genome Systems (St. Louis, MO).

Electrophysiology

Hippocampus. The 400-�m-thick slices were prepared from 5- to 29-
week-old mutant mice and littermate wild types via standard procedures,
as described previously (Conquet et al., 1994). Slices were submerged in
a medium that comprised (in mM) 124 NaCl, 3 KCl, 26 NaHCO3, 1.4
NaH2PO4, 1 MgSO4, 2 CaCl2, and 10 D-glucose (bubbled with 95%
O2/5% CO2, pH 7.4); the medium was perfused at a rate of �4 ml/min
(29–31°C). Extracellular recordings were obtained from stratum radia-

tum or stratum pyramidale of area CA1 in response to low-frequency
(0.033 Hz) stimulation of the Schaffer collateral–commissural pathway.
For each protocol one slice was used per animal; hence n values give the
number of slices per mice used. Results were analyzed via Student’s t
tests or ANOVA, with p � 0.05 taken to indicate statistical significance.
Animals were genotyped by PCR and presented to the experimenter in
a randomized and blind manner.

Neocortex . Brain slice preparation and visualization of neurons in the
living slice are described previously (Stuart et al., 1993; Markram et al.,
1997). During recordings the slices were maintained at room tempera-
ture (20–24°C) in extracellular solution consisting of (in mM) 125 NaCl,
2.5 KCl, 25 glucose, 25 NaHCO3, 1.25 NaH2PO4, 2 CaCl2, and 1 MgCl2,
pH 7.2. Whole-cell voltage recordings were performed simultaneously
from two neurons with pipettes filled with (in mM) 115 K-gluconate, 20
KCl, 4 ATP-Mg, 10 phosphocreatine, 0.3 GTP, and 10 HEPES, pH 7.3
(310 mOsm). In synaptically connected neurons a suprathreshold intra-
cellular stimulation of presynaptic pyramidal cells evoked depolarizing
EPSPs. Presynaptic pyramidal cells were stimulated with a 10 Hz train of
two to three suprathreshold current pulses. Typically, the trains were
delivered at intervals of 5–7 sec for mGluR7 �/� mice and at 30 sec for
mGluR7 �/� mice so that recovery from short-term modification was
complete, as evidenced by the lack of systematic changes in the amplitude
of the first EPSP of a train during successive trains of stimuli. For
recovery from facilitation measurements, two action potentials delayed at
variable time intervals (�t) were delivered every 30 sec in both
mGluR7 �/� and mGluR7 �/� mice. Voltage traces that are shown are
averages of 50–100 sweeps. The amplitude of the first EPSP of the train
is defined as the difference between the peak of the EPSP and baseline.
For the second (or third) EPSP the amplitude is the difference between
the peak of the EPSP and the baseline measured just before the onset of
the EPSP. Stimulus delivery, data acquisition, and analyses were per-
formed with macros in IGOR (Wavemetrics, Lake Oswego, OR).

Drug administration

Pentylenetetrazole (PTZ; Metrazol, Knoll AG, Liestal, Switzerland) was
given intraperitoneally at a subthreshold dose of 40 mg/kg or at a
suprathreshold dose of either 60 (in mGluR4 wild types and mutants) or
70 mg/kg (in mGluR7 and mGluR8 wild types and mutants). A dose of
40 mg/kg PTZ induced clonic or clonic-tonic seizures in mGluR7 �/�

mice only, whereas it failed to induce seizures that were visible behav-
iorally in mGluR4 �/�, mGluR4 �/�, mGluR4 �/�, mGluR7 �/�,
mGluR7 �/�, mGluR8 �/�, mGluR8 �/�, or mGluR8 �/� mice. A PTZ
dose of 70 mg/kg induced clonic seizures of �5 sec duration in at least
90% of all of the mGluR mutant and wild-type mice. Anticonvulsant
drugs were given 1 hr before PTZ. Doses used in mGluR7 �/�,
mGluR7 �/�, and mGluR7 �/� mice treated with 40 mg/kg PTZ were as
follows: valproate (VPA; Depakine, Sanofi, Paris, France) (500 mg/kg,
p.o.), ethosuximide (ESM; Galenica, Berne, Switzerland) (500 mg/kg,
p.o.), clonazepam (CZP; Rivotril, Roche, Gipf-Oberfrick, Switzerland)
(0.1 mg/kg, p.o.). In the experiment in which mGluR7 mutant mice were
given 70 mg/kg PTZ (see Fig. 4, black bars), at 1 hr before PTZ the mice
received placebo (water, p.o.), 500 mg/kg VPA, 750 mg/kg ESM, or 1
mg/kg CZP. In this experiment the dosing of ESM and CZP was
increased to assure maximum chances of success for counteracting the
seizures in mGluR7 �/� mice. Note that a dose of 70 mg/kg PTZ is far
above threshold in mGluR7 �/� mice. Bicuculline (Sigma, St. Louis, MO)
was given subcutaneously at 2.5 mg/kg (mGluR7 �/� and mGluR7 �/�

mice) or 3.5 mg/kg [Maus Auszucht Geigy (MAG) mice]. (R,S)-4-
phosphonophenylglycine (PPG; Tocris, Bristol, UK) was dissolved in
0.9% NaCl, pH-adjusted to 6–7, and injected intracerebroventricularly
into the mice under light Fluothane anesthesia. Injection volume was 2.5
�l /mouse. Intracerebroventricular administration of PPG in 0.9% NaCl
or placebo (0.9% NaCl) occurred 15 min before PTZ was given. Doses
required to evoke seizures in �80% of anesthetized (and 0.9% NaCl
placebo injected intracerebroventricularly) wild-type (OF-1, MAG,
129Ola�C57BL/6) or heterozygous mGluR4, mGluR7, or mGluR8 mu-
tant mice with different and mixed genetic backgrounds including 129Sv/
J�CD-1 (mGluR4), 129Ola�C57BL/6 or 129Ola�BALB/c (mGluR7),
and 129Sv/J�C57BL/6 (mGluR8) were 60 mg/kg (for 129�CD-1) and 70
mg/kg (for all others). Concentrations and application modes are indi-
cated in the text and legends. All whole animal experiments were
approved and conducted according to the Swiss legislation and guide-
lines on animal experimentation.
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Seizure scoring

Mice were considered protected from seizures and scored as such when
neither clonic nor clonic-tonic seizures were observed within the first 10
min after PTZ treatment and within 30 min after bicuculline treatment.
After PTZ or bicuculline treatment, clonic convulsions (myoclonic jerks,
forelimb clonus) of �5 sec duration and clonic-tonic (hindlimb exten-
sion) convulsions were scored by using behavioral monitoring, as de-
scribed previously (Schmutz et al., 1990).

EEG recordings

Stainless steel screw electrodes were implanted bilaterally over the fron-
tal and parietal cortex under isoflurane/O2/N2O (0.5 l /min) anesthesia.
An indifferent electrode served as ground electrode and was positioned
at bregma F1.6/ l2.5. All screw electrodes were connected by insulated
stainless steel wiring to a four-pole socket embedded in dental cement.
The electroencephalogram (EEG) that was analyzed was the differential
between the frontal (bregma F � 1.0/ l3.2) and parietal (F � 3.0/ l3.2)
electrodes of the same hemisphere compared with the combined refer-
ence electrodes. Bipolar leads from the mice were recorded via cables
connected to a slipstring system, at the earliest 21 d after the operation.
The behavior of the animals, which were housed singly in wooden
observation cages measuring 32 � 32 � 40 cm, was observed over a
closed circuit TV system. The EEGs were amplified by an isolated
four-channel bipolar EEG amplifier (Spectralab EEG-2104, Kilchberg,
Switzerland), recorded on a thermorecorder (MTK95, Astromed), and
collected on a personal computer.

RESULTS

Generation of mGluR7�/� mice

mGluR7�/� mice were generated by homologous recombination
(Fig. 1a). They completely lacked mGluR7 mRNA (Fig. 1d–f) in
agreement with previously shown in situ hybridization results
(Masugi et al., 1999). mGluR7a (Fig. 2a–c) and mGluR7b pro-
teins (data not shown) were absent in mGluR7�/� mice. Brain
mRNA expression levels for other group III mGluRs (mGluR4
and mGluR8) were unchanged (Fig. 1d). Gross histological ab-
normalities in brains of mice aged 12 weeks were not apparent,
neither in standard hematoxylin and eosin-stained sections nor
after immunohistology. The latter analysis included antibodies
specific for the group III mGluRs mGluR4a and mGluR8a, re-
spectively, as well as antibodies directed against other mGluR
subtypes (Shigemoto et al., 1997) (data not shown).

Previous observations in 6- to 8-week-old animals from our
colony also had not revealed any histological abnormalities (Ma-
sugi et al., 1999). Aging and health status of mGluR7�/� mice did
not differ from mGluR7�/� littermates, except for a slight reduc-
tion in body weight (mGluR7�/�, 25 � 4 gm, n 	 10 vs
mGluR7�/�, 31 � 3 gm, n 	 9; age 4 months) and poor fecundity.
There was no major morbidity except for seizures in mice aged
from 10 to 12 weeks and abnormal fear and conditioned taste
aversion responses in mice aged 6–8 weeks (Masugi et al., 1999).

An epilepsy-prone phenotype of mGluR7�/� mice

Spontaneous seizures were precipitated repeatedly in standard
pathogen-free (SPF) mGluR7�/� mice. The seizures were ob-
served in mice aged from 10 weeks to 9 months (oldest age that
was examined), but not in 6- to 8-week-old mGluR7�/� mice.
They were never observed in mGluR7�/� or mGluR7�/� litter-
mates, but an observer (unaware of the genotype) was able to
detect the phenotype in 17 of 20 mGluR7�/� mice.

These sensory stimulus-evoked seizure episodes occurred after
cage transfer. The seizures were clonic (myoclonic jerks, forelimb
clonus) and sometimes tonic in nature. A lag phase of �3 d
generally was required before mGluR7�/� mice showed renewed
susceptibility to the same type of stimulus. Whatever its chemical
nature (so far unresolved), it derived from the bedding material

and, most likely, was olfactory in nature (data not shown). Its
further characterization proved difficult because of the variability
that was seen in seizure frequency with different batches of
bedding material. Interestingly, a series of other visual, vestibular,
and olfactory sensory stimuli that were tested failed to identify
another stimulus that was evoking seizures (data not shown). In
contrast, two chemical convulsants reproducibly evoked seizures
in mGluR7�/� mice at doses that were significantly below thresh-
old for mGluR7�/� and mGluR7�/� mice (see below).

The epilepsy-prone phenotypes appeared in mGluR7�/� mice
derived from two independently targeted ES cell clones and in
mutants with different genetic backgrounds [in 129Ola�C57BL/6
hybrid mice and in mice back-crossed for several generations on
either C57BL/6 (F3–F14) or BALB/c (F6)].

The mouse mGluR7 gene was localized to chromosome 6E1
(Fig. 2f), and 70 kb of 129Ola mouse genomic DNA was se-
quenced around the disrupted mGluR7 exon (S. D. McDonald, S.
Goff, H. van der Putten, unpublished results). Neither procedure
provided links to genes (other than the mGluR7 gene) known for
predisposing to epilepsy (Allen and Walsh, 1996; McNamara and
Puranam, 1998; Bate and Gardiner, 1999; Frankel, 1999), strongly

Figure 2. Lack of mGluR7 protein in mGluR7 �/� mice. a–d, Immuno-
cytochemical analysis comparing reactivity of the mGluR7a-specific an-
tibody in a brain section of a mGluR7 �/� mouse (a and hippocampus
shown enlarged in c) and lack of reactivity in mGluR7 �/� mouse brain (b
and hippocampus shown enlarged in d). Scale bars: 2 mm (white horizontal
line in a, b) and 400 �m (black horizontal line in c, d), respectively. e,
Immunoblot that uses a polyclonal rabbit mGluR7a-specific antibody
(Shigemoto et al., 1996, 1997; Kinoshita et al., 1998) of homogenates of
mGluR7 �/� (wt) and mGluR7 �/� (ko) brain regions, including cerebel-
lum [lanes 1, 4; serving also as a negative control because this brain region
contains undetectable levels of mGluR7a (Kinoshita et al., 1998)], hip-
pocampus (lanes 2, 5), and the other combined brain regions without
hippocampus and cerebellum (lanes 3, 6 ). The arrow indicates the posi-
tion in the gel of the bulk of mGluR7a protein. f, Localization of the
mouse mGluR7 gene to chromosome 6E1 by fluorescent in situ hybrid-
ization (FISH). White arrows indicate the position of the fluorescent
signal on chromosome 6.
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suggesting that it is the homozygous mutant mGluR7 genotype
that determines the epilepsy-prone phenotype in these mice.

mGluR7�/� mice have a lower seizure threshold
for convulsants

The initial discovery of sensory stimulus-evoked seizures was not
suitable as an experimental paradigm for further studies, first
because of the unresolved chemical nature of the stimulus and
second because of the great degree of variability in seizure
incidence of mGluR7�/� mice housed in different environments.
Nevertheless, our initial findings in SPF-housed mGluR7�/�

mice suggested a significantly reduced threshold for seizures in
these mice. Our failure to identify another defined sensory stim-
ulus that could provoke seizures reproducibly in mGluR7�/�

mice prompted us to test subconvulsant doses of two drugs,
pentylenetetrazole (PTZ) and bicuculline.

When administered intraperitoneally at a dose of 40 mg/kg,
PTZ is generally subthreshold for inducing clonic seizures in
control animals. In mice 12 weeks and older, it induced seizures
in 1 of 40 mGluR7�/� and in 4 of 49 mGluR7�/� mice. In
contrast, it evoked seizures in the majority of mGluR7�/� litter-
mate mice (43 of 58; 74%) (Fig. 3a). Note that all of these mice
were aged 10 weeks or older before testing to assure development
of the epilepsy-prone phenotype in mGluR7�/� mice. The PTZ-
evoked seizures in mGluR7�/� mice were frequently both clonic
and tonic in nature and were followed by death (
50% of the
mice). For comparison, in mGluR7�/� and mGluR7�/� mice, 70
mg/kg PTZ was required to produce seizures that consistently
were generally only clonic in nature.

In mice aged 6 weeks the PTZ (40 mg/kg) failed to evoke
seizures in a statistically significant manner (Kruskal–Wallis one-
way ANOVA on ranks, p 	 0.407). In only 1 of 10 mGluR7�/�

mice were the seizures observed. When this mouse was elimi-
nated from the group and the others were retested (40 mg/kg
PTZ) at age 10 weeks, six of nine mGluR7�/� mice showed
clonic seizures. In parallel and at both ages only one mouse of two
groups of n 	 10 mGluR7�/� mice (MAG; parental strains, NIH
and Maus Inzucht Geigy) and no mGluR7�/� mice showed
seizures ( p 	 0.003, Kruskal–Wallis one-way ANOVA on ranks
revealed a significant difference among the genotypes; p 	 0.023,
Mann–Whitney rank–sum test for �/� vs �/�).

Five different groups (n 	 9–10 per group and genotype) of

Figure 3. Increased PTZ susceptibility of mGluR7 �/� mice to convul-
sant drugs. a, Age-dependent development of a seizure-prone phenotype
in mGluR7 �/� mice (129Ola�C57BL/6 and 129Ola�BALB/c mixed
strain backgrounds). Groups of 8–10 mGluR7 �/�, mGluR7 �/�, and
mGluR7 �/� mice aged 6, 10, and older than 12 weeks (this last group
included a group of nine mGluR7 �/� and nine mGluR7 �/� mice aged 36
weeks) were given PTZ (40 mg/kg, i.p.). Seizures (tonic in mGluR7 �/�

and mGluR7 �/� mice, and either tonic or tonic-clonic in mGluR7 �/�

mice) were scored behaviorally. Animals were considered protected from
the convulsant effect of PTZ when neither clonic nor clonic-tonic convul-
sions were observed within the first 10 min after PTZ (Schmutz et al.,
1990). The numbers above the bars correspond to the number of mice
tested in an age group. The group aged 
12 weeks included groups of
mGluR7 �/�, mGluR7 �/�, and mGluR7 �/� mice aged 12–14, 14–18, and
22–24 weeks, respectively. It also included one group aged 36 weeks, of
nine mGluR7 �/� and nine mGluR7 �/� mice, but no mGluR7 �/� mice.
Of these mice, one of nine mGluR7 �/� and eight of nine mGluR7 �/�

showed seizures. Confidence limits in the groups of 
12 weeks were
�10% for the mGluR7 �/� groups and �15% for the mGluR7 �/� groups.

4

b, Electrographic seizures in mGluR7 �/� mice. EEGs recorded for 1
week and for 24 hr continuously in freely moving mGluR7 �/� and
mGluR7 �/� mice (each group n 	 4, aged 16–20 weeks) revealed no
spontaneous epileptiform activity (data not shown). After the 1 week of
recording the same mice were given 40 mg/kg PTZ, and the seizures were
recorded by behavior as well as by electroencephalography. For each
genotype group two representative EEG recordings from two different
individuals are shown, starting at 210 sec after PTZ injection. The top two
traces are from two different mGluR7 �/� mice; the bottom two traces are
from two different mGluR7 �/� mice. The first mGluR7 �/� mouse (top
trace) had tonic-clonic seizures; the second mGluR7 �/� mouse (second
trace from top) had clonic seizures manifested behaviorally as body jerks
(arrowheads in EEG). None of the mGluR7 �/� mice (bottom two traces)
showed epileptiform activity. Time scale is shown in seconds, and ampli-
tude is in microvolts. c, Increased susceptibility to seizures for the
GABAA receptor antagonist bicuculline, as shown by comparing two
groups of 10 mGluR7 �/� and mGluR7 �/� mice (aged 14–16 weeks) that
were given 2.5 mg/kg bicuculline. Seizures were scored behaviorally.
Plotted is the time in minutes for individual animals to develop clonic
seizures. Observation time was 30 min after drug application, and mice
plotted at this value were without seizures.
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mGluR7�/�, mGluR7�/�, and mGluR7�/� mice were tested at
ages 12–36 weeks, and the overall results are shown (Fig. 3a). One
of 40 (2.5%) mGluR7�/� and 4 of 49 (8%) mGluR7�/� mice
showed seizures (clonic only). In contrast, 37 of 49 (75%)
mGluR7�/� mice showed clonic seizures that often (in 
60% of
these mice) progressed to tonic seizures. Often, mGluR7�/� mice
with tonic seizures died. Statistical significance for the results in
the groups aged 
12 weeks is given by pairwise comparison of
the genotype groups with the Mann–Whitney rank–sum test
( p 	 � 0.001 for the �/� vs �/� and the �/� vs �/� groups;
p 
 0.05 and no statistical significance when comparing �/� and
�/� groups). At age 36 weeks, differences in PTZ sensitivity
remained statistically significant ( p 	 0.002, Mann–Whitney
rank–sum test; comparison of a single group of nine mGluR7�/�

and nine mGluR7�/� mice).
Spontaneous epileptiform activity was not detected during 1

week of continuous (24 hr/d) EEG recordings by using bilaterally
implanted frontal and parietal electrodes in mGluR7�/� (n 	 4)
and mGluR7�/� (n 	 4) mice. A subsequent injection of PTZ (40
mg/kg, i.p.) rapidly triggered epileptiform discharges and seizure
manifestations that were specific to the mGluR7�/� mice. The
same dose of PTZ injected into the mGluR7�/� mice triggered
no detectable discharges (Fig. 3b), indicating a significantly re-
duced threshold for PTZ-induced discharges and seizures in the
mGluR7�/� mice.

Susceptibility to seizures also was increased for the competitive
GABAA receptor antagonist bicuculline. Two groups of 10
mGluR7�/� and mGluR7�/� mice (aged 14–16 weeks) were
given 2.5 mg/kg bicuculline subcutaneously and were observed
for 30 min. The latency to first seizure was plotted (Fig. 3c) for
individual animals showing clonic seizures. Mice plotted at the 30
min value were without seizures. The median (horizontal bar in
bold) for each group was 4 min (mGluR7 �/�, 25% at 4 min and
75% at 5 min) versus 26 min (mGluR7 �/�, 25% at 8 min and 75%
at 30 min), respectively (Mann–Whitney rank–sum test, p 	

0.003). For reference, nine of nine mGluR7�/� MAG mice
treated with the same lot, and for MAG mice a standard suprath-
reshold dose of 3.5 mg/kg bicuculline, showed clonic seizures
with a mean onset time of 3.2 min (data not shown).

Effects of standard anticonvulsant drugs

Three widely used mechanistically different antiepileptic drugs
(White, 1997), ethosuximide (ESM), clonazepam (CZP), and
valproate (VPA), were tested in mGluR7�/� mice for protection
from PTZ-evoked seizures (Fig. 4).

First (Fig. 4a,b, gray bars), three groups of 10 mGluR7�/� and
10 mGluR7 �/� mice (all aged 14–20 weeks) received pretreat-
ment (1 hr before 40 mg/kg PTZ, i.p.) with an antiepileptic drug
(CZP, 0.1 mg/kg, p.o.; ESM, 500 mg/kg, p.o.; VPA, 500 mg/kg,
p.o.). In parallel, another group of 10 mGluR7�/� and 10
mGluR7�/� mice and, in addition, 10 mGluR7�/� wild-type
(MAG) mice received a placebo (Methocel as reference for ESM
and CZP; water compared with VPA). At 1 hr after placebo or
anticonvulsant drug treatment all of the mice were given PTZ (40
mg/kg, i.p.). PTZ induced seizures in 60–90% of each of the
placebo-treated mGluR7�/� groups (n 	 3 � 10), but not in any
of the placebo-treated mGluR7�/� (n 	 3 � 10) or mGluR7�/�

(MAG; n 	 3 � 10) mice. ESM, CZP, and VPA protected 100%
of the mGluR7�/� mice (n 	 10 per group and compound) from
PTZ-induced seizures (statistical significance for each drug-
treated versus placebo group is given by p � 0.05, Mann–Whitney
rank–sum test).

All three anticonvulsant drugs also provided protection in
mGluR7�/� mice when challenged with 70 mg/kg PTZ (Fig.
4a,b, black bars), a dose that evoked clonic seizures in at least
90% all mGluR7�/� (Fig. 4b) and mGluR7�/� mice (data not
shown). In this experiment we increased the dose of ESM (to 750
instead of 500 mg/kg) and CZP (to 1 mg/kg instead of 0.1
mg/kg). VPA dosing (500 mg/kg) was not increased, because this
can cause lethality in mice. Given that all three anticonvulsants
protected mGluR7�/� mice from either 40 or 70 mg/kg PTZ-

Figure 4. The actions of three standard anticonvulsants are unimpaired
in mGluR7 �/� mice. a, b, Plotted is the percentage of mice with seizures,
scored behaviorally, for a period of 10 min in response to PTZ (40 or 70
mg/kg) given intraperitoneally. The number above each bar indicates the
group size. The gray bars represent groups of mice given 40 mg/kg PTZ
that were pretreated 1 hr before PTZ with either placebo (Methocel in
two groups of n 	 10 per genotype and as reference for ESM and CZP;
water was the placebo in one group of n 	 10 per genotype and compared
with VPA) or anticonvulsant (0.1 mg/kg CZP, p.o.; 500 mg/kg ESM, p.o.;
or 500 mg/kg VPA, p.o.). The black bars in a and b represent groups of
10 mice per genotype that had received PTZ (70 mg/kg, i.p). At 1 hr
before PTZ all of the mice in a group had received the placebo (water,
p.o.), CZP (1 mg/kg, p.o.), ESM (750 mg/kg, p.o.), or ESM (500 mg/kg).
Unlike in mGluR7 �/� mice (b), the 40 mg/kg PTZ dose is below
threshold for inducing seizures in mGluR7�/� ( a) and wild types
(mGluR7 �/� mice; data not shown). Therefore, mGluR7 �/� mice dis-
played no seizures, regardless of pretreatment with placebo or anticon-
vulsant. In contrast, 70% of all mGluR7 �/� mice showed clonic or
clonic-tonic seizures when given placebo (b). The injection of 70 mg/kg
PTZ evoked seizures (clonic in mGluR7 �/� and mGluR7 �/� mice; clonic
or clonic-tonic in mGluR7 �/� mice) in at least 90% of all placebo-treated
mice, regardless of their mGluR7 genotype. CZP, ESM, and VPA fully
protected from PTZ-induced clonic seizures in mGluR7 �/� (black bars in
a) and mGluR7 �/� mice (data not shown) as well as from PTZ-induced
clonic or clonic-tonic seizures in mGluR7 �/� mice.
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induced seizures, we conclude that mGluR7 receptors do not
contribute significantly to mechanisms underlying the action of
these antiepileptics.

Anticonvulsant effects of PPG are diminished greatly in
mGluR7�/� mice

The group III mGluR selective agonist PPG has shown potent
and sustained anticonvulsant actions in several rodent models of
epilepsy (Chapman et al., 1999; Gasparini et al., 1999). Therefore,
we compared its anticonvulsant action against PTZ-evoked sei-
zures in mGluR7�/� mice and two other mGluR group III
mutant mice, the mGluR4�/� and mGluR8�/� mutants. All of
the mice used in these experiments were aged from 12 to 20
weeks before testing to allow for development of the seizure-
prone phenotype in the mGluR7�/� mice. Also, we tested dif-
ferent doses of PTZ to determine, in each of the strain back-
grounds of the different mutants, a dose that evoked clonic
convulsions in 80% or more of the mice under the experimental
conditions that were used, i.e., light Fluothane anesthesia, intra-
cerebroventricular injection of placebo (0.9% NaCl), followed 15
min later by intraperitoneal injection of PTZ. Determining these
experimental conditions was necessary because PPG is not active
when given systemically (Gasparini et al., 1999), and, when given
intracerebroventricularly, it requires brief anesthesia that in-
creases PTZ thresholds (data not shown). In addition, PTZ
thresholds depend on multiple chromosomal loci that differ be-
tween mouse strains (Kosobud et al., 1992; Ferraro et al., 1999),
and mGluR4 �/�, mGluR7�/�, and mGluR8�/� mutant mice
have mixed and different genetic contributions from a number of
strains. Accordingly, the PTZ doses required under our experi-
mental conditions were 60 mg/kg in mGluR4 mutants (129Sv/
J�CD1) and 70 mg/kg in mGluR7 [129Ola�C57BL/6 and
(129Ola�C57BL/6)�BALB/c] and mGluR8 [(129�C57BL/
6)�C57BL/6] mutants.

Next, dose responses for PPG (see Gasparini et al., 1999) (data
not shown) in the different heterozygous mGluR mutant mice
revealed that 634 nmol intracerebroventricularly (2.2 mg/kg)
could protect �70% of the different heterozygous mutant mice
from seizures induced by PTZ. This protective effect of PPG was
reduced dramatically in mGluR7�/�, but not in mGluR4�/� and
mGluR8�/�, mice (Fig. 5). The loss of the anticonvulsant activity
of PPG in mGluR7�/� mice treated with 70 mg/kg PTZ was
specific to PPG because CZP, ESM, and VPA provided complete
protection in both mGluR7�/� and mGluR7�/� mice challenged
with this dose of PTZ (Fig. 4a,b; 70 mg/kg PTZ dose results are
represented by black bars in the histograms).

Altered excitability in hippocampal slices

Because of similarities between seizures observed in mGluR7�/�

mice and those known to involve limbic systems, we examined
electrophysiological responses in hippocampal slices. We focused
primarily on synaptic transmission in the CA1 region because
CA3-derived Schaffer collateral–commissural terminals are rich
in mGluR7a (Shigemoto et al., 1996, 1997) (Fig. 2c) and CA3 is
a major trigger region for discharge activity that can propagate to
CA1 and beyond in different models of epileptic discharge (Wong
and Traub, 1983; Barbarosie and Avoli, 1997). Input–output
curves relating the initial slope of the field EPSP to either stim-
ulus intensity or presynaptic fiber volley amplitude revealed no
significant differences between mGluR7�/� and mGluR7�/�

mice (Fig. 6a,b). Paired pulse facilitation was also similar between
groups. For example, with an interpulse interval of 50 msec the
facilitation ratios in CA1 were 1.45 � 0.04 (n 	 9) and 1.49 � 0.03
(n 	 9), respectively.

Next, we determined whether hippocampal slices from
mGluR7�/� mice were more excitable when the stimulus inten-
sity was increased to evoke a population spike and activate
GABAergic synapses polysynaptically (Fig. 6c,d). In the absence
of PTZ a very small secondary population spike was apparent in
8 of 11 slices from null mice (0.067 � 0.020 of the first population
spike) but only in 1 of 10 slices from controls (0.009 � 0.011 of the
first population spike; Student’s t test, p � 0.05). Thus, slices
prepared from mGluR7�/� mice were slightly more excitable
under control conditions.

Given the lower seizure threshold of mGluR7�/� mice to PTZ,
we examined the effects of PTZ on synaptic transmission in CA1.
PTZ caused a reduction in synaptic inhibition, manifest as a
concentration-dependent appearance of multiple population
spikes in both mGluR7�/� and wild-type mice (Fig. 6c,d). The
effect was such that differences in excitability between
mGluR7�/� and wild-type littermates, observed in the absence of
PTZ, were no longer evident when higher concentrations of PTZ
(1–4 mM) were used.

Figure 5. Greatly reduced anticonvulsant action of PPG in mGluR7 �/�

mice. Shown are the protective effects of 634 nmol of PPG intracerebrov-
entricularly (black bars) versus 0.9% NaCl ( gray bars) in mGluR7 �/�

mice (�/�) and the different mGluR �/� and mGluR �/� mutant mice as
indicated by the numbers 4, 7, and 8 on the horizontal axis (all mice aged
�12 weeks). PPG was given intracerebroventricularly 15 min before the
intraperitoneal injection of PTZ [60 mg/kg in mGluR4 mutants; 70
mg/kg in all wild types (�/�) and other mGluR mutants]. Seizures were
scored behaviorally for a period of 10 min (Schmutz et al., 1990). The
numbers above the bars indicate the number of mice per group. The
protective effects of PPG versus NaCl were 78% (22 of 28) versus 6% (1
of 17) in mice with one mutant mGluR7 allele and 26% (6 of 23) versus
0% (0 of 20) in mice with two mutant mGluR7 alleles. Unlike a compar-
ison of the protective effect of PPG between mGluR7 �/� and
mGluR7 �/� mice, there were no statistically significant differences in the
protective action of PPG when mGluR4 �/�, mGluR4 �/�, mGluR8 �/�,
and mGluR8 �/� groups were compared (all p 
 0.05). Confidence limits
for the groups n 
 10 were �10%. For PPG versus NaCl comparisons in
all groups, p values were �0.001 (Kruskal–Wallis one-way ANOVA on
ranks, Dunn’s test). Other values were mGluR7 �/� versus mGluR7 �/�

(wild type), p 	 0.004; mGluR7 �/� versus mGluR4 �/�, p � 0.001;
mGluR7 �/� versus mGluR8 �/�, p 	 0.014 (Mann–Whitney rank–sum
tests).
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Altered frequency-dependent facilitation in
mGluR7�/� mice

To investigate mechanisms that might underlie the changes in
excitability, we turned to a different slice preparation and studied
transmission between synaptically coupled pyramidal neurons
and bitufted interneurons in layer 2/3 of the neocortex. This
synapse contains a high density of presynaptic mGluR receptors,
including mGluR7 (Shigemoto et al., 1996), and it demonstrates
frequency-dependent facilitation (Reyes et al., 1998), which is
believed to arise from the elevation of Ca2� at the presynaptic
release site (Zucker, 1994; Fisher et al., 1997; Rozov et al., 2001).

As seen in the hippocampus (see paired pulse data in previous
section), facilitation in response to brief trains of two or three

action potentials (at 10 Hz in this preparation) was similar in
mGluR7�/� and mGluR7�/� mice, provided that the intersweep
interval time was sufficiently long (Fig. 7a; in both cases inter-
sweep interval was 30 sec). However, a marked difference was
observed among mice when recovery from facilitation was stud-
ied. In one set of experiments paired pulses were delivered with
a fixed interpulse interval of 100 msec, but the interval between

Figure 6. Increased excitability in the CA1 region of hippocampal slices
from mGluR7 �/� mice. a, Plotted is the slope of the field EPSP, recorded
in stratum radiatum, versus relative stimulus strength, expressed as a
function of the threshold intensity (i.e., the intensity at which a response
is just detectable in single records) for mGluR7 �/� and mGluR7 �/� mice.
The traces are averages of successive responses from a typical
mGluR7 �/� mouse at the times indicated (1–3); the input–output curves
show no significant difference in excitatory synaptic transmission between
wild-type (n 	 14) and null mice (n 	 12). b, Input–output curve, relating
the slope of the field EPSP to the presynaptic fiber volley amplitude. c,
Examples of somatic field recordings from wild-type (1–3) and
mGluR7 �/� mice (4–6 ) to illustrate the effects of increasing concentra-
tions of PTZ. The insets are a magnification (2.5�) of the windows shown
in c1 and c4 to illustrate the generation of multiple population spikes on
a faster time base. Field potentials were recorded from stratum pyrami-
dale and input–output curves that were constructed. Then the stimulus
intensity was set at that which produced a first population spike of �30%
of the maximum, and PTZ was applied sequentially in increasing con-
centrations. d, Pooled data for 10 wild-type and 11 mGluR7 �/� mice
(aged between 8 and 29 weeks) of the amplitude of the second population
spike, expressed as a function of the primary population spike, versus
PTZ concentration. Open symbols, mGluR7 �/� mice; filled symbols, lit-
termate wild types, throughout.

Figure 7. Altered recovery from paired pulse facilitation in mGluR7 �/�

mice. Simultaneous whole-cell paired recordings from synaptically con-
nected pyramidal and bitufted neurons in layer 2/3 of mGluR7 �/� (n 	 9)
and mGluR7 �/� (n 	 7) mice (P14; neocortex). a, Averaged EPSPs (n 	
50–100) recorded from bitufted neurons of mGluR7 �/� and mGluR7 �/�

mice in response to a train of three action potentials evoked in a project-
ing pyramidal neuron at 10 Hz. Time intervals between trains (intersweep
intervals) were 30 sec in both cases. b, Averaged EPSPs of 50–100 sweeps
recorded from bitufted neurons in response to two action potentials that
were evoked in pyramidal neurons with a 100 msec time interval. The
difference between the lef t and right traces is the intersweep interval (time
between subsequent pairs of action potentials). For the lef t traces it was 20
sec, and for the right traces it was 7 sec, as indicated above the traces. The
top traces in each box represent recordings from mGluR7 �/� mice, and
the bottom traces are from mGluR7 �/� mice. For each genotype the
representative recordings that are shown (i.e., averaged EPSPs of 50–100
sweeps) are from the same bitufted neuron. c, Time course of recovery
from facilitation measured in bitufted neurons. The ratios of the mean
EPSP amplitudes (EPSP2/EPSP1) were plotted against �t.
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paired pulses (intersweep interval) was varied between 5 and 30
sec (Fig. 7b). Averaged EPSPs recorded from the same bitufted
neuron (see lef t trace in a) in a mGluR7�/� mouse in response to
a train (10 Hz) of two action potentials delivered at 20 sec (left)
and 7 sec (right) intersweep intervals shows that the amplitude of
the first EPSP (EPSP1) and the paired pulse facilitation ratio
(EPSP2/EPSP1) were similar at 20 and 7 sec intersweep interval
times. In this mouse the EPSP1 amplitudes were 0.46 and 0.49
mV, and EPSP2/EPSP1 ratios were 2.24 and 2.12 at the 20 and 7
sec intersweep intervals, respectively. In the mGluR7�/� mouse
(bottom traces) the EPSP1 amplitude increased from 0.39 mV at
the 20 sec intersweep interval to 0.75 mV at the 7 sec intersweep
interval, and the EPSP2/EPSP1 ratio decreased from 2.61 to 1.28
at the 20 and 7 sec intersweep intervals, respectively. Overall, in
this set of experiments the EPSP1 amplitudes with the 7 sec
intersweep interval were 100 � 12% of those measured with 20
sec interval, and the EPSP2/EPSP1 ratios were 2.51 � 0.28 and
2.56 � 0.47 at the 20 and 7 sec intersweep intervals, respectively,
in mGluR7�/� mice (n 	 4). In the mGluR7�/� group the
EPSP1 amplitudes with the 7 sec intersweep interval were 59.7 �

28.3% larger than those recorded at the 20 sec interval. EPSP2/
EPSP1 ratios decreased from 2.87 � 0.88 to 1.27 � 0.03 for 20 and
7 sec, respectively. In summary, in mGluR7�/� mice the facilita-
tion recovered within 5–7 sec, as observed previously with rats
(Reyes et al., 1998). In contrast, in mGluR7�/� mice full recovery
from facilitation required 20–30 sec.

In a separate set of experiments the time course of recovery
from facilitation was calculated by using a repeated paired pulse
protocol. Every 30 sec a train of two action potentials (indicated
as EPSP1 and EPSP2) was evoked. One of several different time
intervals was chosen (�t 	 0.1, 1, 2, 5, and 10 sec, respectively)
between action potentials 1 and 2, and 50–100 individual sweeps
were averaged for each �t. The intersweep intervals thus were
kept constant at 30 sec in all of these experiments to allow the
facilitation to recover in mGluR7�/� mice also. The plot shows
the summarized results of delivering paired pulses with the dif-
ferent interpulse intervals. In mGluR7�/� mice the recovery
from facilitation was evident by 2 sec, whereas even after 10 sec
the recovery in mGluR7�/� mice was still incomplete (Fig. 7c).

DISCUSSION

Epilepsy-prone phenotype of mGluR7�/� mice, but not
other mGluR-deficient mice

In contrast to gene ablations of mGluR 1, 2, 4, 5, 6, and 8,
respectively (Aiba et al., 1994; Conquet et al., 1994; Masu et al.,
1995; Pekhletski et al., 1996; Yokoi et al., 1996; Lu et al., 1997;
Duvoisin and Zhang, unpublished observations), gene disruption
of mGluR7 predisposes to epilepsy. This points toward an im-
portant role of this particular group III mGluR in regulating the
balance between excitatory and inhibitory transmission. The re-
duced thresholds for PTZ, bicuculline, and sensory stimulus-
evoked seizures in mGluR7�/� mice are acute results of the
absence in adult tissue of a single or both isoforms of mGluR7
receptors. Alternatively, they are a consequence of absence of the
receptor throughout development. Addressing these questions
awaits the development of mGluR7-specific antagonists, condi-
tional knock-outs, or mGluR7�/� mice in which receptor expres-
sion is reconstituted in the adult.

In either case the mGluR7�/� mouse provides an interesting
model of epilepsy, given that (1) the seizure susceptibility phe-
notype develops gradually, (2) they are uniquely associated with
an ablation of this and no other mGluR subtype, and (3) when

evoked by PTZ, the seizures are responsive to representatives of
three major classes of anticonvulsants [ethosuximide is thought to
act via modulation of Na� and Ca2� channels (Coulter et al.,
1989); clonazepam, a benzodiazepine, increases the frequency of
GABAA receptor chloride channel opening and is especially
potent in preventing PTZ-induced seizures (Henriksen, 1998);
valproate is a drug with a broad preclinical and clinical profile but
is poorly understood mechanistically (McLean and Macdonald,
1986; Kelly et al., 1990; Rogawski and Porter, 1990; Van Erp et
al., 1990; Zona and Avoli, 1990)]. Apparently, mGluR7 does not
contribute significantly to mechanisms underlying the actions of
these antiepileptics.

In contrast, mGluR7 appears to be an important mediator of a
mechanistically different (and potentially clinically viable) anti-
convulsant principle, namely, the activation of group III mGluRs.
This was shown here by using the group III mGluR selective
agonist PPG, which proved effective against PTZ-induced sei-
zures in mGluR4�/�, mGluR8�/�, and mGluR7�/�, but not
mGluR7�/�, mice under experimental conditions in which PTZ
evoked primarily clonic seizures. These findings are somewhat
surprising, because PPG is least potent on mGluR7 of all of the
human and rat recombinant group III mGluRs for the inhibition
of forskolin-stimulated cAMP accumulation in mammalian cells
(Nakajima et al., 1993; Okamoto et al., 1994; Conn and Pin, 1997;
Gasparini et al., 1999). PPG also is anticonvulsant against sound-
induced seizures in DBA/2 mice and genetically epilepsy-prone
rats (Chapman et al., 1999) in the mouse maximal electroshock
model (Gasparini et al., 1999) and in the mouse PTZ model (Fig.
5). Unlike L-AP4 and L-SOP, PPG lacks proconvulsant activity,
and its anticonvulsant effects last much longer than those of
L-AP4 or L-SOP (Chapman et al., 1999; Gasparini et al., 1999).
However, PPG is not active when given systemically, and the
compound has sedative effects (Chapman et al., 1999; our unpub-
lished results). Therefore, novel compounds are needed to eval-
uate the potential of group III and, in particular, mGluR7-
selective drugs for treating epilepsy and/or other disorders
(Masugi et al., 1999). A recent finding that further strengthens a
role for mGluR7 receptors in epilepsy is its selective upregulation
in the inferior colliculus of genetically epilepsy-prone (GEP) rats.
This was shown to be associated with a prolonged anticonvulsant
effect of intracollicular administrated L-SOP against sound-
induced seizures in GEP rats (Yip et al., 2001).

One very limited gene polymorphism study in patients (Good-
win et al., 2000) could not provide a link between the mGluR7
gene and epilepsy. This also applies to other group III mGluRs.
However, the mGluR7 gene spans 600 kb (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/AceView/acegquery.cgi?db	300&ORG	hs&term	GM
M7), and more detailed studies need to be performed by using a
large number of single nucleotide polymorphisms across the locus
before any firm conclusions can be drawn regarding linkage to
disease in human.

Interestingly, mGluR4�/� compared with mGluR4�/� mutant
mice showed a differential resistance to absence-like seizures
induced by 30 mg/kg PTZ (Snead et al., 2000). This finding seems
to support a facilitating role of mGluR4 in absence-like seizures.
At higher doses PTZ (40–60 mg/kg) evoked clonic convulsions
and showed no difference in susceptibility between wild-type and
mGluR4�/� mutant mice (Snead et al., 2000). PTZ injections (60
mg/kg) in mGluR4�/� mice under our and different experimen-
tal conditions confirmed this. We failed to reveal a role for
mGluR4 in mediating the anticonvulsant action of PPG in our
PTZ paradigm, but another potent mGluR4 agonist has been
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shown to increase the latency of seizure onset in a different
PTZ-induced tonic seizure paradigm (Thomsen and Dalby,
1998). Therefore, dependent on the seizure paradigm that is
used, the role of particular group III mGluRs may differ.

This hypothesis is tempting, given findings in neuroprotection
experiments. When we used different magnitudes of a toxic
(NMDA) insult, low doses of PPG substantially reduced toxicity
in mGluR4�/� mice, but not in mGluR4�/� mice, whereas higher
doses were protective in both genotypes, suggesting that another
receptor might play a more important role in protection at higher
doses (Bruno et al., 2000).

Potential mechanisms underlying the
epileptic phenotype

The very small excitability changes detected in the untreated
mGluR7�/� hippocampal slices are consistent and correlate well
with the absence of seizures in the mGluR7�/� mice in vivo

under normal circumstances. The weak epileptogenic effects seen
in mGluR7�/� hippocampal slices with a subthreshold concen-
tration of PTZ (for control slices) are consistent with the in-
creased seizure susceptibility for PTZ in the mGluR7�/� mice in

vivo. The lack of a difference between mGluR7�/� and their
wild-type littermates in the excitability in slices exposed to PTZ
and, in particular, at higher concentrations of PTZ is suggestive
of a common expression mechanism, namely, a net reduction in
GABAergic synaptic inhibition, for the two epileptogenic situa-
tions (absence of mGluR7 and presence of PTZ).

Recovery from facilitation reflects the restoration of presynap-
tic Ca 2� levels by extrusion while synapses are not active
(Zucker, 1994; Fisher et al., 1997). Our results in the paired
stimulus paradigms (Fig. 7) are consistent with the hypothesis
that deletion of mGluR7 affects a (slow) component involved in
presynaptic Ca2� homeostasis. Resolving the underlying molec-
ular mechanism remains a challenge, not only because of the
multiple mechanisms implicated in presynaptic Ca2� regulation
(Na�–Ca 2� exchange, uptake in mitochondria, the plasma mem-
brane Ca 2� ATPase) [see Zenisek and Matthews (2000) and
references therein] but also because mGluR7 has been linked to
multiple effector pathways (Saugstad et al., 1996; Nakajima et al.,
1999; O’Connor et al., 1999; Perroy et al., 2000). Regardless of
which exact molecular mechanism will prove operational, a de-
layed recovery from facilitation as observed in mGluR7�/� slices
may account, at least in part, for an epilepsy-prone phenotype,
given that such alterations share some features that are observed
when (presynaptic) K� channels are blocked by convulsant drugs
(see, for example, Juhng et al., 1999). The mGluR7-deficient
mouse adds to a large and growing list of novel models of epilepsy
as a result of gene ablation, recently also including mice that lack
the metabotropic receptor for GABA (Prosser et al., 2001;
Schuler et al., 2001). Its uniqueness lies in the fact (1) that only
few cases have been reported in which the epileptic phenotype is
associated and/or caused by a specific presynaptic defect (such as
synapsin deficiency; Rosahl et al., 1995) and (2) that no other
mGluR gene ablation (mGluR1, 2, 4, 5, and 8) has resulted in an
epileptic phenotype despite the fact that two of these receptors
(mGluR4 and 8) have a strikingly similar presynaptic location.
Given that mGluR4, mGluR7, and mGluR8 modulate different
presynaptic parameters and show differential expression patterns
(Shigemoto et al., 1997), these receptors might serve as distinct
frequency-dependent synaptic transmission filters that accommo-
date fine tuning and information transfer under normal homeo-
static and pathological conditions (for review, see Thomson,

2000). Dissecting the molecular signaling mechanisms underlying
mGluR7 and its frequency-dependent regulation of neurotrans-
mission may shed light on why this receptor might have potential
as a drug target in epilepsy and/or other indications (Masugi et
al., 1999).
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Eight subtypes of metabotropic glutamate (mGlu) receptors have been identified 
of which two, mGlu5 and mGlu7, are highly expressed at synapses made between 
CA3 and CA1 pyramidal neurons in the hippocampus. This input, the Schaffer 
collateral-commissural pathway, displays robust long-term potentiation (LTP), a 
process believed to utilise molecular mechanisms that are key processes involved 
in the synaptic basis of learning and memory. To investigate the possible function 
in LTP of mGlu7 receptors, a subtype for which no specific antagonists exist, we 
generated a mouse lacking this receptor, by homologous recombination. We 
found that LTP could be induced in mGlu7-/- mice and that once the potentiation 
had reached a stable level there was no difference in the magnitude of LTP 
between mGlu7-/- mice and their littermate controls. However, the initial 
decremental phase of LTP, known as short-term potentiation (STP), was greatly 
attenuated in the mGlu7-/- mouse. In addition, there was less frequency facilitation 
during, and less post-tetanic potentiation following, a high frequency train in the 
mGlu7-/- mouse. These results show that the absence of mGlu7 receptors results 
in alterations in short-term synaptic plasticity in the hippocampus. 
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INTRODUCTION 

It is widely believed that synaptic plasticity is the primary mechanism utilised by the brain to 

enable the acquisition and storage of information. Most information concerning the molecular and 

cellular basis of synaptic plasticity has been derived from studies of long-term potentiation (LTP) 

in the hippocampus[1,2,3]. LTP is an increase in synaptic efficiency that is induced within a 

minute and lasts for many hours or days. In most hippocampal pathways, such as the Schaffer 

collateral-commissural inputs from CA3 to CA1 neurons, the induction of LTP requires the 

transient synaptic activation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors[1,2,3]. This results in a 

persistent increase in the amplitude of α-amino-3-hydrox-5-methyl-4-isoxazolepropionate 

(AMPA) and NMDA receptor�mediated synaptic transmission. The mechanisms that are 

involved following the activation of NMDA receptors, to result in the long-lasting increase in 

synaptic efficiency, are not fully understood but are the subject of intense investigation[4,5,6,7]. 

In addition to NMDA receptors, there is considerable evidence that mGlu receptors are also 

involved in the induction of LTP, under certain circumstances. The most direct evidence comes 

from studies using the mGlu receptor antagonist α-methyl-4-carboxyphenylglycine (MCPG), 

which has been shown to block the induction of LTP under some[8,9,10] but not all[10,11,12] 

conditions.  

MCPG is a �broad spectrum� antagonist since it acts on several (mGlu1, mGlu2, mGlu3, 

mGlu5, and mGlu8) of the mGlu receptors subtypes (mGlu1-mGlu8) that have been identified by 

cloning[13]. Since the discovery of MCPG[14], there have been many more mGlu receptor 

antagonists developed, including some that are specific for a single mGlu receptor 

subtype[13](see also URL: http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/pharmacology/mGlu.html). 

However, potent subtype-specific mGlu receptor antagonists are still lacking for many of the 

mGlu receptor subtypes, in particular mGlu7. An alternative strategy to investigate the functional 

roles of mGlu receptors is to use homologous recombination gene targeting. This has the 

advantage of a highly specific elimination of the receptor of interest but the disadvantage of 

potential developmental compensation. Most of the members of the mGlu receptor family have 

been �knocked out� and the effects of the deletion on synaptic function investi-

gated[15,16,17,18,19](see also URL: http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/tools.html). At 

CA1 synapses the two mGlu receptors that are expressed at the highest levels are mGlu5 and 

mGlu7[20,21,22,23]. Thus, these are the two most likely mGlu receptor subtypes to be involved 

in the induction of LTP at these synapses. Deletion of mGlu5 receptors prevents the induction of 

LTP of NMDA receptor�mediated synaptic transmission without affecting LTP of AMPA 

receptor�mediated synaptic transmission[24]. However, the function of mGlu7 receptors in 

synaptic plasticity at CA1 synapses is unknown. 

We have generated an mGlu7 knockout[25]. Previously we have reported that this knockout 

results in deficits in taste aversion and fear responses[26] and a predisposition to epilepsy[25]. In 

the present study, we have compared LTP at CA1 synapses in this knockout. We find that LTP 

can be induced normally in the mGlu7 knockout. However, there is an impairment of the earliest 

phase of LTP, known as short-term potentiation (STP), and an impairment in both frequency 

facilitation and post-tetanic potentiation.  

METHODS 

Mice were generated by homologous recombination gene targeting as described previously[25]. 

Slices (400 µm thick) were prepared from the hippocampi of 5�10 week old mutant mice and 

littermate wildtypes using standard procedures. The slices were submerged in a medium which 

comprised (mM): NaCl 124; KCl 3; NaHCO3 26; NaH2PO4 1.4; MgSO4 1; CaCl2 2; D-glucose 

10; (bubbled with 95% O2/5% CO2; pH 7.4), and were perfused at a rate of approximately 4 ml 

http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/pharmacology/mGlu.html
http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/tools.html
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min
-1

 (29�31°C). Extracellular recordings were obtained from stratum radiatum of area CA1 in 

response to low frequency (0.033 Hz) stimulation of the Schaffer collateral-commissural 

pathway. Measurements of the slope of the field EPSP were used throughout. Tetanic stimulation 

(100 Hz, 1 s, test intensity) was delivered at the times indicated by arrows (Fig. 1a,b). Data 

acquisition and analysis was performed using the �LTP� program (URL: http://www.ltp-

program.com/). For each protocol, one slice was used per animal, hence n values give the number 

of slices/mice used. Statistical significance was determined using a repeated measures ANOVA 

and unpaired Students t-tests. * Denotes p < 0.05. Animals were genotyped by PCR and 

presented to the experimenter in a randomised and blind manner. 

RESULTS 

We have reported previously that there are no obvious differences in basal synaptic properties in 

the CA1 region of hippocampal slices[25]. We applied a single tetanus (100 Hz, 1 s, test 

intensity) to mGlu7 receptor knockouts (n = 12) and littermate controls (n = 14). The level of 

LTP, measured at 60 min following tetanic stimulation, was not significantly different between 

groups (Fig. 1). However, the initial phase of potentiation, which is commonly referred to as STP, 

was markedly reduced in the mutant mice. For example, the initial measure of potentiation, 

obtained between 0.5 and 2 min, for the respective groups was 89 ± 15% and 163 ± 21% (p < 

0.01) and the differences remained statistically different for 16 min following tetanic stimulation 

(Fig. 1). 

To determine whether there were differences in the synaptic responses during, and shortly 

following, high frequency transmission in the two groups of mice a second set of experiments 

were performed. In these experiments, LTP was firstly saturated by applying multiple tetani, so 

that high frequency responses could be analysed without the complications of the induction of 

LTP or the presence of pharmacological antagonists. Twenty shocks delivered at 100 Hz were 

followed by a test pulse delivered either 50 or 500 ms later. During the high frequency train, the 

size of individual AMPA receptor�mediated EPSPs increased and then decreased in both groups. 

However, from approximately 30�40 ms into the train, the EPSPs were smaller, relative to the 

first EPSP of the train, in the mutant mice (Fig. 2). The post-tetanic response, assessed as the ratio 

of the test EPSP to the first EPSP in the train, was also reduced in the mutant mice (Fig. 2); the 

ratios obtained, using respective interpulse intervals of 50 and 500 ms, were 2.16 ± 0.01 and 0.88 

± 0.07 for wild-type (n = 8) and 1.43 ± 0.11and 0.65 ± 0.05 for mutant (n = 8) mice (p < 0.05). In 

addition to changes in EPSPs, there was also a reduction in the size of the summated IPSPs 

during and following the train in mutant mice (Fig. 2). 

DISCUSSION 

In the present study we have identified differences in the response to high frequency stimulation 

between mGlu7 knockout mice and their wildtype littermates. The absence of mGlu7 receptors 

was associated with a depression in synaptic transmission during and following the high 

frequency train and a reduction in STP.  

Although these effects can be attributed to the absence of mGlu7 receptors it is not possible 

to determine whether it is the acute loss of these receptors or a consequence of their absence 

during development that leads to these alterations in synaptic transmission and plasticity. This 

will require the development of conditional mGlu7 receptor knockout mice or specific mGlu7 

receptor antagonists. However, some discussion of this issue is warranted. Although there are 

currently no selective mGlu7 receptor antagonists, compounds that inhibit mGlu7 receptors 

together with other mGlu receptor subtypes do exist. The most potent of these is LY341495, with 
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FIGURE 1. STP is reduced in mGlu7 knockout mice. Representative examples of individual experiments are shown for wildtype (a) 
and mGlu7 knockout (b) mice. The corresponding pooled data for 14 slices from wildtype (c) and 12 slices from mGlu7 knockout (d) 

mice are superimposed (e) to illustrate the extent of the deficit in STP.  

 

an IC50 of approximately 1 µM[27] at mGlu7 receptors. LY341495 (100 µM) does not affect STP 

or LTP at CA1 synapses[28]. This suggests that either the effects observed with the mGlu7 

knockout are developmental in origin or that the effects of LY341495 on mGlu7 receptors is 

compensated for by the simultaneous antagonism of other mGlu receptor subtypes.  

If the alterations in the mGlu7 receptor knockout are due to the acute loss of receptor (i.e., 

would be mimicked by a specific mGluR receptor antagonist) the implication is that mGlu7 
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FIGURE 2. High frequency synaptic transmission is reduced in mGlu7 knockout mice. Pooled traces illustrating reduced AMPA 

receptor�mediated EPSPs during the train and in response to the test pulse for 8 slices from wildtype (a) and 8 slices from mGlu7 

knockout (b) mice. The ratio of each EPSP in relation to the initial response of each train is shown superimposed (c). 

 

 

receptors function as facilitatory autoreceptors at these synapses. Their well-established 

presynaptic location[21,29] close to release sites[21], together with their low affinity for L-

glutamate, makes them ideally placed to function as autoreceptors. How their activation could 

lead to enhanced L-glutamate release is a matter for speculation. One possibility, based on work 

using retinal horizontal cells, is via stimulation of guanylyl cyclase, elevation of cGMP and 

inhibition of potassium channels[30].  

The alterations in the activation of AMPA and GABA receptors during the high frequency 

train means that it is likely that the level of activation of NMDA receptors was also different[1]. 

Presumably, in both sets of mice there was sufficient synaptic activation of NMDA receptors for 
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LTP to be induced normally. However it is possible that with different patterns of activation, such 

as those closer to the threshold for LTP induction, differences in LTP might be observed.  

An interesting observation, under the conditions of the present experiments, is that the stable 

level of LTP generated was not directly related to the initial level of STP. Treatments that affect 

tetanus-induced synaptic potentiation generally either depress STP and LTP in parallel or, like 

many protein kinase inhibitors and targeted deletions of protein kinase genes, selectively block 

LTP[31,32,33,34,35,36]. This has led to the belief that STP and LTP are serial processes where 

STP is required for, but does not necessarily lead to, LTP[37,38]. The present results suggest, 

however, that the level of STP can be regulated independently of the level of stable LTP. 

In conclusion, our experiments suggest that mGlu7 receptors influence high frequency 

synaptic transmission and short-term synaptic plasticity in the hippocampus. 

ACKNOWLEDGEMENTS 

Supported by the MRC. 

 

REFERENCES 

 

1. Bliss, T.V. and Collingridge, G.L. (1993) A synaptic model of memory: long-term potentiation in the 

hippocampus. Nature 361, 31�39.     

2. Kullmann, D.M., Asztely, F., and Walker, M.C. (2000) The role of mammalian ionotropic receptors in 

synaptic plasticity: LTP, LTD and epilepsy. Cell. Mol. Life Sci. 57, 1551�1561.  

3. Luscher, C., Nicoll, R.A., Malenka, R.C., and Muller, D. (2000) Synaptic plasticity and dynamic 

modulation of the postsynaptic membrane. Nat. Neurosci. 3, 545�550. 

4. Sanes, J.R. and Lichtman, J.W. (2000) Can molecules explain long-term potentiation? Nat. Neurosci. 2, 

597�604.   

5. Gnegy, M.E. (2000) Ca2+/calmodulin signaling in NMDA-induced synaptic plasticity. Crit. Rev. Neurobiol. 

14, 91�129.  

6. MacDonald, J.F., Kotecha, S.A., Lu, W.Y., and Jackson, M.F. (2001) Convergence of PKC-dependent 

kinase signal cascades on NMDA receptors. Curr. Drug Targets 2, 299�312. 

7. Winder, D.G. and Schramm, N.L. (2001) Plasticity and behavior. New genetic techniques to address 

multiple forms and functions. Physiol. Behav. 73, 763�780. 

8. Bashir, Z.I., Bortolotto, Z.A., Davies, C.H., Berretta, N., Irving, A.J., Seal, A.J., Henley, J.M., Jane, D.E., 

Watkins, J.C., and Collingridge, G.L. (1993) Induction of LTP in the hippocampus needs synaptic 

activation of glutamate metabotropic receptors. Nature 363, 347�350. 

9. Sergueeva, O.A., Fedorov, N.B., and Reymann, K.G. (1993) An antagonist of glutamate metabotropic 

receptors, (RS)-alpha-methyl-4-carboxyphenylglycine, prevents the LTP-related increase in postsynaptic 

AMPA sensitivity in hippocampal slices. Neuropharmacology 32, 933�935. 

10. Bortolotto, Z.A., Bashir, Z.I., Davies, C.H., and Collingridge, G.L. (1994) A molecular switch activated by 

metabotropic glutamate receptors regulates induction of long-term potentiation. Nature 368, 740�743. 

11. Selig, D.K., Lee, H.K., Bear, M.F., and Malenka, R.C. (1995) Reexamination of the effects of MCPG on 

hippocampal LTP, LTD, and depotentiation. J. Neurophysiol. 74, 1075�1082. 

12. Thomas, M.J. and O'Dell, T.J. (1995) The molecular switch hypothesis fails to explain the inconsistent 

effects of the metabotropic glutamate receptor antagonist MCPG on long-term potentiation. Brain Res. 695, 

45�52. 

13. Schoepp, D.D., Jane, D.E., and Monn, J.A. (1999) Pharmacological agents acting at subtypes of 

metabotropic glutamate receptors. Neuropharmacology 38, 1431�1476.  

14. Eaton, S.A., Jane, D.E., Jones, P.L., Porter, R.H., Pook, P.C., Sunter, D.C., Udvarhelyi, P.M., Roberts, P.J., 

Salt, T.E., and Watkins, J.C. (1993) Competitive antagonism at metabotropic glutamate receptors by (S)-4-

carboxyphenylglycine and (RS)-alpha-methyl-4-carboxyphenylglycine. Eur. J. Pharmacol. 244, 195�197. 

15. Aiba, A., Chen, C., Herrup, K., Rosenmund, C., Stevens, C.F., and Tonegawa, S. (1994) Reduced 

hippocampal long-term potentiation and context-specific deficit in associative learning in mGluR1 mutant 

mice. Cell 79, 365�375. 

16. Conquet, F., Bashir, Z.I., Davies, C.H., Daniel, H., Ferraguti, F., Bordi, F., Franz-Bacon, K., Reggiani, A., 

Matarese, V., Conde, F., Collingridge, G.L., and Crepel, F. (1994) Motor deficit and impairment of synaptic 

plasticity in mice lacking mGluR1. Nature 372, 237�243. 



Bushell et al.: Short-Term Synaptic Plasticity in Mice TheScientificWorldJOURNAL (2002) 2, 730-737 

 

 736 

17. Pekhletski, R., Gerlai, R., Overstreet, L.S., Huang, X.P., Agopyan, N., Slater, N.T., Abramow-Newerly, W., 

Roder, J.C., and Hampson, D.R. (1996) Impaired cerebellar synaptic plasticity and motor performance in 

mice lacking the mGluR4 subtype of metabotropic glutamate receptor. J. Neurosci. 16, 6364�6373. 

18. Yokoi, M., Kobayashi, K., Manabe, T., Takahashi, T., Sakaguchi, I., Katsuura, G., Shigemoto, R., Ohishi, 

H., Nomura, S., Nakamura, K., Nakao, K., Katsuki, M., and Nakanishi, S. (1996) Impairment of 

hippocampal mossy fiber LTD in mice lacking mGluR2. Science 273, 645�647. 

19. Lu, Y.M., Jia, Z., Janus, C., Henderson, J.T., Gerlai, R., Wojtowicz, J.M., and Roder, J.C. (1997) Mice 

lacking metabotropic glutamate receptor 5 show impaired learning and reduced CA1 long-term potentiation 

(LTP) but normal CA3 LTP. J. Neurosci. 17, 5196�5205. 

20. Shigemoto, R., Nomura, S., Ohishi, H., Sugihara, H., Nakanishi, S., and Mizuno, N. (1993) 

Immunohistochemical localization of a metabotropic glutamate receptor, mGluR5, in the rat brain. 

Neurosci. Lett. 163, 53�57. 

21. Shigemoto, R., Kulik, A., Roberts, J.D., Ohishi, H., Nusser, Z., Kaneko, T., and Somogyi, P. (1996) Target-

cell-specific concentration of a metabotropic glutamate receptor in the presynaptic active zone. Nature 381, 

523�525. 

22. Shigemoto, R., Kinoshita, A., Wada, E., Nomura, S., Ohishi, H., Takada, M., Flor, P.J., Neki, A., Abe, T., 

Nakanishi, S., and Mizuno, N. (1997) Differential presynaptic localization of metabotropic glutamate 

receptor subtypes in the rat hippocampus. J. Neurosci. 17, 7503�7522. 

23. Lujan, R., Nusser, Z., Roberts, J.D., Shigemoto, R., and Somogyi, P. (1996) Perisynaptic location of 

metabotropic glutamate receptors mGluR1 and mGluR5 on dendrites and dendritic spines in the rat 

hippocampus. Eur. J. Neurosci. 8, 1488�1500. 

24. Jia, Z., Lu, Y., Henderson, J., Taverna, F., Romano, C., Abramow-Newerly, W., Wojtowicz, J.M., and 

Roder, J. (1998) Selective abolition of the NMDA component of long-term potentiation in mice lacking 

mGluR5. Learning Memory 5, 331�343. 

25. Sansig, G., Bushell, T.J., Clarke, V.R.J., Rozov, A., Burnashev, N., Portet, C., Gasparini, F., Schmutz, M., 

Klebs, K., Shigemoto, R., Flor, P.J., Kuhn, R., Knoepfel, T., Schroeder, M., Hampson, D.R., Collett, V.J., 

Zhang, C., Duvoisin, R.M., Collingridge, G.L., and van der Putten, H. Increased seizure-susceptibility in 

mice lacking the metabotropic glutamate receptor mGluR7. J. Neurosci. 21, 8734�8745. 

26. Masugi, M., Yokoi, M., Shigemoto, R., Muguruma, K., Watanabe, Y., Sansig, G., van der Putten, H., and 

Nakanishi, S. (1999) Metabotropic glutamate receptor subtype 7 ablation causes deficit in fear response and 

conditioned taste aversion. J. Neurosci. 19, 955�963.  

27. Kingston, A.E., Ornstein, P.L., Wright, R.A., Johnson, B.G., Mayne, N.G., Burnett, J.P., Belagaje, R., Wu, 

S., and Schoepp, D.D. (1998) LY341495 is a nanomolar potent and selective antagonist of group II 

metabotropic glutamate receptors. Neuropharmacology 37, 1�12.  

28. Fitzjohn, S.M., Bortolotto, Z.A., Palmer, M.J., Doherty, A.J., Ornstein, P.L., Schoepp, D.D., Kingston, 

A.E., Lodge, D., and Collingridge, G.L. (1998) The potent mGlu receptor antagonist LY341495 identifies 

roles for both cloned and novel mGlu receptors in hippocampal synaptic plasticity. Neuropharmacology 37, 

1445�1458. 

29. Bradley, S., Levey, A.I., Hersch, S.M., and Conn, P.J. (1996) Immunocytochemical localization of group III 

metabotropic glutamate receptors in the hippocampus with subtype-specific antibodies. J. Neurosci. 16, 

2044�2056. 

30. Dixon, D.B. and Copenhagen, D.R. (1997) Metabotropic glutamate receptor-mediated suppression of an 

inward rectifier current is linked via a cGMP cascade. J. Neurosci. 17, 8945�8954. 

31. Lovinger, D.M., Wong, K.L., Murakami, K., and Routtenberg, A. (1987) Protein kinase C inhibitors 

eliminate hippocampal long-term potentiation. Brain Res. 436, 177�183. 

32. Reymann, K.G., Brodemann, R., Kase, H., and Matthies, H. (1988) Inhibitors of calmodulin and protein 

kinase C block different phases of hippocampal long-term potentiation. Brain Res. 461, 388�392. 

33. Malenka, R.C., Kauer, J.A., Perkel, D.J., Mauk, M.D., Kelly, P.T., Nicoll, R.A., and Waxham, M.N. (1989) 

An essential role for postsynaptic calmodulin and protein kinase activity in long-term potentiation. Nature 

340, 554�557. 

34. Malinow, R., Schulman, H., and Tsien, R.W. (1989) Inhibition of postsynaptic PKC or CaMKII blocks 

induction but not expression of LTP. Science 245, 862�866. 

35. Grant, S.G.N., O'Dell, T.J., Karl, K.A., Stein, P.L., Soriano, P., and Kandel, E.R. (1992) Impaired long-term 

potentiation, spatial learning, and hippocampal development in fyn mutant mice. Science 258, 1903�1910. 

36. Silva, A.J., Stevens, C.F., Tonegawa, S., and Wang, Y. (1992) Deficient hippocampal long-term 

potentiation in a-calcium-calmodulin kinase II mutant mice. Science 257, 201�206. 

37. Hanse, E. and Gustaffson, B. (1994) Onset and stabilization of NMDA receptor-dependent hippocampal 

long-term potentiation. Neurosci. Res. 20, 15�25. 

38. Hanse, E. and Gustaffson, B. (1994) Staurosporine impairs both short-term and long-term potentiation in 

the dentate gyrus in vitro. Neuroscience 58, 263�274. 

 

 



Bushell et al.: Short-Term Synaptic Plasticity in Mice TheScientificWorldJOURNAL (2002) 2, 730-737 

 

 737 

  

  

This article should be referenced as follows: 

 

Bushell, T.J., Sansig, G., Collett, V.J., van der Putten, H., and Collingridge, G.L. (2002) Altered short-term synaptic 

plasticity in mice lacking the metabotropic glutamate receptor mGlu7. TheScientificWorldJOURNAL 2, 730�737.  

 

Handling Editor: 

 

Joseph LeDoux, Principal Editor for Learning and Memory � a domain of TheScientificWorldJOURNAL. 

 

  

 
 

 



Behavioural Brain Research 154 (2004) 473–481

Research report

Lack of the metabotropic glutamate receptor subtype 7 selectively
impairs short-term working memory but not long-term memory

Christian Hölscher a,∗, Susanne Schmid b, Peter K.D. Pilz b, Gilles Sansig c,
Herman van der Putten c, Claudia F. Plappert b

a Department of Cognitive Neuroscience, University of Tübingen, Auf der Morgenstelle 28, Germany
b Zoologisches Institut, University of Tübingen, Auf der Morgenstelle 28, Germany

c Novartis Pharma AG, Nervous System Department, 4002 Basel, Switzerland

Received 4 March 2004; received in revised form 19 March 2004; accepted 19 March 2004

Available online 27 April 2004

Abstract

Metabotropic glutamate receptors (mGluRs), and in particular the mGluR group III receptors (subtypes 4, 6, 7, 8) are known to play a role

in synaptic plasticity and learning. Here, we report the effect of mGluR7 gene ablation in different learning paradigms. In the acoustic startle

response (ASR), no differences were seen between knockout (KO) mice and wildtype (WT) littermates in parameters including prepulse

inhibition and habituation. In an open field test, no differences were seen between genotypes in motor activity, exploratory behaviour, and

fearful behaviour. In a T-maze reinforced alternation working memory (WM) task, again no difference was seen between groups. However,

when increasing the demands on working-memory in a 4-arm and 8-arm maze task, KO mice committed more WM errors than WT littermates

thereby uncovering a highly significant difference between the two groups that persisted every day for the whole 9 days of the experiment.

In a 4-arm maze with 2 arms baited, KO and wildtype mice committed the same number of LTM errors, whereas KOs committed more WM

errors. Altogether, these findings suggest that a lack of mGluR7 mainly impairs short-term working but not long-term memory performance

while having no effect on sensorimotor processing, non-associative learning, motor activity and spatial orientation. The effects on WM

are task-dependent and become apparent in more complex but not simple learning tasks. We discuss how mGluR7 could influence WM.

© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Metabotropic glutamate receptors (mGluRs) are a family

of glutamate-sensitive receptors that are coupled to intracel-

lular signal transduction via G-proteins [32]. mGluRs play

important roles in the regulation of CNS synaptic plasticity

[1,36,17], and also in some processes of memory formation

[37,23].

Eight different mGluR subtypes have been identified so

far and these are classified into three groups according

to sequence identity, agonist selectivity and signal trans-

duction mechanism [39,40]. Pharmacological blockade of

mGluR group III receptors (subtypes 4, 6, 7, 8) was shown

to have profound effects on the induction of synaptic plas-

ticity [31,26], synaptic depression [46], and spatial learning

∗ Corresponding author. Tel.: +49-7071-2974604;

fax: +49-7071-292891.

E-mail address: christian.hoelscher@uni-tuebingen.de (C. Hölscher).

[19,18]. However, it has remained difficult to assign selective

and specific roles and individual contributions of each of the

different group III mGluR subtypes to synaptic plasticity as

well as behavioural (e.g. learning and memory components)

because of a lack of selective pharmacological tools.

To this end we and other have generated mice lacking

only a single subtype of each of the three group III mGluRs.

These mice provide insight into the physiological role of

each group III mGluR in synaptic transmission as well as

their possible role in anxiety, memory, and other complex

brain functions.

In this study we report on a role of mGluR7 in working

memory. There is some evidence from earlier work that sug-

gests a role in mechanisms of learning and memory. For in-

stance, mGluR7 KO mice have a reduced freezing response

to electric footshock and changed conditioned taste aver-

sion [27]. Also, the receptor is distributed widely through-

out the CNS and occurs in areas that are vital for learning

and memory such as the hippocampus, the entorhinal cor-

0166-4328/$ – see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.bbr.2004.03.015
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tex, the peri-amygdaloid cortex and layer 1 of the neocortex

[24,22]. Here we expand on the role of mGluR7 in learning

and memory. We show that mGluR7 deficient mice are not

impaired in a non-associative habituation task. Despite ear-

lier findings implying group III mGluRs in synaptic depres-

sion as it occurs in the primary startle circuit [46], we also

show that sensorimotor processing is unimpaired in mGluR7

deficient mice by analysing operational measures including

prepulse inhibition (PPI) of the Acoustic Startle Response

(ASR, see e.g. [9,47]). PPI is evoked by a non-startling

stimulus preceding the startle stimulus at specific time in-

tervals (Plappert and Pilz, submitted) and changes in PPI

would indicate impaired stimulus processing. Finally, we

tested mGluR7 deficient mice in spatial tasks of different

complexities (open field, T-maze, 4- and 8-arm maze) that

require increased capacity of short-term working memory

and/or normal long-term memory performance. We show a

normal ability of mGluR7 KO mice to navigate in complex

environments but deficits in learning and recall of the in-

formation during phases that require short-term working but

not long-term memory performance.

2. Materials and methods

2.1. Generation of knock-out mice

The generation of mGluR7-deficient mice has been de-

scribed elsewhere [38]. Part of the first coding exon com-

prising the 5′ untranslated region and the first 164 amino

acids of mGluR7 was replaced with the neomycin-resistance

gene by homologous recombination in E14 (129/Ola)

embryonic stem (ES) cells. Aggregation with properly

targeted ES cell clones yielded germ-line chimeras that

were crossed with C57BL/6 mice for 15 generations. Ho-

mozygous mGluR7−/− and wild-type (+/+) mice were

generated by mating F15,B6-backcross generation mice

heterozygous (+/−) for the mGluR7 mutant gene and their

gender-matched littermate offspring aged >12 weeks were

used in the behavioural studies reported here. Animals were

genotyped by PCR. All animals were trained in the different

experiments in the order presented here.

2.2. Housing

Animals were housed individually in polyester cages with

metal grid lids in temperature-regulated rooms (21 ◦C) with

a 12-h light:12-h dark cycle. Animals were tested during the

light cycle. Food pellets and water was available ad libitum.

In experiments that involved food reward, animals were food

deprived for 6 h before the start of each experiment. Food

pellets used in the reward experiments were choco krispies

(Kellogg’s).

In the startle experiments, four groups were tested. Group

1: homozygous KO males, n = 7; group 2: homozygous KO

females, n = 8; group 3: homozygous WT females, n = 9;

group 4: homozygous WT males, n = 12.

2.3. Startle response

The startle response was measured in a “ballistic

chamber” that was illuminated by a 9-W cold light bulb

and was located inside a sound attenuating enclosure. The

chamber consisted of a platform on which a wire mesh

test cage (5 cm × 9 cm × 5 cm) could be fixed. The plat-

form was mounted on piezo accelerometers. The voltage

output of the accelerometer was first amplified and then

filtered from 2 to 500 Hz (Electronic workshop, University

of Tübingen, Germany, Piezo-Amp-System). The resulting

voltage was sampled using an analog-to-digital converter

card (Microstar data acquisition processor DAP 1200) in-

stalled in a computer. Startle amplitude was calculated as

the difference between peak-to-peak voltage during a time

window of 50 ms after stimulus onset and the peak-to-peak

voltage taken 50 ms before stimulus onset.

Acoustic stimuli and steady background noise were

generated by a computer using a digital signal processor

board (SigGen, Medav, Uthenreuth, Germany) and de-

livered through a loudspeaker (HTH 8.7, Visaton, Haan,

Germany) placed 35 cm from the test cage. The sound

pressure level (SPL) within the cage was measured with

a 0.5 inch condenser microphone (Bruel & Kjaer, Langen,

Germany, model 4133) with a measuring amplifier (Bruel

& Kjaer, model 2606). Startle stimuli were broad-band

noise pulses with 20 ms duration and 0 ms rise/decay times.

Prepulses had a frequency of 14 kHz. At this frequency

range the hearing threshold of mice is lowest [10] and the

hearing capability is therefore least subjected to possible

age- or strain-related hearing loss that concerns mainly

high frequencies. Their level in dB is given in SPL PEAK

re. 0.02 mPa. Prepulses had a rise time of 0.4 ms in all

cases. Prepulse duration was 20 ms if the prepulse pre-

ceded the startle stimulus by more than 20 ms, in which

case the decay time of the prepulse was 0.4 ms. If the pre-

pulse started less than 20 ms before the startle stimulus, it

ended when the startle stimulus started with a decay time

of 0 ms. The stimuli were superimposed on 33 dB SPL

RMS (“root mean square”) of broadband background noise,

which was constant throughout the experiments. The ex-

periments were performed in three identical experimental

set-ups.

3. Procedure

3.1. Startle habituation

The mice were adapted to the experimental procedure on

3 consecutive days prior to the first experimental day by

placing them into the test cage for 5 min. Testing began af-

ter an additional adaptation time of 5 min before stimulation

and was performed on 5 consecutive days. The mice re-

ceived 100 acoustic startle stimuli (110 dB SPL PEAK) per

day. The interstimulus interval was 20 s. In six cases startle
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amplitudes could not be registered due to a technical failure.

The intersession interval for each animal was 1 day.

3.2. Startle PPI

Testing consisted of a habituation phase and a test phase.

During the habituation phase 20 startle stimuli (noise,

115 dB SPL, 20 ms duration, 0 ms rise-decay times) were

presented which were superimposed by a 35 dB SPL RMS

steady background noise. During the test phase, startle

stimuli were given alone or were preceded by a 14 kHz pre-

pulse of 65 dB SPL. Three different time intervals between

prepulse onset and startle stimulus onset were used: 12.5,

50, and 100 ms. A total of 28 presentations was given for

the startle stimulus-alone condition and 14 presentations

for each prepulse-startle stimulus condition with an ITI of

15 s. Possible responses to prepulses were calculated as the

difference between peak-to-peak voltage during the time

window 50 ms before and 50 ms after prepulse onset. Pre-

pulses elicited no ASR at any SPL; the mean measures were

always within 1 SD of 0 mV. The ASRs to the 20 initial ha-

bituating startle stimuli were not analysed. The mice were

tested on 5 consecutive days to achieve maximum PPI [33].

In the following experiments, two groups were tested.

Group 1: homozygous KO mice, n = 9; group 2: homozy-

gous WT mice, n = 10. No gender difference had been

observed in these tasks, and male and female groups were

merged.

3.3. Open field

The open field was made of white PVC coated chip board.

The size was 100 cm ×120 cm surface area with 35 cm high

walls. A grid of lines that made up 15 cm×15 cm squares had

been drawn on the floor area. Animals were given 3 min each

in the arena. We measured how many lines were crossed (a

measure of motor activity), how often the animals reared at

the walls (exploratory behaviour), how often they groomed

(unstressed), and how many faecal pellets were dropped

(stress) (see [11] for technical details). This and the follow-

ing experiments took place in a room (2.80 m×4.50 m) with

several salient landmarks such as a door, a bench, and sev-

eral black cardboard figures (squares, triangles, strips, ca.

50 cm length) attached to the walls. The room was dimly lit

by four 20 W lights in each corner. Animals were tested for

5 days.

3.4. T-maze task

3.4.1. Pretraining

Animals were put on a diet of 80% their free feeding diet

a week before the experiments started. Animals were also

made familiar with the maze for 2 days by leaving the animal

to explore for 5 min each day. During this time, food pel-

lets were scattered along the arms to encourage exploratory

behaviour.

The T-maze was constructed from chip board with white

PVC coating. The length of each of the 3 arms was 68 cm,

width 17 cm, and height 35 cm. At the end of the two

choice arms, a black plastic dish was attached. In this dish,

a 0.5 g cocoa flavoured cereal (choco krispies, Kellogg’s)

was placed during baiting.

Each animal received 8 runs per day. The task consisted

of a reinforced alternation task in which the arm was baited

that had not been visited previously. The animal was taken

out of the arm after the visit of an arm and put back to its

cage. The next run was started after a delay of 5 s. A visit

of the same arm was considered a working memory error.

Experiments were conducted for 3 consecutive days. The

intersession interval for each animal was 1 day (see [35] for

technical details).

3.5. 4-arm (plus maze) task

The 4-arm maze was constructed from chip board with

white PVC coating. The length of each arm was 68 cm, width

17 cm, and height 35 cm. At the end of each arm a square

black plastic dish with 5 cm side length was attached.

3.5.1. Working memory task

All arms were baited in the experiments. The aim of the

task was to retrieve all food pellets. Visits of arms that al-

ready had been visited in the run were considered working

memory errors. Each animal had 4 runs per day for 5 days.

3.5.2. Long-term memory task

In this task, 2 out of 4 arms were baited. The aim of the

task was to retrieve all food pellets. Visits of arms that al-

ready had been visited in the run were considered working

memory errors. Visits of arms that were never baited were

considered long-term memory errors after the first run. Each

animal had 4 runs per day for 5 days. The intersession in-

terval for each animal was 1 day.

3.6. 8-arm (radial arm) maze

The 8-arm maze was constructed from chip board with

white PVC coating. The length of each arm was 68 cm,

width 17 cm, and height 35 cm. The diameter of the central

platform was 50 cm. At the end of each arm a square black

plastic dish with 5 cm side length was attached.

3.6.1. Working memory task

All arms were baited. The aim of the task was to retrieve

all food pellets. Visits of arms that already had been visited

in the run were considered working memory errors. Each

animal had 2 runs per day for 9 days. There was a gap of 2

days after day 5 of training.

3.6.2. Long-term memory task

In this task, 4 out of 8 arms were baited. The same arms

were baited throughout the experiments. The aim of the task
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was to retrieve all food pellets. Visits of arms that already

had been visited in the run were considered working mem-

ory errors. On day 2, visits of arms that were never baited

were considered reference memory errors, which is a type

of long-term memory error in this design since the animals

had 1 day to learn which arms were baited. Each animal

had 2 runs per day for 6 days. WM was also analysed in

this task, with multiple entries of arms considered as WM

errors. The intersession interval for each animal was 1 day

(see [20] for details).

3.6.3. Statistics

After startle testing, an average value was calculated for

each measure shown (block or IPI) for each mouse. Then the

mean of these values ±S.E.M. was calculated. Significance

is reported if P < 0.05.

Two-way repeated measures ANOVA or ANCOVA (Sta-

tistica) were used to analyse differences between groups, ef-

fects over time, and interactions. In order to investigate WM

differences between days, a Newman–Keuls multiple com-

parison test was applied post-hoc to the ANOVA analysis in

some data sets. Gender effects were reported if significant.

4. Results

4.1. Startle response

4.1.1. Habituation

There were no differences in ASR amplitude or short-term

habituation within the test session between KO mice and

wildtype mice. The mean ASR over 5 days decreased over

the blocks of stimuli (mean of 10 values) identically in

both genotypes (Fig. 1; repeated measures ANCOVA: no ef-

fect of genotype F < 1), significant trend over the blocks,

F(1, 354) = 14.3, P = 0.0002, but no interaction between

trend over blocks and genotype, F < 1. The startle ampli-

tude was higher in males than in females in both genotypes

(KO: 34% higher startle amplitude in males, WT: 44%; AN-

COVA: significant effect of gender, F(1, 354) = 73.5, P <

0.0001, but no significant interaction between gender and

genotype, F(1, 354) = 1.14, P = 0.29).
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Fig. 2. Long-term habituation of ASR. (a) Decrease of the ASR during the first block of each day, (b) decrease of the average ASR over all stimuli of

each day (n: see Fig. 1). No difference was found between genotypes.
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Fig. 1. Short-term habituation of the acoustic startle response (ASR). No

difference was found between wildtype (WT) and mGluR7-knockout (KO)

mice (WT: n = 21, KO: n = 15). Each block: mean of 10 responses.

There was no difference in long-term habituation over the

test days between the KO mice and the wildtype mice. The

mean ASR amplitude of the first block (mean of 10 val-

ues; Fig. 2a) decreased over the 5 test days identically in

both genotypes (Fig. 2b; ANCOVA of ASR of first block:

no effect of genotype (F < 1, significant trend over days,

F(1, 168) = 14.1, P = 0.0002, but no interaction between

trend over days and genotype, F < 1), with a significant

effect of gender, (F(1, 168) = 20.9, P = 0.0001, males re-

acted stronger than females, but no interaction between gen-

der and genotype, F(1, 168) = 2.62, P = 0.11). Like the

first block, the mean ASR over all responses of one day de-

creased over days similarly in both genotypes (ANCOVA:

no effect of genotype F < 1, significant trend over days,

F(1, 168) = 3.96, P = 0.048, but no interaction between

trend over days and genotype, F < 1, significant effect

of gender, F(1, 168) = 29.7, P = 0.0001, males reacted

stronger than females, but no interaction between gender

and genotype F < 1).

4.1.2. PPI

There was no difference in PPI between the KO mice

and the wildtype mice (ANOVA: no effect of genotype F <

1). In both genotypes PPI occurred at the longer IPIs of

50 and 100 ms (Fig. 3; ANOVA: significant effect of IPI,

F(2, 98) = 18.2, P < 0.0001, no interaction between IPI

and genotype F < 1). PPI was lower in males than in females
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in both genotypes (ANOVA: significant effect of gender,

F(1, 98) = 6.7, P = 0.01, but no interaction between gender

and genotype, F < 1), this difference being constant for

all IPIs (no significant interaction between IPI and gender,

F < 1).

4.1.3. Open field

There was no difference between the two genotypes in

terms of number of line crossings per time, rearings, groom-

ings or faecal pellets dropped (see Fig. 4).
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Fig. 4. Results from open field assessments. No difference was found between groups in exploration (rearing), motor activity (line crossings in 3 min), and

stress response (grooming episode, fecal pellets dropped in the task) in ANOVA assessments. Homozygous KO mice n = 9; homozygous WT mice n = 10.

4.1.4. T-maze task (WM task)

There was no difference in the numbers of working mem-

ory errors committed in the reinforced alternation task. The

average number of WM errors committed per 8 runs over 6

days were: KO 2.7±1.1 S.E.M., WT 2.2±0.9 S.E.M. errors.

On the last day, the average number of WM errors commit-

ted was 0.8 ± 0.2 S.E.M. in the KO group and 0.5 ± 0.3 in

the WT group.

4.1.5. 4-arm maze, all arms baited (WM task)

There was a significant difference between genotypes in

this task. KO mice made more WM errors in these tasks

as shown in a two-way ANOVA test, F(1, 17) = 9.4,

P = 0.006. Both groups committed fewer errors over time

F(4, 68) = 3.6, P = 0.009, no interaction was observed

(see Fig. 5).

4.1.6. 8-arm maze, all arms baited (WM task)

KO animals committed more WM errors than WT mice in

this task (see Fig. 6). This difference in WM error numbers

was significant. A two-way ANOVA showed a difference

between groups, F(1, 17) = 27, P < 0.0001, and a decrease

over time F(8, 136) = 3.8, P < 0.0005. No interaction was

observed (see Fig. 6).

4.1.7. 4-arm maze task, two arms baited (LTM + WM task)

There was no difference between groups in numbers of

WM errors committed, even though there was a clear ten-

dency for KO mice to commit more errors in the first 2 days.
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Fig. 5. WM errors committed by the animals in a 4-arm maze task, all

arms baited. Six runs per day were given. There was a difference between

genotypes in ANOVA tests, KO mice committed more WM errors than

WT litter mates (P = 0.006). Also, both groups committed fewer errors

over time (P = 0.009).

In addition, the numbers of LTM errors committed by groups

were identical. No tendency of impairment of LTM forma-

tion in the KO group was observed. Both genotypes learned

the task, and the performances of both genotypes were not

different. A two-way ANOVA showed a significant change

over time in LTM errors, F(4, 60) = 7.6, P < 0.0005), indi-

cating that the animals learned the task. No interaction was

observed (see Fig. 7).

4.1.8. 8-arm maze task, 4 arms baited (WM + LTM task)

There was a significant difference between KO and WT

groups in the number of WM errors (two-way ANOVA,

F(1, 32) = 7.6, P = 0.009). In a post-hoc Newman–Keuls

multiple comparison test for each day, it was found that there

was a persistent difference between numbers of WM errors
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more WM errors in this task (P < 0.0001). Additionally, both genotypes

learned the task as numbers of errors were reduced over the course of

the task (P < 0.0005).
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Fig. 7. WM and LTM errors committed in a 4-arm maze task, 2 arms

were baited. There was no difference between genotypes in WM and

LTM errors. Both genotypes had learned the LTM task since there was a

significant reduction of LTM errors over time (P < 0.0005).

committed when comparing KO and wild type groups (days

3, 4, 6: P < 0.05, day 5: P < 0.01). There was no difference

in the number of LTM errors committed between the groups.

However, there was no reduction of errors over the course

of training, showing that the animals did not learn the task

(see Fig. 8).

5. Discussion

The present results demonstrate that mice lacking

mGluR7 show selective performance deficits in tasks as-

sessing short-term working memory (WM) but not in tasks

for long-term memory (LTM). Moreover, the WM deficits

are not apparent in simple tasks such as the T-maze rein-

forced alternation test. This is most likely due to the fact

that the demands on WM are relatively low, since the delay

between runs was short and the animal needed to remember

only the previously visited arm. Only when increasing the

demands on WM performance in tests such as the 4-arm

and, in particular, the 8-arm radial maze, mGluR7−/−

mice make consistently more WM errors than their wild-

type littermate controls. It is interesting to note that the

number of WM errors in the 4-arm maze was reduced after

several days of training, and that the difference between

groups disappeared. At the same time, the number of LTM

errors committed went down, indicating that the animals

had learned the task and therefore did not have the need to

explore and to remember all arms during the task. This hy-

pothesis is supported by the results in the 8-arm maze test

with only 4 arms baited. Here, the number of WM errors

remained consistently high in the KO group even after a

week of training (see Fig. 8). The number of LTM errors

was not decreased in neither KO nor control group, which

shows that the animals did not learn this task and did not

develop a strategy to preferably visit the baited arms over

non-baited arms, which would have reduced the WM load

considerably. There was no compensation for the impaired

WM, showing that the WM impairment is long lasting. In

the maze tasks in which the animals learned the task even-
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tually, the numbers of WM errors were reduced most likely

because the animals had learned a strategy to retrieve the

bait and therefore had less need to explore all arms. This

strategy reduced WM load considerably and prevented them

from making excessive WM errors.

These results demonstrate that the WM impairment is long

lasting, and that the impairment is quite selective for WM

only. This is in agreement with previous findings, where

no effects of mGluR7 gene ablation have been noted in

other tests that include a 24 h LTM component in a passive

avoidance task [7] and delayed freezing [27].

It is very unlikely that the lack of mGluR7 impairs

WM performance in the tasks used in some non-selective

fashion. Hearing and perception of acoustic stimuli in the

associated startle response were not affected, showing that

mGluR7−/− mice have normal abilities in sensorimotor

processing (for further evidence see also [7,27]) and non-

associative learning. We also found no impairments in either

vision, spatial orientation, motor activity or sensory–motor

control. Lack of motivation, which represents another pos-

sible confound in studies of cognitive performance, also

seemed to play no role. mGluR7−/− and mGluR7+/+ mice

showed equal motivated behaviour to food and the retrieval

of food pellets. Further support for specific defects in WM

of mGluR7−/− mice also comes from their behaviour in

a novel object recognition task [45]. As LTM seems un-

affected in mGluR7−/− mice, our findings highlight a

selective impairment of performance in short-term working

memory that is caused by the lack of this receptor.

Of course, our results can not exclude the possibility that

mGluR7 also plays a role in tasks where mGluR7−/− mice

failed to show deficits. There is always the confound of

functional compensation in mice in which a gene is lacking

throughout development. With respect to WM, however, pu-

tative functional compensatory mechanisms for the lack of

mGluR7 may either not exist, were not recruited, or failed to

completely mask the effects of its absence on WM. There-

fore, this receptor seems to play a critical role in WM per-

formance.

WM is the process of actively holding information

“on-line” in the brain and manipulating it to guide behaviour

[30]. Accordingly, WM is thought to be a temporary store

whose contents of information are continually updated,

scanned and manipulated in response to immediate infor-

mation processing demands—a critical building block for

normal cognition—essential for higher cognitive function

and goal-directed behaviour.

There are several non-mutually exclusive hypotheses

how mGluR7 function may affect WM that firstly take into

account the widespread occurrence of this receptor in brain

areas involved in WM including frontal cortex and hip-

pocampus. Secondly, they take into account the role of this

receptor as a presynaptic frequency-dependent regulator of

neurotransmission [38]. In the hippocampus, the lack of

mGluR7 is associated with selective defects in short-term

potentiation (STP). STP is a transient period of decaying

field excitatory synaptic potentials (f-EPSPs) that often

leads to a plateau of continuously potentiated f-EPSP. The

latter is referred to as long-term potentiation (LTP). The

lack of mGluR7 also affects post-tetanic potentiation (PTP)

but not LTP after high after high frequency stimulation

(HFS) of the Schaffer collateral-CA1 pathway [5]. NMDA

receptors play a role in both STP and LTP in the CA1 region

of the hippocampus. Activation of these receptors leads to

a subsequent influx and rise in the post-synaptic levels of

Ca2+, which is obligatory for the induction of both STP and

LTP [6,42,43]. Potentiation induced by HFS in CA1 has

three phases: (i) a second-long phase of decaying fEPSPs

termed post-tetanic potentiation (PTP); (ii) a longer-lasting

(20–60 min) phase of a slow decrease in synaptic efficacy

(STP); and (iii) a plateau of potentiated field potentials

termed LTP. NMDA receptors have a role in STP and LTP

but not in the induction of PTP which is caused by a presy-

naptic accumulation of Ca2+ during tetanisation and that

shows a rapid (<1 s) decay reflecting the clearance of Ca2+

from presynaptic terminals [42,49]. The observed selective

effects on STP but not LTP on the one hand, and short-term

but not long-term memory are intriguing. LTP, which was
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first described by Bliss and Lømo [2], is currently the main

model of long-lasting synaptic memory in the mammalian

brain (see also [13]). Long-term memory in mGluR7−/−

mice was namely indistinguishable from that in wild-type

littermates in several tests shown here and in previous papers

[7,27]. An STP-like phenomenon has been observed during

exploratory learning in rats [28], suggesting that transient

types of potentiation might be involved in memory encoding.

Recently, a detailed electrophysiological analysis of STP has

revealed that it represents a transient form of LTP (t-LTP;

[44]) as opposed to the more classical form of sustained (s)

LTP that is proposed to correlate with LTM. t-LTP (STP)

and s-LTP can be considered two independent phenomena

that function as a continuum during dynamic modulation of

synaptic transmission and they can be either co-expressed

or expressed independently [8,41,44]. t-LTP and s-LTP

differ in a large number of ways, including differences in

induction (frequency of synaptic events in t-LTP rather than

number in s-LTP), expression (presynaptic for t-LTP as an

enhanced probability of release, mainly post-synaptic for

s-LTP), and maintenance. The maintenance and induction

of t-LTP (unlike those of s-LTP) can hardly be separated

from each other. Synaptic activity that induces t-LTP also

has the ability to erase it again. Since activation of NMDA

receptors favours the induction of t-LTP, its amount present

at any given time after its induction depends on a balance

between a use-dependent reduction in the probability of

release and a concurrent re-induction of potentiation via

activation of NMDA receptors [44]. Accordingly, the latter

authors propose that t-LTP (STP) might enable and repre-

sent an electrophysiological correlate for the formation of

transient and temporally independent memory-maps in the

brain that may be used (for up to 6 h), forgotten, re-initiated

or converted to a more permanent memory. Together with

our earlier findings that mGluR7 deficiency selectively af-

fects STP but not LTP in CA1 [5], and is needed for proper

frequency-dependent modulation of transmitter release [38]

the current selective impairments of mGluR7−/− mice in

WM performance seem in support of the hypothesis re-

cently put forward by Volianskis and Jensen [44]. Also note

that hippocampal lesions or pharmacological blockade of

hippocampal activity produces impairments in WM such as

the ability of rodents to bridge short time-delays introduced

in an 8-arm maze task [4]. And NMDA antagonists, infused

i.c.v., greatly impair the rodent’s ability to cope with such

short time delays [4]; for discussion see also [15,34]. Previ-

ous studies of knockout mouse strains have shown similar

memory impairments that were selective to WM and not

to LTM [35,48]. These results show that quite different

alterations of parameters of synaptic efficacy produce very

similar memory impairments, and demonstrate that LTM is

not directly dependent on intact WM.

Since an impairment in forming WM was consistently

found, but LTM was unimpaired, one has to address how

LTM could form without fully functional WM. One model

that would offer an elegant solution to this problem is the hy-

pothesis that working memory is supported by reverberating

circuits in hippocampal loops from CA1 to CA3 or CA3 to

the dentate gyrus [12,21,25]. Such an ‘active memory’ could

support information for some time without necessarily af-

fecting synaptic plasticity. In this model, mGluR7 could play

a role in the induction and maintenance of network oscilla-

tions in the cortex and hippocampus that support such active

memories. It has been postulated that WM is maintained by

oscillations such as Theta and Gamma which can be seen in

EEG recordings; in this model, neuronal spikes are kept in

a temporal order by Theta and Gamma oscillations [21,25].

Such a temporal order has been found in EEG and single

cell recording studies in the hippocampus of freely moving

rats [29]. In addition, it has been shown that mGluRs are

functionally involved in inducing and maintaining EEG os-

cillations in the hippocampus [3], and that the blockade or

activation of mGluRs affect some form of synaptic plasticity

that is dependent on Theta oscillations [14,16]. Interestingly

enough, in EEG recordings of mGluR7 KO mice during per-

formance of learning tasks, changes in Theta activity was

observed (manuscript in prep). Hence, if the control of en-

dogenous network oscillations in the hippocampus is com-

promised, spike timing and the support of WM by active

memory circuit activity that dynamically store information

would be affected. This would lead to a reduced ability of

the hippocampus to support active memory and WM with-

out directly affecting synaptic plasticity and therefore LTM

[14].

We conclude that the mGluR7 subtype plays an impor-

tant role in the maintenance of working memory, most likely

by changing selective frequency-dependent synaptic plastic-

ity systems, by changing Theta/Gamma network oscillation

properties in the hippocampus, or both. Further investiga-

tion of the neuronal activity in learning animals will have

to be conducted in order to assess if there are changes in

Theta/Gamma activity and in spike timing during the per-

formance of WM tasks.
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Abstract 

 
Metabotropic glutamate receptors (mGluRs) consist of eight different subtypes and exert their 

effects on second messengers and ion channels via G-proteins. The function of individual mGluR 

subtypes in the CNS, however, largely remains to be clarified. To study the role of mGluR7 receptors, we 

used homologous recombination to generate mice lacking this metabotropic receptor subtype (mGluR7).  

Immunohistochemical and immunoelectron-microscopic analyses showed that mGluR7 is highly 

expressed in amygdala and preferentially localized at the presynaptic axon terminals of glutamatergic 

neurons, suggesting strongly that mGluR7 is involved in neural processes subserving amygdala-

dependent averse responses. To examine amygdala-dependent behavior, we examined first the fear 

response of freezing after electric shock in wild-type and mGluR7 (mGluR7-/-) knockout littermates. 

Wild-type mice displayed freezing immediately after footshock. In comparison, mGluR7 knockout mice 

showed significantly reduced levels in both immediate postshock and delayed freezing responses. 

However, the knockout mice exhibited no abnormalities in pain sensitivity and locomotor activity. 

Secondly, we performed conditioned taste aversion (CTA) experiments. In wild-type mice, the 

administration of saccharin followed by intraperitoneal injection of the malaise-inducing agent LiCl 

resulted in an association between saccharin and LiCl. This association caused strong CTA toward 

saccharin. In contrast, mGluR7 knockout mice failed to associate between the taste and the negative 

reinforcer in CTA experiments. Again, the knockout mice showed no abnormalities in taste preference 

and in the sensitivity to LiCl toxicity. These results indicated that mGluR7 deficiency causes an 

impairment of two distinct amygdala-dependent behavioral paradigms.  

Because the amygdale function is essential for these two distinct behavioral paradigms, our results 

suggest that mGluR7 is critical in amygdale function. 

The amygdale is a brain region that is known to be critical for the manifestation of anxiolysis and 

antidepressant action and glutamatergic neurotransmission has been strongly implicated in the 

pathophysiology of affective disorders. To this end we analyzed the behavioral profiles of mGluR7-/- 

mice in animal models of depression and anxiety. mGluR7-/- mice were compared to wildtype 

littermates and showed substantially less behavioural immobility in both the forced swim test and the 

tail suspension test. Both behavioural paradigms are widely used to predict antidepressant-like activity. 

Further, mGluR7-/- mice displayed anxiolytic activity in four different behavioural tests namely the light-

dark box, the elevated plus maze, the staircase test, and the stress-induced hyperthermia test, while 
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their cognitive performance was normal in the passive avoidance paradigm. Analysis of locomotor 

activity in a novel environment demonstrated that mGluR7-/- mice were slightly more active in the initial 

minutes following placement in the chamber only. Together, these data suggest that mGluR7 may play a 

pivotal role in mechanisms that regulate behavioural responses to aversive states.  

Moreover, this study demonstrates that selective ablation of mGluR7 is associated with changes in 

animal behavioural paradigms predictive of antidepressant and anxiolytic action. 

Futhermore, after the serendipitous discovery of a sensory stimulus-evoked epileptic phenotype in 

mGluR7 knockout mice, we tested two convulsant drugs, pentylenetetrazole (PTZ) and bicuculline.  

 

In animals aged 12 weeks and older, subthreshold doses of these drugs induced seizures in 

mGluR7-/-, but not in mGluR7+/-, mice. PTZ-induced seizures were inhibited by three standard 

anticonvulsant drugs, but not by the group III selective mGluR agonist (R,S)-4-phosphonophenylglycine 

(PPG). Consistent with the lack of signs of epileptic activity in the absence of specific stimuli, mGluR7-/- 

mice showed no major changes in synaptic properties in two slice preparations. However, slightly 

increased excitability was evident in hippocampal slices. In addition, there was slower recovery from 

frequency facilitation in cortical slices, suggesting a role for mGluR7 as a frequency-dependent regulator 

in presynaptic terminals.  

Moreover, mGluR7 is highly expressed at synapses made between CA3 and CA1 pyramidal neurons 

in the hippocampus. This input, the Schaffer collateral-commissural pathway, displays robust long-term 

potentiation (LTP), a process believed to utilise molecular mechanisms that are key processes involved in 

the synaptic basis of learning and memory. We found that LTP could be induced in mGlu7-/- mice and 

that once the potentiation had reached a stable level there was no difference in the magnitude of LTP 

between mGlu7-/- mice and their littermate controls.  However, the initial decremental phase of LTP, 

known as short-term potentiation (STP), was greatly attenuated in the mGlu7-/- mouse.  In addition, 

there was less frequency facilitation during, and less post-tetanic potentiation following, a high 

frequency train in the mGluR7-/- mouse showing that the absence of mGlu7 receptors results in 

alterations in short-term synaptic plasticity in the hippocampus. 

Based on this electrophysiological result, we expend on the role of mGluR7 in learning and memory 

by describing the effect of mGluR7 gene ablation in different learning paradigms. In the acoustic startle 

response (ASR), no differences were seen between knockout mice and wildtype littermates in 

parameters including prepulse inhibition and habituation. In an open field test, no differences were seen 

between genotypes in motor activity, exploratory behaviour, and fearful behaviour. In a T-maze 

reinforced alternation working memory (WM) task, again no difference was seen between groups. 
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However, when increasing the demands on working-memory in a 4-arm and 8-arm maze task, KO mice 

committed more WM errors than WT littermates thereby uncovering a highly significant difference 

between the two groups that persisted every day for the whole 9 days of the experiment. In a 4 -arm 

maze with 2 arms baited, KO and wildtype mice committed the same number of LTM errors, whereas 

KOs committed more WM errors. Altogether, these findings suggest that a lack of mGluR7 mainly impairs 

short-term working but not long-term memory performance while having no effect on sensorimotor 

processing, non-associative learning, motor activity and spatial orientation. 
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L’un des domaines clés de la recherche en neurosciences modernes consiste à comprendre les interactions complexes 

entre le stress et la génétique qui conduisent à la manifestation de troubles tels que la dépression, l’anxiété et le 

dysfonctionnement cognitif. Des preuves de plus en plus nombreuses suggèrent que le système glutamatergique peut 

être une cible thérapeutique pertinente pour de tels troubles. Le glutamate est le neurotransmetteur utilisé par la grande 

majorité des synapses excitatrices dans le cerveau. Et les sous-types des récepteurs métabotropique au glutamate 

(mGluR1 – mGluR8) agissent avant tout comme d’importants régulateurs postsynaptiques de la neurotransmission dans 

le système nerveux central (SNC), en fournissant un mécanisme par lequel les réponses synaptiques rapides à travers 

des canaux cationiques dépendants du glutamate peuvent être affinées. Ainsi, les récepteurs mGluR participent à une 

grande variété de fonctions du système nerveux central. Au sein dela famille des récepteurs métabotropiques au 

glutamate, le récepteur présynaptique mGluR7 montre la conservation évolutive la plus élevée et on pense qu'il agit 

comme un régulateur de la libération de neurotransmetteurs. Le récepteur mGluR7 est également le plus largement 

distribué des récepteurs présynaptiques mGluR, présent sur une large gamme de synapses démontrées comme 

critiques à la fois dans le fonctionnement normal du système nerveux central, mais également dans une large gamme de 

troubles psychiatriques et neurologiques. De plus, un nombre croissant de preuves expérimentales suggèrent que le 

récepteur mGluR7 est non seulement un acteur clé dans l’élaboration de réponses synaptiques au niveau des synapses 

glutamatergiques, mais qu’il est également un régulateur clé de la transmission GABAergique inhibitrice. Le 

développement d’outils pharmacologiques et génétiques sélectifs a permis le démantèlement de la fonction du récepteur 

mGluR7 dans une multitude de processus physiologiques et comportementaux. Ainsi les souris knock-out ont mis en 

évidence un rôle du récepteur mGluR7 dans l’anxiété, le conditionnement de la peur, l’aversion, l’apprentissage et la 

mémoire spatiale. De plus, ces souris dépourvues du récepteur métabrotrope mGluR7 démontrent une sensibilité accrue 

aux crises épileptiques suggérant un rôle unique de ce récepteur dans la régulation de l’excitabilité neuronale. De même, 

une altération de la plasticité synaptique à court terme dans les souris transgéniques dépourvues du récepteur 

métabotrope au glutamate mGluR7 démontre que l’absence de récepteurs mGluR7 engendre des altérations de la 

plasticité synaptique à court terme dans l’hippocampe. En outre, la découverte et la caractérisation récente du premier 

antagoniste allostérique agissant sur le domaine VFTD de l’extrémité N-terminale du récepteur mGluR7 potentialise 

définitivement les observations effectuées sur les souris mGluR7 knock-out quant à la fonction de ce récepteur dans 

l’anxiété et la dépression. Ensemble, ces données suggèrent que le récepteur mGluR7 est un important régulateur de la 

fonction glutamatergique, de la peur, de l’aversion et de la cognition et donc ce récepteur représente une cible 

thérapeutique innovante pour les troubles liés au stress à l’interface de la cognition et de l’anxiété. 

 

 

 

 

 

 

 



Metabotropic glutamate receptors (mGluRs) consist of eight different subtypes and exert their effects on second 

messengers and ion channels via G-proteins. The function of individual mGluR subtypes in the CNS, however, largely 

remains to be clarified. To study the role of mGluR7 receptors, we used homologous recombination to generate mice 

lacking this metabotropic receptor subtype (mGluR7). Immunohistochemical and immunoelectron-microscopic analyses 

showed that mGluR7 is highly expressed in amygdala and preferentially localized at the presynaptic axon terminals of 

glutamatergic neurons, suggesting strongly that mGluR7 is involved in neural processes subserving amygdala-

dependent averse responses. To examine amygdala-dependent behavior, we examined first the fear response of 

freezing after electric shock in wild-type and mGluR7  (mGluR7-/-) knockout littermates. Wild-type mice displayed 

freezing immediately after footshock. In comparison, mGluR7 knockout mice showed significantly reduced levels in both 

immediate postshock and delayed freezing responses. However, the knockout mice exhibited no abnormalities in pain 

sensitivity and locomotor activity. Secondly, we performed conditioned taste aversion (CTA) experiments. In wild-type 

mice, the administration of saccharin followed by intraperitoneal injection of the malaise-inducing agent LiCl resulted in 

an association between saccharin and LiCl. This association caused strong CTA toward saccharin. In contrast, mGluR7 

knockout mice failed to associate between the taste and the negative reinforcer in CTA experiments. Again, the knockout 

mice showed no abnormalities in taste preference and in the sensitivity to LiCl toxicity. These results indicated that 

mGluR7 deficiency causes an impairment of two distinct amygdala-dependent behavioral paradigms. Because the 

amygdale function is essential for these two distinct behavioral paradigms, our results suggest that mGluR7 is critical in 

amygdale function. The amygdale is a brain region that is known to be critical for the manifestation of anxiolysis and 

antidepressant action and glutamatergic neurotransmission has been strongly implicated in the pathophysiology of 

affective disorders. To this end we analyzed the behavioral profiles of mGluR7-/- mice in animal models of depression 

and anxiety. mGluR7-/- mice were compared to wildtype littermates and showed substantially less behavioural immobility 

in both the forced swim test and the tail suspension test. Both behavioural paradigms are widely used to predict 

antidepressant-like activity. Further, mGluR7-/- mice displayed anxiolytic activity in four different behavioural tests namely 

the light-dark box, the elevated plus maze, the staircase test, and the stress-induced hyperthermia test, while their 

cognitive performance was normal in the passive avoidance paradigm. Analysis of locomotor activity in a novel 

environment demonstrated that mGluR7-/- mice were slightly more active in the initial minutes following placement in the 

chamber only. Together, these data suggest that mGluR7 may play a pivotal role in mechanisms that regulate 

behavioural responses to aversive states. Moreover, this studies demonstrate that selective ablation of mGluR7 is 

associated with changes in animal behavioural paradigms predictive of antidepressant and anxiolytic action. Futhermore, 

after the serendipitous discovery of a sensory stimulus-evoked epileptic phenotype in mGluR7 knockout mice, we tested 

two convulsant drugs, pentylenetetrazole (PTZ) and bicuculline. In animals aged 12 weeks and older, subthreshold 

doses of these drugs induced seizures in mGluR7-/-, but not in mGluR7+/-, mice. PTZ-induced seizures were inhibited by 

three standard anticonvulsant drugs, but not by the group III selective mGluR agonist (R,S)-4-phosphonophenylglycine 

(PPG). Consistent with the lack of signs of epileptic activity in the absence of specific stimuli, mGluR7-/- mice showed no 

major changes in synaptic properties in two slice preparations. However, slightly increased excitability was evident in 

hippocampal slices. In addition, there was slower recovery from frequency facilitation in cortical slices, suggesting a role 

for mGluR7 as a frequency-dependent regulator in presynaptic terminals.  

Moreover, mGluR7 is highly expressed at synapses made between CA3 and CA1 pyramidal neurons in the 

hippocampus.  This input, the Schaffer collateral-commissural pathway, displays robust long-term potentiation (LTP), a 

process believed to utilise molecular mechanisms that are key processes involved in the synaptic basis of learning and 

memory.  We found that LTP could be induced in mGlu7-/- mice and that once the potentiation had reached a stable 

level there was no difference in the magnitude of LTP between mGlu7-/- mice and their littermate controls.  However, the 

initial decremental phase of LTP, known as short-term potentiation (STP), was greatly attenuated in the mGlu7-/- mouse.  

In addition, there was less frequency facilitation during, and less post-tetanic potentiation following, a high frequency train 

in the mGluR7-/- mouse showing that the absence of mGlu7 receptors results in alterations in short-term synaptic 



plasticity in the hippocampus. Based on this Electrophysiological  results, we expend on the role of mGluR7 in learning 

and memory by describing the effect of mGluR7 gene ablation in different learning paradigms. In the acoustic startle 

response (ASR), no differences were seen between knockout mice and wildtype littermates in parameters including 

prepulse inhibition and habituation. In an open field test, no differences were seen between genotypes in motor activity, 

exploratory behaviour, and fearful behaviour. In a T-maze reinforced alternation working memory (WM) task, again no 

difference was seen between groups. However, when increasing the demands on working-memory in a 4-arm and 8-arm 

maze task, KO mice committed more WM errors than WT littermates thereby uncovering a highly significant difference 

between the two groups that persisted every day for the whole 9 days of the experiment. In a 4-arm maze with 2 arms 

baited, KO and wildtype mice committed the same number of LTM errors, whereas KOs committed more WM errors. 

Altogether, these findings suggest that a lack of mGluR7 mainly impairs short-term working but not long-term memory 

performance while having no effect on sensorimotor processing, non-associative learning, motor activity and spatial 

orientation. 
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