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Introduction

I. La maladie d’Alzheimer

1. Historique

Au début du XX™ siécle, la démence du sujet 4gé était considérée par la majorité des
psychiatres comme liée a ['usure « normale » du temps. Un médecin psychiatre allemand,
Alois Alzheimer, exposa en 1906 le cas clinique d’une de ses patientes de 51 ans, Auguste D.,
souffrant d’une altération progressive de ses capacités de compréhension et de mémoire,
d’hallucinations, de confusion mentale et d’une inaptitude psychosociale (Maurer et coll.,
1997). A I’examen post-mortem, le cerveau de cette patiente a révélé deux types de 1ésions
corticales : des enchevétrements de fibrilles intracellulaires nommés dégénérescences
neurofibrillaires et des plaques séniles caractérisées par le dépot d’une substance particulicre.
En 1910, I’appellation « maladie d’Alzheimer » (MA) est employé pour la premiere fois par
Ernest Kraepelin pour caractériser cette démence neurodégénérative du sujet 4gé, pouvant
parfois atteindre le sujet de moins de 60 ans. Aujourd’hui encore, seule la présence des deux

types de 1ésions cérébrales permet de diagnostiquer avec certitude une MA.

2. Prévalence et symptdmes de la MA

En raison du vieillissement de la population, la MA, forme de démence la plus
répandue, est devenue une priorit¢ de Santé publique. A titre d’exemple, le nombre de
personnes touchées par la MA atteindrait environ 500 000 personnes en France, et 4,5
millions de personnes aux Etats-Unis (Dartigues et coll., 2002 ; Hebert et coll., 2003). La
prévalence de la MA augmente avec I’age : elle est de 0,6 % entre 65 a 69 ans et atteint 22,2
% apres 90 ans (Dartigues et coll., 2002).

La MA se caractérise sur le plan clinique par ’apparition progressive de troubles des
fonctions supérieures (Rigaud et Forette, 2002), dont I’évolution inexorable conduit & un état
démentiel en 5 a 10 ans en moyenne. Au cours de la maladie, les capacités mnésiques
s’alterent progressivement, sans que la plainte mnésique du patient soit proportionnelle au
déficit : le patient est souvent inconscient de ses troubles (anosognosie) ou les minimise. Les
troubles mnésiques concernent d’abord les faits récents (détails de la vie quotidienne,
emplacement d’objets, noms de personnes peu familiéres), puis les faits anciens (personnages

connus, dates historiques, dates d’anniversaire, etc.). La désorientation spatio-temporelle des
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patients au début de la maladie est liée a I’atteinte précoce et massive de la mémoire
épisodique. Cette forme de mémoire permet d’enregistrer, de conserver et de récupérer les
informations concernant un événement acquises dans un contexte spatio-temporel donné
(Almkvist, 1996 ; Adelstein et coll., 1992, Dubois et coll., 1997). L’évolution de la maladie
induit une perturbation des fonctions exécutives (pensée abstraite, planification, organisation
dans le temps, contrdle des comportements complexes) et des troubles du langage (aphasie)
conduisant a une altération de la compréhension. Apparaissent également les incapacités a
faire certains gestes (apraxies), a reconnaitre les objets (agnosie) ou les visages
(aprosognosie). A un stade avancé de la maladie, le patient peut étre atteint de troubles
moteurs voire de crises d’épilepsie. Les patients ont fréquemment des troubles du
comportement précoces et divers : troubles de la motivation (apathie, désintérét, indifférence
affective), anxiété, dépression, idées délirantes (hallucinations, jalousie), agitation verbale,

vocale ou motrice (déambulation, comportements compulsifs, agressivité), etc.

3. Aspects neuropathologiques
Depuis la découverte des plaques séniles par Emil Redlich en 1898 et la description
des dégénérescences neurofibrillaires par Alzheimer en 1907, la recherche sur la MA
progresse de fagon significative et surtout depuis les années soixante. C’est a cette époque que

sont caractérisées au niveau ultrastructural ces 1ésions caractéristiques de la MA.

a. Les plaques séniles

Les plaques séniles ou neuritiques sont formées par des dépdts de fibrilles amyloides,
nommées ainsi en raison de leurs propriétés physicochimiques ressemblant a celles de
polysaccharides. Les fibrilles sont constituées de protéine B-amyloide (AP) d’une longueur de
40 ou 42 acides aminés (respectivement AB;49 et APj42) et sont entourées de neurites
dystrophiques, de cellules microgliales et astrogliales réactives (Selkoe, 2004). La plus grande
partie de I’AP formant les plaques neuritiques est sous la forme de fibrilles insolubles, qui
peuvent étre révélées par une coloration au rouge Congo ou a la thioflavine-S. Ces fibrilles
sont mélangées a un réseau informe constitu¢ d’AB sous forme non fibrillaire, pouvant étre
mise en évidence par immunohistochimie. Cette technique permet de révéler I’existence de
plaques « diffuses », constituées de dépdts non fibrillaires (préamyloides) d’ABi.4;. Cette

forme du peptide est la plus encline a 1’agrégation, comparée a 1’ Af3;_49 moins hydrophobe. 11
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semblerait donc que 1I’AP;.4, soit la premiere a former des fibrilles insolubles (Iwatsubo et
coll., 1994). 1l existerait un continuum entre les deux types de plaques, neuritiques et diffuses.
Les taux relatifs des formes fibrillaires et non fibrillaires de I’Af seraient liés au niveau
d’altération neuritique et a 1’activation gliale dans I’environnement des plaques (Selkoe,
2004). Ainsi, les plaques neuritiques seraient plus dommageables que les plaques diffuses, sur
le plan de la sévérité des déficits cognitifs qu’elles engendrent (Cummings et coll., 1996). En
effet, des individus 4gés peuvent présenter une charge importante en AP dans le cerveau sous

forme de plaques diffuses et présenter des performances cognitives normales (Ndslund et

coll., 2000).

b. Les degénérescences neurofibrillaires

Les dégénérescences neurofibrillaires (DNF) désignent des agrégats de matériel
fibrillaire anormal dans le cytoplasme des neurones. A I’observation de ces lésions en
microscopie ¢lectronique, apparaissent des paires de filaments appariés en hélice (PHF pour
paired helical filament ; Kidd, 1963) qui sont principalement composés d’une protéine
associée au cytosquelette, la protéine tau. Cette protéine est normalement capable de
promouvoir I’assemblage des microtubules et d’en réguler la stabilité. La protéine tau joue un
role essentiel au niveau des axones en étant impliquée dans le transport antérograde des
substances. Dans le cerveau normal, 1’équilibre entre phosphorylation et déphosphorylation de
la protéine tau module la stabilit¢ du cytosquelette et, par conséquent, la morphologie
axonale. L’hyperphosphorylation de la protéine tau (Igbal et coll., 1986) provoque une
diminution de D’affinit¢ de la protéine pour la tubuline, donc une déstabilisation du
cytosquelette et une accumulation de protéine tau sous la forme de PHF dans le cytoplasme
(Maccioni et coll.,, 2001 ; Mandelkow et Mandelkow, 1998). Les DNF se forment en
particulier dans la MA, mais peuvent également survenir suite a une mutation du géne de la
protéine tau (sur le chromosome 17 humain), par exemple dans la démence fronto-temporale
(Hardy et coll.,, 1998) dans laquelle on n’observe pas de dépdts amyloides. Les DNF
surviennent également au cours du vieillissement normal (Mukaetova-Ladinska et coll.,
1996 ; Davis et coll., 1999 ; Delacourte et coll., 1999). Il est probable que la formation des
DNF au cours de la MA soient une réponse cytologique des neurones a l’accumulation
graduelle de protéine P-amyloide. Cette hypothese est étayée par des résultats obtenus

récemment chez des souris transgéniques développant des plaques amyloides avec 1’age et
3
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exprimant une forme humaine de la protéine tau : le dépdt d’AP chez ces animaux semble
précéder la formation des DNF, que les souris expriment ou non une forme mutée de la
protéine tau (Kurt et coll., 2003 ; Oddo et coll., 2003). Il se pourrait que ce soit
principalement le stress oxydatif (li€ ou non au dépot d’AB) qui soit a l’origine de
I’hyperphosphorylation de la protéine tau (Smith et coll., 2002 ; Perry et coll., 2002). De
facon générale, I’augmentation du niveau de stress oxydatif avec le vieillissement ou lors d’un
processus pathologique, pourrait étre a 1’origine de I’apparition des DNF et des plaques

séniles (Benzi et Moretti, 1995 ; Joseph et coll., 2001).

Il. Les rbles centraux de I’APP et de I’apoE dans la maladie

d’Alzheimer

Bien que la grande majorité des cas de MA soit d’origine sporadique, il existe de rares
cas familiaux ou la MA se transmet de facon quasi systématique et se déclenche précocement
(avant 60 ans). L’¢tude de ces familles a conduit a la découverte de mutations sur le géne du

précurseur de la protéine B-amyloide (APP), cloné pour la premicre fois en 1987.

1. Les formes familiales de la MA : perturbation du métabolisme de I’APP

par des mutations genétiques

Plusieurs mutations de I’APP et des protéines nommées présénilines (PS) ont été
découvertes et sont responsables de formes héréditaires de MA a développement précoce et a
transmission autosomale dominante (Tanzi et coll.,, 1996). Ces mutations perturbent le
métabolisme de I’APP, dont le clivage protéolytique anormal ou excessif conduit a

I’accumulation de protéine B-amyloide (AB) dans le cerveau.

a. Les différentes isoformes de I’APP

L'APP est une glycoprotéine transmembranaire dont le geéne se situe sur le
chromosome 21 humain. Ce geéne code pour plusieurs isoformes de I'APP membranaire
(mAPP), de 365 a 770 acides aminés, obtenues par épissage alternatif de 'ARN messager
(Rossner et coll., 1998). Ces isoformes de mAPP contiennent toutes la séquence de 39 a 43
acides aminés correspondant a I’AP retrouvée dans les plaques séniles. Les isoformes
principales, que sont I'APPgos, I'APP7s; et I'APP77, différent structuralement par leur nombre

d'acides aminés, et par la présence ou non d'une séquence analogue des inhibiteurs de protéase
4
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Figure 1 : Séquences d’acides aminés constituant 'APP chez
I'Homme (isoformes 695, 751 et 770) et chez la Souris

(exemple de I'isoforme 695)

Zones vertes : domaine KPI présent dans les isoformes 751 et 770

Zones rouges :différences Homme/Souris

Zones bleues : polymorphismes des isoformes humaines

Souligné : séquence correspondant a la protéine p-amyloide de 40 ou 42 acides aminés
Encadré gras : séquence RERMS responsable des effets trophiques (Mileusnic et coll., 2000)
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a sérine (domaine KPI pour Kunitz-like Protease Inhibitor) (voir figure 1). Alors que la forme
neuronale prépondérante est 1'APPg9s dépourvue de domaine KPI, les isoformes APP7s; et
APP779 possédant un domaine KPI sont exprimées majoritairement dans les tissus
périphériques et par les cellules gliales du cerveau (LeBlanc et coll., 1991 ; Rohan de Silva et
coll., 1997 ; Selkoe, 1998). La maturation de I’APP (O-glycosylations, N-glycosylations et
tyrosyl-sulfatations) s’effectue au cours de son trajet vers la membrane plasmique par le
réseau trans-golgien.

L’APP fait partie d’une famille de protéines comprenant également des APLP (pour
amyloid precursor-like proteins) trés conservée sur le plan de 1’évolution (Coulson et coll.,
2000 ; Daigle et Li, 1993 ; van den Hurk et coll., 2001). Chez ’'Homme et chez la Souris il
existe en plus de I’APP, une APLP1 et une APLP2, alors que chez des invertébrés comme la
Drosophila melanogaster ou le Coenorhabditis elegans, il n’existe qu’un seul membre de la
famille des APP, respectivement I’APLL et ’APL-1 pour ces deux espéces. Ceci laisse a
penser que I’APP et les APLP dériveraient d’un seul géne ancestral commun (Coulson et
coll., 2000). L’APP et les APLP possedent des propriétés fonctionnelles redondantes (par
exemple : Bush et coll., 1994), ce qui explique la viabilité de souris knock-out pour un seul,
voire deux, des génes des protéines membres de la famille de ’APP. En effet, la double
mutation est 1étale lorsqu’elle implique a la fois le géne de I’APP et celui de I’APLP2,
supposant une forte homologie fonctionnelle de ces deux protéines (von Koch et coll., 1997).
Néanmoins, ces deux protéines possedent également des rdles physiologiques distincts, car les
doubles mutants pour ’APLP1 et ’APP ou pour ’APLP1 et ’APLP2 montrent des

phénotypes clairement différents, respectivement viable et 1étal (Heber et coll., 2000).
b. Métabolisme de I’APP

Les sécrétases

L'APP membranaire peut étre clivé au niveau de trois sites endoprotéolytiques, par
trois activités enzymatiques : les a-, B- et y-sécrétases (voir pour revue : Mills et Reiner,
1999) (voir figure 2). Traditionnellement, les différentes voies de sécrétion sont qualifiées
d’amyloidogéniques, si elles génerent de I’AP, ou de non amyloidogéniques, si elles n’en

générent pas (Checler et coll., 2002). L’équilibre entre la production et la dégradation du
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Figure 2 : Les voies de sécrétion de 'APP

La voie non-amyloidogénique conduit a la sécrétion de sAPPa et de peptide P10
par l'activité a-sécrétase, et éventuellement des peptides P7 et P3 par l'activité y-
sécrétase. La voie amyloidogénique conduit a la formation de sAPPp par I'activité
B-sécrétase, puis l'activité y-sécrétase conduit a la formation de la protéine p-
amyloide (AB) et de peptide P7.
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peptide AP se stabilise dans les conditions normales a un seuil en dessous duquel le peptide
reste soluble. Le déréglement de cet équilibre peut conduire a I’accumulation d’Ap.

La voie non amyloidogénique fait intervenir une activité o-sécrétase qui coupe le

mAPP au milieu de la séquence correspondant a I'AB, permettant ainsi la sécrétion dans
l'espace extracellulaire d'une forme sécrétée de I'APP, le sAPPa. Ce clivage peut avoir lieu au
sein du réseau trans-golgien ou bien au niveau de la membrane plasmique, puis le SAPPa est
libéré dans 1’espace extracellulaire. Le fragment C-terminal de 1I’APP restant, nommé P10 (10
acides aminés), peut étre clivé par l'activité y-sécrétase pour générer deux fragments P7 et P3
(respectivement 3 et 7 acides aminés). Cette voie de sécrétion ne produit donc pas de protéine
B-amyloide. A ce jour, plusieurs a-sécrétases de la famille des ADAM (pour a disintegrin and
metalloprotease) ont été identifiées : ADAM 10, ADAM 17 (appelée aussi TACE pour tumor
necrosis factor « converting enzyme) ou encore MDC9. Ces métalloprotéases sont
généralement impliquées dans la coupure de protéines transmembranaires (Buxbaum et coll.,
1998 ; Lammich et coll., 1999).

La voie amyloidogénique fait intervenir les activités - et y-sécrétases qui clivent le

mAPP de part et d'autre de la séquence correspondant a 1'Ap. Cette voie conduit a la libération
dans ’espace extracellulaire du peptide AP et d’une forme sécrétée de 1I’APP, le SAPPp. Le
fragment C-terminal de I’APP restant est le fragment P7. Les clivages par la - et la y-
sécrétase peuvent survenir au niveau du réticulum endoplasmique, au sein du réseau trans-
golgien, au niveau de la membrane plasmique ou encore dans des endosomes apres
réinternalisation du mAPP. Il semblerait que 1’AB;.4, soit produite dans le réticulum
endoplasmique et que 1I’APB;49 soit produite dans le compartiment golgien. En effet,
I’épaisseur plus importante de la membrane du réticulum endoplasmique pourrait étre a
I’origine du « décalage » du site de coupure de la y-sécrétase, conduisant ainsi a la production
d’ABi.42. Les B-sécrétases identifiées a ce jour sont nommées BACE-1 et BACE-2 (pour £
site APP cleaving enzyme), et sont deux protéases acides membranaires (Vassar, 2002). Les
recherches thérapeutiques actuelles contre la maladie d’Alzheimer visent, entre autres, a
réduire 1’activité de BACE-1 afin de réduire la production d’A. Les cellules de souris knock-
out pour le géne de BACE-1 ne montrent en effet plus aucune production d’Af3 (Luo et coll.,
2001 ; Cai et coll., 2001). La nature de la y-sécrétase est, quant a elle, encore aujourd’hui

objet de débat. On a d’abord cru que des protéines nommées présénilines (PS1 et PS2)
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pouvaient avoir une activité y-sécrétase, mais il semblerait que les présénilines représentent

plutdt une des parties d’un « complexe protéique a activité y-sécrétase » (de Strooper, 2003).

Les presénilines

Les présénilines (PS1 et PS2) sont des protéines membranaires multifonctionnelles. La
PS1 et la PS2 possedent respectivement 467 et 448 acides aminés et leurs geénes sont situés
respectivement sur les chromosomes 14 et 1 humains. De nombreuses mutations de ces génes
ont été¢ découvertes (a ce jour 111 pour la PS1, 10 pour la PS2), et sont a 1’origine de plus de
60 % des formes familiales de MA (contre 10 % environ pour les mutations connues de
I’APP).

Les présénilines semblent en majorité situées dans les membranes du réticulum
endoplasmique et de I’appareil de Golgi. Elles possédent 8 domaines transmembranaires et
une large boucle cytoplasmique, au niveau de laquelle sont situés des sites de coupure par des
protéases. L’attaque protéolytique de la boucle cytoplasmique engendre deux fragments N- et
C-terminaux. Ces deux fragments peuvent ensuite former un hétérodimére stable
correspondant aux complexes biologiquement actifs des présénilines (Capell et coll., 1998). 11
se pourrait que les présénilines jouent le role de protéine « chaperon », c'est-a-dire qu’elles
soient capables d’interagir avec d’autres protéines (par exemple 1’ APP) et de les stabiliser au
sein d’un complexe (Van Gassen et coll., 2000 ; De Strooper et Annaert, 2000).

Ainsi, les présénilines ne sont pas seulement impliquées dans la formation du
complexe a activité y-sécrétase capable de protéolyser I’APP, mais également dans d’autres
voies de protéolyse comme celle de la protéine Notch (Selkoe, 2002). Etant donné que la
protéine Notch joue un réle dans la différenciation des cellules (par exemple, lors de
I’hématopoiese), les stratégies thérapeutiques visant a diminuer I’activité y-sécrétase afin de
réduire la production d’Af ne semblent pas dénuées de risques d’effets secondaires majeurs

(par exemple, une immunodéficience).

c. Roles de I’APP et de ses dérivés

En raison de 1’évidence de la perturbation du métabolisme de I’APP ou cours de la
MA, de nombreuses recherches se sont focalisées sur la compréhension des roles

physiologiques normaux de I’APP et de ses dérivés (Turner et coll., 2003 ; Dodart et coll.,
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2000). L’APP est exprimé de facon ubiquitaire dans l’organisme, mais ses fonctions

physiologiques multiples ne sont pas encore bien connues.

Des propriétés diverses

Avec les APLP, ’APP joue un rble clé¢ dans le développement embryonnaire (von
Koch et coll. 1997). La variation d’expression des différentes isoformes de I’APP au cours du
développement suggere une implication différentielle de ces isoformes dans I’ontogénése du
systéme nerveux, le sSAPP;s; favoriserait la croissance cellulaire et la synaptogenése, alors que
le sAPPgos favoriserait plutot 1’établissement et la maturation de connections entre les
neurones (Apelt et coll., 1997). Le mAPP peut stimuler in vitro la croissance des neurites de
neurones d'hippocampe en culture, en particulier les isoformes APP751 et APP770 (Qiu et
coll., 1995). A ces propriétés neurotrophiques s’ajoutent également des propriétés
neuroprotectrices (Isacson et coll., 2002, Wallace et coll., 1997). Les formes sécrétées (sSAPP),
possedent également des propriétés neurotrophiques et neuroprotectrices (Barger et Mattson,
1996 ; Mattson et coll., 1997). Le mAPP, comporte divers domaines pouvant se lier a divers
substrats de la matrice extracellulaire comme 1’héparine, le collagéne ou la laminine et peut se
comporter in vitro comme une molécule d'adhésion cellulaire (Storey et coll., 1996 ; Gillian et
coll., 1997). Le mAPP pourrait également jouer le role de récepteur, couplé, au niveau de sa
partie C-terminale intracellulaire, a une protéine GO (Okamoto et coll., 1995 ; Brouillet et
coll., 1999). Les sAPP peuvent également modifier in vitro le métabolisme cellulaire, par
exemple en activant les voies de signalisation cellulaire dépendantes de la protéine kinase C
(Ishiguro et coll., 1998).

Malgré un nombre important d’études réalisées sur I’APP, les véritables rdles de cette
protéine demeurent aujourd’hui encore cachés dans un « brouillard de spéculations » selon
I’expression de De Strooper et Annaert (2000) dans leur revue sur les fonctions cellulaires de
I’APP. Néanmoins, on sait que la partie intracellulaire C-terminale de I’APP peut étre
reconnue par plusieurs ligands comme les protéines Fe65, X11 et mDAB-1. Par leurs autres
sites de liaisons, ces protéines fixant I’APP sont par exemple impliquées dans la signalisation
nucléaire, I’adhésion cellulaire, la modélisation du cytosquelette et le recrutement de kinases.
L’ensemble de ces données, suggere que I’APP ne serait en fait qu’une des unités d’un
ensemble complexe de protéines multifonctionnelles. Cette hypotheése pourrait en partie
expliquer les roles joués par I’APP dans les processus d’adhésion cellulaire, de stimulation de
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la croissance neuritique et de synaptogenéese (De Strooper et Annaert, 2000). Enfin, une étude
trés récente montre que les SAPP ont la capacité de réguler la prolifération de cellules
progénitrices dans la zone subventriculaire cérébrale du rat adulte (Caillé et coll., 2004). Les

sAPP pourraient donc également jouer un role dans la neurogenése.

Roles de I’APP dans les processus mnésiques

L’ensemble des propriétés de I’APP nous oriente naturellement vers 1’hypothése d’un
role de cette protéine dans les changements neurochimiques et structuraux qui sous-tendent
les processus mnésiques (Dodart et coll. 2000 ; Turner et coll., 2003).

L'intervention de I'APP (mAPP et/ou sAPP) dans les processus mnésiques a d'abord
été suggérée par des travaux utilisant une approche indirecte (Doyle et coll., 1990 ; Huber et
coll., 1993 ; et plus récemment, Mileusnic et coll., 2000). En administrant a des rats ou a des
poulets des anticorps anti-APP par voie intracérébroventriculaire (i.c.v.), ces auteurs ont pu
mettre en évidence une perturbation des performances de mémoire dans des tiches
d'évitement passif et actif. De plus, Doyle et collaborateurs (1990) n’ont observé de déficit
mnésiques que lorsque les anticorps étaient injectés juste avant ou 2 h et demie aprés la
séance d’acquisition de la tache, et pas lorsque I’injection était effectuée 4 ou 6 h apres. Ces
travaux suggerent I’implication relativement précoce des APP endogeénes dans les processus
de consolidation de la trace mnésique, sans toutefois préciser les roles respectifs des mAPP et
des sAPP. L’APP, par son implication dans la croissance des neurites et la
formation/remodélisation des synapses, pourrait jouer un role crucial dans I’induction et/ou le
maintien de la plasticité synaptique. Le phénomeéne de potentialisation a long terme (PLT) est
considéré comme un reflet de la plasticité synaptique et un paradigme moléculaire pour la
formation de la mémoire. Ishida et collaborateurs (1997) ont montré que les SAPP étaient
capables d’augmenter le seuil de fréquence nécessaire pour induire une PLT, ainsi que
I’amplitude de la PLT dans la région CAl induite par une stimulation haute fréquence de
coupes d’hippocampe de Rat adulte. De plus, Fazeli et collaborateurs (1994) ont observé une
augmentation des concentrations extracellulaires d’APP 90 minutes aprés I’induction de la
PLT. Il est possible que I’APP puisse influencer la PLT par modulation de I’entrée de
calcium (Morimoto et coll., 1998 ; Bouron et coll.,, 2004). Enfin, Roch et collaborateurs
(1994) ont mis en évidence les effets promnésiants d’un fragment neurotrophique du sAPPgos.
Des rats ayant subi une infusion de ce fragment par voie i.c.v. ont montré de meilleures
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performances de mémoire spatiale que les rats témoins. Ce fragment de SAPPg9s contenait une
séquence d’acides aminés « RERMS » provenant du sAPPgys. Ce pentapeptide correspond au
domaine de I’APP responsable de ses effets neurotrophiques (Ninomiya et coll., 1993). Chez
des poulets, I’administration du pentapeptide RERMS bloque les déficits de mémoire
provoqués par une baisse de I’expression de I’APP induite par de I’ADN antisens (Mileusnic
et coll., 2000). Tres récemment, la méme équipe a ¢galement obtenu des effets promnésiants
avec la séquence RER contenue dans le peptide RERMS (Mileusnic et coll., 2004).
L’ensemble de ces données suggere que les propriétés neurotrophiques des sAPP pourraient

jouer un role dans les processus mnésiques.

En suivant une autre approche, les travaux réalisés dans I’équipe par Meziane et
collaborateurs (1998) ont pu montrer les effet promnésiants d’une administration i.c.v. de
sAPPa humain chez la Souris. Ainsi, une injection i.c.v. de SAPP améliore les performances
mnésiques dans plusieurs taches d'apprentissage et de mémoire. En effet, des souris ayant
recu de faibles doses de la protéine (entre 0,05 et 5000 pg) montrent de meilleures
performances que les souris témoins dans une tache de discrimination visuelle (avec le
sAPP7s; injecté 3 mn aprés I’apprentissage) et une tiche de reconnaissance d’objet (avec le
sAPP7s; ou le sAPPgos injecté 20 mn avant 1’apprentissage). L’administration de sAPP est
¢galement capable de bloquer les déficits mnésiques induits par la scopolamine dans une
tache d’apprentissage opérant en boite de Skinner (sAPP;s; injecté 3 mn apres
I’apprentissage) et dans la tiche de reconnaissance d’objet (SAPP7s; ou sAPPg9s injecté 20 mn
avant I’apprentissage ; Meziane et coll., 1998). On peut remarquer que les effets promnésiants
du sAPP sont validés pour I’isoforme 695 comme pour I’isoforme 751 : le domaine KPI
présent sur cette dernicre isoforme ne semble donc pas étre impliqué dans les effets

promnésiants du sAPP.

Speécificité d’action des sAPP sur la mémoire

Durant leurs travaux, Meziane et collaborateurs (1998) n’ont observé aucun effet de
I’injection de sAPPa sur I’activité locomotrice des animaux, sur le nombre de redressements
et sur le niveau d’exploration des objets, ce qui suggere une spécificité des effets des sAPPa
sur les processus mnésiques. De plus, une expérience réalisée au laboratoire (Vogel, non

publié) a permis de montrer que le SAPPsos n’avait apparemment pas d’influence sur le niveau
10
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d’anxiété des souris évalué dans le test de la cage claire-obscure, couramment utilisé afin
d’évaluer les effets anxiolytiques ou anxiogéniques de substances pharmacologiques (Crawley
et Goodwin, 1980). Ce test a été utilisé pour évaluer les effets de I'injection de différentes
doses de sAPPgos (0,05 a 5 pg par souris, injection i.c.v. 20 mn avant la séance) sur le
comportement des souris dans le dispositif. Aucune de ces doses de sAPPa n’a, dans ce test,
montré d’effet sur les variables sensibles aux actions des substances anxiolytiques ou
anxiogenes (temps passé dans les deux compartiments ou nombre de transitions entre les deux
compartiments de la cage). Le sAPPgs ne semble donc pas avoir d’effet sur la réactivité
émotionnelle des souris, aux doses que nous avons utilisées dans les tests d’apprentissage et

de mémoire.

La description des formes familiales de la MA m’a permis de vous présenter I’APP,
une protéine jouant un réle fondamental dans I’apparition de cette maladie. Dans les
prochains paragraphes consacrés aux facteurs de risque jouant un réle critique dans les
formes sporadiques de la MA, je vous présenterai I’apolipoprotéine E (apoE), une autre

protéine jouant un réle clé dans le développement de cette pathologie.

2. Formes sporadiques

Les formes familiales de MA dues aux mutations de I’APP ou des présénilines ne
représentent que moins de 10% des cas. La grande majorité des formes de MA sont en effet
sporadiques a développement tardif (au-dela de 65 ans), et pour celles-ci, il est difficile

d’identifier des facteurs génétiques responsables.

a. Les facteurs de risque

Les facteurs de risque sont des caractéristiques appartenant a 1’individu (par exemple :
le sexe, I’age) ou des variables de 1’environnement (par exemple : le style de vie, la prise de
médicaments) statistiquement associées a la fréquence accrue d’une maladie. Les facteurs de
risque semblent avoir une influence sur la progression de la pathologie, mais ne causent pas

nécessairement la maladie. Certains facteurs de risque sont accessibles a la prévention (par

exemple le style de vie), tandis que d'autres facteurs de risque ne sont pas modifiables (par

exemple, 1'dge ou I’hérédité). En controlant les facteurs de risque modifiables, le but, pour un
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malade donné, est de retarder autant que possible la survenue et/ou la progression de la
maladie.

Plusieurs études de cohortes ont permis d’identifier ou, tout au moins, de suspecter
plusieurs facteurs de risque possibles dans le développement de la MA (Dartigues et coll.,
2002). Ceci révele que la MA fait intervenir une combinaison de facteurs individuels et
environnementaux, I’ensemble de ces facteurs interagissant. Par exemple, grace a I’étude
frangaise PAQUID (pour « personnes agées QUID ? »), réalisée en Gironde et en Dordogne,
des scientifiques ont suivi I’évolution de la santé d’un groupe de plus de 4000 personnes
agées depuis 1988 (Résultats disponibles sur le site: http://www.isped.u-bordeaux?2.fr/
RECHERCHE/paquid/FR-PAQUID-Resultats.htm).

L'age

Le facteur de risque le plus évident est I’age : I’étude PAQUID a montré que
I’évolution du risque de démence en fonction de 1’age est relativement stable avant 75 ans et
s’établit a environ 3,5 pour 1000 personnes/année. Aprés 75 ans, I’incidence (nombre de
nouveaux cas par an) croit de facon linéaire pour atteindre 60 pour 1000 personnes/année
chez les 90 ans et plus. Le graphique ci-dessous représente la prévalence de la MA
(pourcentage de personnes atteintes dans la population) exprimée en pourcentage de la

population pour une catégorie d’age donnée (Résultats PAQUID, 2003).

Prévalence (%) de la maladie d'Alzheimer
- Données PAQUID 2003 -
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Le sexe

Les femmes ont plus de risque que les hommes de développer une MA. Letenneur et
collaborateurs (1999) ont montré que I’incidence de la MA devenait plus importante chez les
femmes que chez les hommes apres I’age de 80 ans, et que cette différence n’était pas liée a la
différence de niveau d’éducation. Cette différence en fonction du sexe pourrait s’expliquer par
les différences génétiques et hormonales (notamment liée a la baisse du niveau d’oestrogenes
avec 1’age chez la femme). Cependant, des différences sociales entre les deux sexes, ou
simplement la différence de longévité entre hommes et femmes, pourraient aussi expliquer ce
phénomene. En effet, les hommes dont la longévité est accrue par rapport a la moyenne
pourraient justement étre les hommes les plus résistants aux maladies neurodégénératives. Le
graphique ci-dessous représente la prévalence de la MA pour les deux sexes, et pour une

catégorie d’age donné¢ (Résultats PAQUID, 2003).

Prévalence (%) de la maladie d'Alzheimer
en fonction du sexe
- Données PAQUID 2003 -

prévalence (%)

75-79 ans 80-84 ans 85-89 ans 90 ans et
plus

Chez la femme, il est possible que le traitement substitutif de la ménopause avec des
oestrogenes puisse réduire le risque de développer une MA (par exemple : Kawas et coll.,

1997), mais cette hypothese reste encore trés controversée.

La stimulation cognitive

Les personnes ayant un faible niveau d’éducation sont plus susceptibles de développer
une MA (Letenneur et coll., 1999). Acquérir un haut niveau d’éducation pourrait différer la
dégradation des capacités intellectuelles en constituant des possibilités de compensation lors

du développement des symptomes habituels de la maladie. De la méme facon, la pratique
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d’activités de loisirs et d’activités sociales, développant I’initiative et la planification des
taches, pourraient diminuer le risque de démence en entretenant un bon niveau d’entrainement

intellectuel et en favorisant la stimulation cognitive des sujets.

Les facteurs vasculaires

Les travaux de Hofman et collaborateurs (1997) ont montré que I’athérosclérose était
fortement associée a la MA. En outre, il semble que le traitement de I’hypertension artérielle
réduise ’incidence de la MA (Forette et coll., 1998). Ce facteur de risque représenté par les
pathologies vasculaires est actuellement pris trés au sérieux. Afin de confirmer les résultats
déja obtenus, une grande étude épidémiologique est actuellement menée afin d’étudier la
relation entre pathologie vasculaire et démence, sur une cohorte d’environ 10 000 sujets agés
de 65 ans et plus de trois régions francaises (Etude des Trois Cités (E3C) a Bordeaux, Dijon et
Montpellier).

Les anti-oxydants

Il se pourrait que la prise d’antioxydants comme la vitamine E puisse réduire le risque
de MA (Engelhart et coll., 2002 ; Vifia et coll., 2004). Il se pourrait également que les effets
bénéfiques d’une consommation modérée d’alcool observés lors de I’étude PAQUID soient en
partie dus aux propriétés anti-oxydantes des tannins contenus dans le vin, et/ou a I’action de

I’alcool sur le systéme vasculaire.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens

La prise d’anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) pourrait également avoir un
role protecteur sur la survenue de la MA. Ces substances pourraient contribuer a réduire

I’inflammation cérébrale créée par la formation des plaques séniles au cours de la MA

(Breitner, 1996).

Les facteurs de risque génétiques : le cas de ’alléle g4 de [’apolipoprotéine E

Le role de 1'hérédité dans la forme sporadique de la maladie d'Alzheimer est incertain
et continue a faire 1'objet de nombreuses recherches. Il est probable que les personnes dont un
parent est atteint de MA ont plus de risque de développer eux aussi la maladie. Pour I’instant,
le seul facteur de risque génétique dont I’implication dans la MA reste indiscutable est la

possession de I’allele €4 de I’apolipoprotéine E (apoE). Cet all¢le €4 s’est révélé étre le
14
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facteur de risque génétique présentant la plus grande force d’association avec la MA
(Strittmatter et coll., 1993 ; Chartier-Harlin et coll., 1994), et il est également reconnu comme
facteur de risque de maladies vasculaires (Horejsi et Ceska, 2000). La encore, la possession de
I’allele €4 ne provoque pas nécessairement la maladie. I existe néanmoins plusieurs autres
genes qui peuvent représenter des facteurs de risque génétique dans le développement de la
MA, par exemple le géne du LRP (pour low density lipoprotein receptor-related protein ;
Wavrant-DeVriéze et coll., 1997). Cette protéine LRP occupe trés certainement une position
clef dans les processus impliqués dans la MA, car elle peut fixer I’apoE ou I’APP. La
recherche d’autres facteurs de risque continue, dans le cadre de la recherche sur la MA mais

¢galement sur d’autres maladies complexes a début tardif (Roses, 1998)

b. L’apolipoprotéine E

L’apolipoprotéine E (apoE) fait partie de la famille des apolipoprotéines, comprenant

également par exemple les apoA-I, apoA-II, apoA-1V, apoB, apoC-I, apoC-II, apoC-III, apoD,
et apoJ (Bolanos-Garcia et coll., 2003). Les apolipoprotéines sont impliquées dans le transport
des lipides dans le sang. Elles peuvent se combiner a des lipides pour former différentes
classes de particules lipoprotéiques. Les lipoprotéines ainsi formées sont des structures
sphériques a surface hydrophile, constituée d’apolipoprotéines ainsi que de cholestérol et de
phospholipides dont la téte hydrophile est tournée vers 1’extérieur. L’ intérieur hydrophobe de
la sphere contient des triglycérides et des esters de cholestérol. Les apolipoprotéines peuvent
réguler certaines enzymes agissant sur les lipoprotéines, et intervenir dans les interactions des
lipoprotéines avec des récepteurs. Les lipoprotéines sont impliquées dans le transport des
lipides dans le sang, et sont classées selon leur taille en lipoprotéines a haute densité, a densité
intermédiaire, a densité faible et a densité treés faible (respectivement : HDL, IDL, LDL et
VLDL pour high, intermediate, low et very low density lipoproteins).

L’apoE est produite dans une grande variété de tissus de 1’organisme (foie, reins,
muscles, gonades...) et également dans le cerveau ou elle est produite essentiellement par les
astrocytes et la microglie (Naidu et coll., 2002). Néanmoins, les travaux de Linton et
collaborateurs (1991) suggerent que 1’apoE ne passe pas la barriére hémato-encéphalique et

que I’ensemble des apoE cérébrales est indépendant de 1I’ensemble des apoE plasmatiques.
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Figure 3 : Séquences d’acides aminés constituant
I'apoE humaine (isoformes apoE2, apoE3 et apoE4) et

I'apoE murine

Zones rouges : différences Homme/Souris (arginine (r) ou cystéine (c) en positions

112 et 158 chez 'Homme ; voir positions correspondantes chez la Souris)

Zones bleues : polymorphismes des isoformes humaines

Encadré gras : arginine (r) en position 61 de I'apoE humaine (voir texte a propos de
la structure tertiaire des isoformes d’apoE). Chez la Souris, on trouve une thréonine
(t) a 'emplacement correspondant.
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Différentes isoformes de [’apoE humaine

L’apoE est une protéine de 299 acides aminés dont le géne se situe sur le chromosome

19 humain. Il existe plusieurs alléles du geéne de I’apoE humaine, contrairement a celui, par

exemple, de la Souris qui n’existe que sous une seule forme. Ces trois alleles humains de
I’apoE sont nommés €2, €3 et €4. Les génotypes possibles sont donc au nombre de six, avec
trois génotypes homozygotes €2/€2, €3/e3 et €4/e4, et trois génotypes hétérozygotes €2/e3,
€2/e4 et €3/e4. L’allele €3 est le plus fréquent dans la population (78%), suivi de I’all¢le €4
(15%), puis de I’allele €2 (7%). Les trois alléles sont a 1’origine de la synthése de trois
isoformes de la protéine, I’apoE2, I’apoE3 et I’apoE4, qui ne différent I’une de 1’autre que par
un ou deux acides aminés seulement. Les positions 112 et 158 de la séquence d’acides aminés
de I’apoE sont les sites de polymorphisme. L’apoE2 posséde une cystéine a chacune de ces
deux positions, alors que I’apoE3 posséde une arginine en position 158, et que 1’apoE4

posséde une arginine a chacune des deux positions (voir figure 3).

Différences de structure tertiaire des isoformes de ['apoE humaine

Weisgraber et Mahley (1996) expliquent que ces différences de séquence entre les
trois isoformes sont a 1’origine des variations de leurs affinités pour une catégorie donnée de
lipoprotéine. L’apoE3 et 1’apoE2 montrent une préférence pour les HDL alors que 1’apoE4
montre une préférence pour les VLDL. Sur I’apoE4, la présence de ’arginine en position 112
provoque une modification de sa conformation spatiale (par rapport aux deux autres
isoformes) : un fragment portant une arginine en position 61 change de position au sein de la
structure tertiaire de la protéine. La position particuliere de ce fragment, spécifique de
I’apoE4, semble étre responsable de la haute affinit¢ de 1’apoE4 pour les VLDL. En effet, si
on remplace ’arginine en position 61 par une thréonine, la préférence de I’apoE4 pour les

VLDL disparait.

Les apoE humaines et I’apoE murine

Les données ci-dessus me permettent de discuter de la similitude entre les différentes
isoformes d’apoE humaines et I’apoE murine unique. On pourrait penser que 1’apoE murine
ressemble a I’apoE4, en raison de ses deux arginines en positions 112 et 158. Cependant, les
effets physiologiques de I’apoE murine se rapprochent en réalité de ceux de I’apoE3 humaine,

pour la simple raison que I’apoE murine posséde une thréonine en position 61. La
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conformation de 1’apoE4 humaine (due a la présence de I’arginine en position 61, pour
I’instant spécifique a ’Homme) ne peut donc pas exister sur I’apoE murine (Weisgraber et

Mahley, 1996).

c. Les effets de I’apoE au niveau cérébral

Au niveau périphérique, I’apoE joue un rdle prédominant dans le transport des lipides
dans le sang. On sait que le polymorphisme de I’apoE joue un rdle déterminant dans
I’initiation et la progression de 1’athérosclérose. En effet, en comparaison de 1’isoforme
apoE3, I’isoforme apoE4 est un facteur de risque important pour 1’athérosclérose, et 1’apoE2
serait plutot protecteur (Horejsi et Ceska, 2000).

Au niveau cérébral, les multiples roles qui semblent étre joués par 1’apoE peuvent
¢galement se révéler dépendants de I’isoforme d’apoE considérée (voir pour revues : Mahley

et Rall, 2000 ; Bales et coll., 2002 ; Chartier-Harlin et coll., 2002).

L’apoF et le dépot de protéine [-amyloide dans la MA

Dans la MA, I’'apoE se trouve en grande quantit¢ au niveau des plaques séniles.
L’apoE est impliquée dans la formation des dépdts amyloides, comme 1’ont montré les
travaux de Bales et collaborateurs (1999) en utilisant des souris transgéniques PDAPP qui

surexpriment une forme mutée de ’APP humain (APPY''"

) et développent des plaques
amyloides avec 1’age. Ces auteurs ont croisé¢ des souris PDAPP avec des souris déficientes en
apoE, puis ont observé le développement des plaques chez les souris PDAPP/apoE obtenues
portant zéro, un ou deux génes de I’apoE murine. De fagon surprenante, les souris PDAPP ne
possédant pas d’apoE n’ont développé presque aucune plaque sénile, méme a un age avance,

contrairement aux souris APPV/!"F

possédant un ou deux geénes d’apoE murine. Afin
d’explorer les effets potentiellement isoforme-dépendants de I’apoE humaine sur la formation
des plaques amyloides, la méme équipe a ensuite utilisé des souris issues du croisement de
souris PDAPP avec des souris déficientes en apoE murine mais exprimant une isoforme
humaine E4 ou E3 sous controle du promoteur de la GFAP (pour glial fibrillary acidic
protein ; respectivement souris GFAP-apoE3 et GFAP-apoE4). Ces auteurs ont pu observer
que les souris PDAPP/GFAP-apoE4 développaient environ 10 fois plus de plaques que les

souris PDAPP/GFAP-apoE3 a I’dge de 15 mois (Holtzman et coll., 2000). Ce résultat est en
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accord avec des données obtenues chez I’Homme montrant une association entre la charge

cérébrale en plaques séniles et le génotype pour 1’apoE (Schmechel et coll., 1993).

, , \ Py
L’apoE en réponse a la neurodegenerescence

Apres une Iésion du systéme nerveux central ou périphérique, la synthése de 1’apoE est
fortement augmentée pres du site Iésionnel (Ignatus et coll., 1986 ; Poirier et coll., 1991). En
effet, ’apoE serait impliquée dans la réparation, la croissance et le maintien des membranes et
de la myéline, en particulier apres atteinte du systéme nerveux, en assurant la clairance des
débris lipidiques et leur redistribution (White et coll., 2001). On comprend alors que toute
altération du métabolisme de 1’apoE peut gravement perturber les processus naturels de
régénération neuronale. Par exemple, aprés un traumatisme cranien, des souris déficientes en
apoE montrent un taux de dégénérescence neuronale et des déficits moteurs et
comportementaux plus importants que des souris témoins exprimant 1’apoE (Chen et coll.,
1997).

Dans la MA, I’accumulation d’apoE et d’AP au niveau des plaques séniles pourrait
refléter une altération du processus naturel de clairance de I’AB. Des travaux in vitro réalisés
par Strittmatter et collaborateurs (1993) ont montré que 1I’apoE montrait une forte affinité pour
la protéine B-amyloide (AB). Les deux protéines se lient vraisemblablement de fagon non
covalente pour former un complexe relativement stable d’environ 40kDa. Russo et
collaborateurs (1998) ont montré que ce complexe était sensible aux protéinases, et que ’Af
libre était plus résistante a la dégradation que I’AP liée a 1’apoE. Ainsi, 1’apoE pourrait
faciliter la dégradation de I’AP. La perturbation de ce processus lors de conditions
pathologiques (par exemple, dans des conditions de stress oxydatif) pourrait induire une
baisse de la stabilité du complexe AB-apoE et expliquer, en partie, I’accumulation d’Ap en
feuillets insolubles dans les plaques séniles. De plus, la liaison AB-apoE4 est moins stable que
la liaison AB-apoE3 (Russo et coll., 1998). Par rapport a I’apoE3, I’apoE4 semble donc
limiter la clairance de I’AP et favoriser I’agrégation de cette derniére, ce qui pourrait rendre
compte de la prédisposition des individus possédant 1’alléle €4 a développer une MA.

L’apoE pourrait également interagir avec la réponse inflammatoire a I’origine ou
résultant des dépots amyloides cérébraux dans la MA. En effet, Qiao et collaborateurs (2001)

ont montré que I’induction d’une inflammation dans le cerveau de souris PDAPP augmente
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de facon importante le nombre de plaques amyloides lorsque ces souris possédent I’apoE
murine, mais pas lorsqu’elles sont déficientes pour le géne de 1’apoE. L’apoE semble donc
jouer un rdle important dans la réaction inflammatoire. Des souris déficientes en apoE sont
par exemple incapable de montrer une augmentation de la production d’antioxydants
endogenes suite a un traumatisme cranien, comme c’est le cas chez des souris possédant
I’apoE (Lomnitski et coll., 1997). L’apoE en elle-méme pourrait avoir des propriétés anti-
oxydantes, avec une activité anti-oxydante moins importante pour I’apoE4 que pour 1’apoE3

(Kitagawa et coll., 2002 ; Miyata et Smith, 1996).

L’apoF et la plasticité synaptique

Le fait que les souris déficientes en apoE soient plus vulnérables aux effets d’atteintes
cérébrales (par exemple, une ischémie ou un traumatisme cranien) suggere que I’apoE est
impliquée dans la réparation neuronale aprés 1€sion cérébrale (Chen et coll., 1997 ; Kitagawa
et coll., 2002). Puttfarcken et collaborateurs (1997) ont montré que I’apoE3 et 1’apoE4
purifiées étaient capables de promouvoir la croissance des neurites d’une fagon équivalente.
Par contre, plusieurs études ont mis en évidence des effets opposés de 1’apoE3 et de 1’apoE4
sur la croissance neuritique quand ces isoformes étaient, non pas purifiées, mais intégrées
dans une lipoprotéine. Dans ce cas, 1’apoE3 favorise et I’apoE4 ne favorise pas, ou méme,
inhibe I’extension des neurites (Nathan et coll., 1994 ; Bellosta et coll., 1995). Etant donné
que les lipoprotéines contenant I’apoE sont des ligands pour le récepteur membranaire LRP
(pour low density lipoprotein receptor related protein ; Fagan et coll., 1996), il se pourrait que
les effets isoforme-dépendants soient une conséquence de 1’interaction apoE/LRP. En effet, le
blocage de cette interaction abolit les différences d’effet des isoformes de I’apoE (Holtzman
et coll., 1995 ; Nathan et coll., 2002). Les effets bénéfiques de I’apoE3 sur la croissance
neuritique pourraient étre expliqués par 1’effet protecteur de 1’apoE3 (et pas 1’apoE4) contre la
phosphorylation de la protéine tau ce qui favorise la stabilisation des microtubules du
cytosquelette (Strittmatter et coll., 1994). L’ensemble de ces propriétés, impliquant I’apoE
dans les phénomenes de plasticité synaptique, nous oriente naturellement vers I’hypothése

d’un réle de cette protéine dans les processus mnésiques.
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L’apoF et les processus mnésiques

Chez l’animal, de nombreuses études sur des souris génétiquement modifiées
déficientes en apolipoprotéine E (souris apoE-KO), semblent indiquer un role de cette
protéine dans les processus mnésiques. En effet, de nombreux travaux ont montré que les
souris apoE-KO présentent des perturbations de I’apprentissage et de la mémoire (Oitzl et
coll., 1997 ; Gordon et coll., 1995 ; Masliah et coll., 1997 ; Zhou et coll., 1998 ; Veinbergs et
coll., 2000). En outre, I’infusion d’apoE dans le cerveau de ces souris apoE-KO peut
permettre de restaurer des performances correctes (Masliah et coll., 1997). Néanmoins, selon
les études, les souris apoE-KO ne présentent pas toujours des perturbations mnésiques
(Anderson et Higgins, 1997 ; Anderson et coll., 1998 ; Krzywkowski et coll., 1999 ; Puolivali
et coll., 2000). Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer ces données
contradictoires, tels qu’un effet du fond génétique, ou des différences dans les conditions
d’élevage ou dans les protocoles de tests (Champagne et coll., 2002 ; de Kloet et coll., 2002 ;
Lominska et coll., 2001). Le Dr Grootendorst et ses collaborateurs (2001) ont notamment
étudié I’'impact d’un stress chronique sur les performances de mémoire spatiale de souris
déficientes en apoE : celles-ci améliorent leurs performances, alors que les souris « wild
type » diminuent leurs performances. Il semblerait donc que les déficits des souris apoE-KO
ne soient pas toujours apparents.

La découverte de I’implication différentielle des trois principaux alléles de ’apoE
humaine dans des maladies graves, telles que ’athérosclérose et la MA, a stimulé la création
de lignées de souris transgéniques portant chacune 1’un ou ’autre de ces all¢les. Ces souris
transgéniques ont permis d’évaluer les influences des différentes isoformes de 1’apoE
humaine sur les processus mnésiques de la Souris. Ainsi, les premicres études ont montré que
les souris portant 1’allele €4 humain montraient des déficits cognitifs plus importants que
celles portant 1’allele humain €3, en particulier chez les femelles (Hartman et coll., 2001 ;
Raber et coll., 1998, 2000 et 2002 ; Veinbergs et coll., 1999). Ces travaux, réalisés sur des
lignées distinctes, sont remarquablement concordants et suggérent que 1’alleéle ¢4 humain a un
effet délétére sur les processus d’apprentissage et de mémoire des souris. Le modéle des
souris porteuses de 1’allele €4 humain apparait donc trés prometteur pour 1’étude de ce facteur
de risque de la MA. Les résultats obtenus sur ce modéle apportent aussi un argument

supplémentaire en faveur de travaux, longtemps débattus, suggérant une influence de I’all¢le
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€4 sur les performances cognitives de personnes agées non démentes. En effet, chez
I’Homme, il semble que la possession de 1’allele €4 par rapport aux alléles €2 et €3 est lice a
un déclin cognitif plus sévere (Schmidt et coll., 1996 ; Reed et coll., 1994 ; Small et coll.,
1998). Les souris transgéniques apoE4 apparaissent donc également comme un modele

d’¢étude des déficits cognitifs liés au vieillissement.

I11. Buts de la these

Les roles centraux joués par I’APP et I’apoE dans la MA sont a l’origine de
nombreuses études visant, d’une part, a comprendre I’implication de ces protéines dans les
processus pathologiques et, d’autre part, a mieux connaitre leurs fonctions dans des conditions
métaboliques normales.

Notre travail se situe, d’une part,

e dans le cadre de I’étude du fonctionnement « normal » de ces deux protéines, ou nous
cherchons a préciser leurs implications dans les processus mnésiques et, d’autre part,

e dans le cadre de I’étude des altérations du métabolisme de ces deux protéines au cours du
vieillissement, ou nous cherchons a préciser leur implication dans 1’apparition de troubles

mnésiques liés a I’age.

1. Précision des roles du sAPP dans les processus mnésiques

Le premier objectif de ma thése était de préciser 1’implication du sAPP dans les
différentes formes de mémoire et particuliecrement dans les processus de consolidation
mnésique. Ce travail sera exposé dans le deuxieme chapitre de la partie « contribution
expérimentale ».

Etant donné que la voie de sécrétion non amyloidogénique qui produit les sAPPa est
prépondérante dans le métabolisme normal de I’APP, et semble altérée a la fois dans le cadre
du vieillissement non pathologique et dans le cadre de la maladie d’Alzheimer (Anderson et
coll., 1999 ; Almkvist, 1997), on peut supposer que la diminution des taux cérébraux de
sAPPa joue un role déterminant dans I’apparition des troubles mnésiques liés a 1’age ou a la
maladie d’Alzheimer (J.-C. Dodart, thése de doctorat, 1999). L’un des objectifs initiaux de ma
thése était de tester cette hypothése en tentant de mettre en évidence une sécrétion de sAPP
endogéne au cours des processus de mémorisation chez la Souris. Je désirais ensuite évaluer

les altérations éventuelles de cette sécrétion au cours du vieillissement, et leur lien avec
21



Introduction

I’apparition de déficits mnésiques. Ce travail sur les SAPP endogénes a été entamé a travers
une expérience évaluant les effets d’anticorps spécifiquement dirigés contre les sSAPPa sur les
performances mnésiques (présentée dans le chapitre II). Nous avons cependant rencontré des

problémes de réplicabilité des taches de reconnaissance que nous avions I’intention d’utiliser.

Le deuxiéme objectif de ma theése a donc été de découvrir la cause de nos problémes

de réplicabilité¢ des tests de reconnaissance chez la souris. L’ensemble des expériences
réalisées pour résoudre ce probléme est présenté¢ dans le premier chapitre de la partie
« contribution expérimentale ». Par manque de temps, le projet initial concernant la mise en
¢vidence d’une sécrétion de sAPP au cours d’un apprentissage n’a malheureusement pas pu

étre mené a bien au cours de cette these.

2. Caractériser le comportement des souris transgéniques pour I’apoE

Lorsque nos collaborateurs de Lilly, Jean-Cosme Dodart, Kelly Bales et Steven M.
Paul, nous ont proposé de caractériser le comportement, et plus particulierement les capacités
mnésiques, de plusieurs lignées portant chacune un des alleles humains du geéne de 1’apoE,
nous avons tout de suite pensé que ce projet était tout a fait complémentaire a nos travaux sur
les effets promnésiants des sAPP. En effet, si ces souris présentaient bien des déficits de
mémoire liés a 1’age, en accord avec les données obtenues chez I’Homme, elle fourniraient
aussi un excellent modele pour éprouver les effets des sAPP sur des déficits cognitifs liés au
vieillissement. Lorsque j’ai débuté mes travaux sur ces souris, les performances mnésiques
d’une cohorte de souris «jeunes» (4-5 mois) avaient déja été évaluées au laboratoire
(Grootendorst, Bour et coll., sous presse) et les premicres analyses suggéraient déja
I’existence de déficits cognitifs chez les souris porteuses de 1’allele €4.

Le troisieme objectif de ma thése ¢était donc de caractériser les performances

d’apprentissage et de mémoire d’une cohorte de souris transgéniques « agées » afin de
préciser les effets des différentes isoformes d’apoE humaine dans I’apparition de déficits
cognitifs. L’ensemble de ces résultats est exposé¢ dans le troisiéme chapitre de la partie

« contribution expérimentale ».
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3. Evaluer les effets du sSAPP dans un modeéle de déficit cognitif lié a I’age

Le quatriéme objectif de ma thése était d’évaluer les effets du sSAPP dans un modéle

de vieillissement avec troubles cognitifs, dans une perspective de restauration fonctionnelle.
J’ai donc éprouvé les effets de cette protéine sur les déficits de mémoire spatiale présentés par

les souris femelles apoE4. Cette expérience est présentée a la fin du troisiéme chapitre de la

partie « contribution expérimentale ».
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|. Sujets d’expérience

1. Souris non consanguines

Les expériences présentées dans la premiere partie de ce travail ont été réalisées sur
des souris des souches « OF1 » et « CD1 », provenant du centre d’¢élevage Charles RIVER /
Iffa Credo (Domaine des Oncins, L’ Arbresle, France).

La souche OF1 (pour « Oncins France 1 », nomenclature officielle au 01/01/2005 :
« Crl:OF1 ») est spécifique du centre d’¢levage Iffa Credo et dérive d’une souche albinos
nommée CF1 (pour « Carworth Farms strain 1 », Etats-Unis). La souche CD1 (nomenclature
officielle au 01/01/2005 : « Crl:CD1®(Icr) ») est qualifiée de souris « Swiss ». En effet, la
souche CD1 dérive, comme d’autres souches de souris « Swiss », d’une souche initiale de
souris non consanguines d’un laboratoire de Lausanne (Suisse, 1926). Les souris de ces deux
souches OF1 et CDI1 sont albinos et non consanguines, utilisées dans diverses études en
Europe (souche OF1) et dans le monde (souche CD1).

A leur arrivée au laboratoire, les souris sont placées en cages collectives (4 a 5
individus par cage), dans une animalerie éclairée selon un cycle 12h :12h (période éclairée :
7h-19h) et maintenue a une température de 23+1°C. Les souris ont libre acces a I’eau et a la
nourriture (croquettes UAR A04C) pendant toute la durée des expérimentations (sauf lors de
la restriction alimentaire pour 1’apprentissage opérant en boite de Skinner). Les souris arrivent
au laboratoire a I’age de six semaines et sont utilisées a I’age de 2 a 4 mois. Elles disposent
ainsi d’au moins 15 jours d’acclimatation aux conditions d’élevage de notre laboratoire avant
le début des expériences. Trois a cinq jours (selon I’expérience) avant le début des tests
comportementaux, les animaux sont isolés, puis manipulés et pesés quotidiennement afin de
les familiariser a I’expérimentateur. Tous les tests sont effectués durant la phase diurne (7h-
19h). Les souris OF1 et CD1 ont été testées a I’age de 3-4 mois, excepté lors de I’expérience
évaluant les effets du sAPP dans la tache d’apprentissage opérant, dans laquelle les souris

OF1 étaient agées de 7 a 9 mois au moment du test.

2. Souris consanguines et souris transgéniques

Dans les travaux présentés dans les chapitres 2 et 3, j’ai utilis¢é quatre lignées

différentes de souris consanguines: deux lignées transgéniques pour le geéne de
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Les lignées de souris apoE3 et apoE4 utilisées dans notre étude ont été obtenues par
remplacement ciblé du gene murin par un allele humain, respectivement l'alléle €3 ou &4.
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I’apolipoprotéine E désignées « apoE3 » et « apoE4 », une lignée déficiente pour le géne de
I’apoE désignée « apoE-KO » (KO de I’anglais « knockout » ; nomenclature officielle de la
lignée au 01/01/05 : « B6.129P2- Apoe™Y™/Crl»), et une lignée désignée « B6 »
(nomenclature officielle au 01/01/05 : « C57BL/6JIco »).

Chez des souris transgéniques générées par la méthode classique d’injection d’ADN
humain dans le noyau de la cellule embryonnaire, 1’emplacement chromosomique du
transgene et le nombre de copies peuvent varier considérablement d’un animal a 1’autre et le
niveau d’expression du transgene varie entre les individus. Les souris transgéniques apoE3 et
apoE4 que nous avons utilisées ont été créées par la méthode de remplacement ciblé du géne
murin par ’allele humain (targeted gene replacement), d’ou le terme « knock-in » qualifiant
les souris issues de ce type de manipulation. Les souris apoE3 et apoE4 possédent donc, a la
place de leur géne murin de I’apoE, un alléle du géne humain, respectivement 1’allele €3 ou
I’alléle e4. Le contexte chromosomique naturel, c'est-a-dire les séquences connues de
régulation du géne murin, reste intact (excepté pour d’éventuelles séquences de régulation
intragéniques qui pourraient différer entre ’Homme et la Souris). Cette méthode de
remplacement ciblé du géne murin par I’allele humain permet ainsi d’obtenir des souris qui
expriment une forme humaine d’apoE a des niveaux physiologiques comparables a ceux de
I’apoE murine chez une souris non transgénique (Sullivan et coll., 1997).

Le remplacement ciblé du géne murin a été effectué en injectant un vecteur portant le
transgene humain dans des cellules embryonnaires E14TG2a, qui proviennent de souris de la
lignée 129P2 (Sullivan et coll., 1997 ; Knouff et coll., 1999). Les cellules portant le transgéne
ont été sélectionnées, puis intégrées dans des embryons. Ces embryons transplantés dans une
mere porteuse ont donné naissance a des souris chiméres (voir figure 4). Le croisement de ces
souris chimeres avec des souris B6 a permis d’obtenir des souris transgéniques homozygotes
pour I’alléle humain €3 ou &4 a la deuxieme génération (F2). Les parents des souris
transgéniques utilisées dans cette étude, homozygotes €3 ou &4, sont issus du rétrocroisement
(backcrossing) de ces souris F2 £3/€3 ou €4/e4 avec des souris B6 depuis 8 générations (voir
figure 5).

De la méme fagon, les parents des souris expérimentales apoE-KO sont issus du

rétrocroisement de souris homozygotes pour 1’absence d’apoE murine avec des souris B6
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depuis au moins 9 générations. Les souris expérimentales issues de ces parents apoE-KO ont
donc été utilisées comme controle de 1’absence d’apoE murine.

La lignée de souris B6 « C57BL/6JIco » a été considérée comme fond génétique des
souris transgéniques apoE3, apoE4 et apoE-KO. En effet, les B6 « C57BL6J1co » frangaises
(élevage Charles River /lffa Credo) utilisées dans cette étude dérivent directement des souris
B6 « C57BL/6J » américaines (Jackson Laboratories, Maine) qui ont été utilisées pour
générer les lignées génétiquement modifiées apoE3, apoE4 et apoE-KO.

Des couples de souris provenant soit des Etats-Unis (parents homozygotes pour les
alleles €3 et €4, don du Dr. P.M. Sullivan, Duke University), soit du centre d’¢levage Charles
RIVER / Iffa Credo (parents B6 et apoE-KO) ont donné naissance aux différents groupes de
souris utilisés dans les expériences (voir figure 5). Ainsi, les souris expérimentales des quatre
lignées sont nées au laboratoire et ont pu étre élevées de manicére identique jusqu’aux
expériences (animalerie d’¢levage maintenue a une température de 26+1°C). Les souris ont
été nourries avec des croquettes UAR AO03C. Etant donné que le génotype apoE peut
influencer les fonctions cognitives et la réponse au stress (Grootendorst, 2001 - These de
doctorat), il nous a paru trés important d’éviter tout transport des souris destinées aux
expérimentations. Afin d’éviter une dérive génétique, 1’élevage des souris transgéniques n’a
pas dépassé deux (pour la caractérisation comportementale des 4 lignées) a trois générations
(pour I’évaluation des effets du SAPP sur les performances des souris apoE4). Les deux sexes
des 4 lignées de souris ont été testés séparément (cohorte de souris males, puis cohorte de
souris femelles testée a 6 semaines d’intervalle), mais on peut observer que dans les groupes
de souris apoE3 et apoE4, 76% des males et femelles sont freres et sceurs de méme portée.

Apres sevrage, les souris expérimentales sont maintenues par groupes de méme portée
et de méme sexe dans I’animalerie d’¢levage. Afin de faciliter leur identification, les souris
apoE3 et apoE4 ont recu par injection sous-cutanée une puce électronique (ABBI sarl, Usson-
du-Poitou, France) au moment du sevrage. L’identité des animaux a ¢été régulierement
contrdlée au cours de I’entretien des litieres et au cours de la période expérimentale. Aucune
erreur de marquage des animaux n’a été notée. Durant les périodes d’¢levage et
d’expérimentation, toutes les souris ont acces a volonté a 1’eau et a la nourriture. Au début des
expériences, les souris expérimentales sont isolées en cages individuelles et transférées dans

une animalerie (température : 23+1°C, période éclairée : 7h-19h). Trois a quatre jours avant le
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début des expériences, les animaux sont manipulés et pesés quotidiennement afin de les
familiariser a I’expérimentateur. Dans les expériences nécessitant I’implantation d’une canule
d’injection, les animaux sont opérés, puis placés dans des cages individuelles. Aprés la
chirurgie, les souris disposent d’une semaine de repos avant de commencer les tests
comportementaux. Tous les tests sont effectués durant la phase diurne. Les souris B6, apoE-
KO, apoE3 et apoE4 ont toutes été testées a I’age de 14-15 mois. Ce travail de caractérisation
comportementale, réalis¢ chez des souris « agées », faisait suite & une étude similaire
effectuée auparavant au laboratoire chez des souris « jeunes » de mémes lignées, agées de 4-5
mois. Lors de I’expérience évaluant les effets du SAPP sur les performances des souris apoE4,
les animaux étaient agés de 13 a 19 mois, la majorité des souris (65% des animaux) ayant de

14 a 15 mois.

1. Administration des traitements

1. Injections sous-cutanées

Lors de I’expérience évaluant les effets du sAPP dans la tache d’apprentissage
opérant, j’al administré aux souris, soit une solution de scopolamine, soit une solution témoin
de chlorure de sodium (NaCl). La scopolamine hydrobromide (Sigma, France) est dissoute
dans une solution de NaCl a 0,9% (excipient). Les solutions sont injectées par voie sous-
cutanée apres immobilisation des souris en maintenant la peau du dos de I’animal entre le
pouce et I’index. La solution (scopolamine a 3mg.kg™” ou excipient) est injectée sous la peau
du cou, a raison de 0,1mL pour 10g de poids corporel. En cas de reflux de solution au niveau

du trou laissé par 1’aiguille, ’animal est exclu des analyses statistiques.
2. Injections intracérébroventriculaires (i.c.v.)

a. Anesthésie

Afin de réaliser les opérations de chirurgie stéréotaxique permettant d’installer le
dispositif d’injection intracérébroventriculaire (i.c.v.), les souris OF1 et CDI1 ont été
anesthésiées par une injection intrapéritonéale d’une solution de pentobarbital sodique a 70
mg.kg et a raison de 0,9 mL de solution pour 40 g de poids corporel. Aprés des essais
préliminaires d’anesthésie, nous avons choisi d’utiliser, pour anesthésier les souris B6 et
apoE4, une injection intrapéritonéale d’un mélange de xylazine a 1 mg.kg"' (Rompun 2%,
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Figure 6 : Dispositif d'injection intracérébroventriculaire (i.c.v.)
A. Le dispositif expérimental est constitué d’'une canule guide implantée dans un des
ventricules latéraux de la souris et d'un mandrin glissé dans la canule guide afin d’éviter

son obstruction.

B. Au moment des traitements, le mandrin est retiré et une canule d’injection (reliée par un
cathéter a une seringue Hamilton) est insérée dans la canule guide. Aprés l'injection,

la canule d'injection est retirée et le mandrin replacé dans la canule guide.
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Bayer Pharma) et de kétamine a 10 mg.kg" (Imalgéne 500, Merial), a raison de 0,1 mL pour
10 g de poids corporel. En effet, le mélange xylazine/kétamine ne provoque pas de problémes

d’encombrement respiratoire parfois observés avec le pentobarbital sodique.

b. Dispositif d’injection

Le dispositif expérimental (voir figure 6) est constitué d’une canule guide (tube en
acier de 0,3 mm de diamétre interne, 0,4 mm de diamétre externe, 8 mm de long) implantée
dans un des ventricules latéraux de la souris. La canule d’injection est constituée d’un tube en
acier (0,28 mm de diameétre externe, 0,18 mm de diamétre interne, 20 mm de long) coulissant
parfaitement dans la canule guide. La longueur de la canule d’injection est ajustée, a 1’aide
d’un tube de type canule guide, de facon a ce qu’elle ne dépasse que d’un millimeétre
lorsqu’elle est introduite dans la canule guide implantée.

Entre les périodes d’injection, un mandrin est glissé¢ dans la canule guide implantée
afin d’éviter son obstruction. Le mandrin est un fil d’acier (0,28 mm de diamétre, 8 mm de
long) présentant deux courbures. La premicre, située dans la longueur du mandrin, permet de
le maintenir dans la canule guide par un 1éger effet ressort. La deuxiéme, située a I’extrémité
du mandrin, permet d’ajuster sa longueur sur celle de la canule-guide implantée et de

manipuler le mandrin facilement.

c. Chirurgie stéréotaxique

Les animaux sont fixés sur un cadre stéréotaxique pour 1I’opération. Le crane est mis a
nu par incision de la peau et ¢limination des tissus conjonctifs qui le recouvrent. Trois trous
sont fraisés dans le crane afin d’y fixer trois vis d’horloger en inox préalablement stérilisées.
L’emplacement de la canule guide est repéré, puis foré. La canule guide est positionnée a la
surface du cortex, puis descendue dans un des ventricules latéraux. Pour assurer la fixation du
dispositif, la canule guide et les vis sont noyées dans du ciment dentaire (Paladur). Enfin, la
canule guide est obturée par un mandrin. L’animal, placé dans une cage propre et légérement
chauffée, est surveillé jusqu’a son réveil. Les coordonnées utilisées pour positionner la canule
guide sont: pour les souris OF1 et CDI1: 2,3 mm en avant du point lambda, 3,3 mm
latéralement a la ligne médiane et 2,65 mm sous la surface du cortex ; pour les souris B6 et
apoE4 : 2,3 mm en avant du point lambda, 3,2 mm latéralement a la ligne médiane et 2,40

mm sous la surface du cortex.
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Les opérations sont effectuées au moins une semaine avant les tests comportementaux,
ce qui permet aux animaux de retrouver un poids égal ou supérieur a celui du jour de
I’opération. Les animaux non opérés participant a la méme expérience sont isolés au méme
moment que les animaux opérés. Trois jours avant le début des tests comportementaux, les
animaux sont manipulés et pesés chaque jour afin de les habituer a 1’expérimentateur. La
présence du mandrin est ainsi régulierement vérifiée et les souris sont familiarisées a la

contention dans un torchon et aux gestes de la procédure d’injection i.c.v.
d. Préparation des différentes solutions

Solutions de sAPPgos et de NaCl:

La solution meére de sAPPgos a été obtenue a partir du milieu de culture de cellules
embryonnaires humaines de rein (lignée 293) transfectées avec un ADNc de la forme humaine
de I’APPgos (fournie par les Drs. S.M. Paul et S. Little, Eli Lilly and Company, USA). Dés
son arrivée au laboratoire, une fraction de cette solution mere trés concentrée (640 pg/ml) a
¢été diluée dans une solution de NaCl stérile a 0,9 % pour obtenir des solutions de
concentration la plus proche possible de celles utilisées dans les tests comportementaux. Ce
sont des aliquots congelés de I'une de ces solutions qui ont été utilisés dans ce travail : a
chaque expérience, un aliquot est décongelé puis dilué dans la méme solution de NaCl pour
atteindre la concentration voulue.

Les souris traitées avec du sAPP ont recu 4 pLL de solution de sAPPgys dilués dans la
méme solution de NaCl stérile a 0,9 % ajustée a pH 7,5. D’apres les travaux antérieurs de
I’équipe (Meziane et coll., 1998), la dose de 0,5 pg de sAPPgys par souris provoquait
I'amélioration maximale des performances dans la tdche de reconnaissance d’objet. J’ai donc
utilisé cette méme dose pour les expériences utilisant la tAche de reconnaissance d’objet. Les
effets de différentes doses de sAPPgs n’ayant jamais ¢été évalués dans la tache de
reconnaissance spatiale ni le test de la piscine de Morris, j’ai également utilisé cette dose de
0,5 pg / 4 uL / souris dans ces deux taches. En ce qui concerne la tiche d’apprentissage
opérant en boite de Skinner, j’ai utilis¢ une dose de sAPPgs de 5 pg / 4 uL / souris, car
I’isoforme 751 du sAPP antagonisait, a cette méme dose de 5 pg / 4 uL / souris, les déficits

mnésiques induits par la scopolamine dans cette tiche (Meziane et coll., 1998).
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Les souris témoins ont regu une injection de 4 pL. de solution de NaCl stérile a 0,9 %,

ajustée a un pH de 7,5 par de la soude (NaOH a 0,5 N).

Solutions d’anticorps anti-sAPPa, anti-sAPPf et d’IgG de Lapin :

Dans I’expérience d’apprentissage opérant évaluant les effets d’un blocage des sAPP
endogenes sur les performances, des solutions d’anticorps dirigés spécifiquement contre les
sAPPa. (anti-sAPPa, 0,5 mg.mL™") ou contre les sSAPPP (anti-sAPPp, 0,5 mg.mL™") ont été
injectées par voie i.c.v. a raison de 4 uL par souris. Les souris témoins ont recu un méme
volume de solution d’immunoglobulines G de Lapin (IgG, 0,5mg.mL™"), puisque les anticorps
anti-sAPPa et anti-sAPPJ3 ont été¢ fabriqués chez le Lapin.

Les solutions méres d’anti-sAPPo. (1 mg.mL™") et d'anti-sAPPP (1,3 mg.mL™" ; don de
Eli Lilly and Company, Indianapolis, Etats-Unis) ont été diluées dans une solution de NaCl

stérile a 0,9 % ajustée a un pH de 7,5 par de la soude (NaOH a 0,5 N).

e. Procédure d’injection intracérébroventriculaire

La canule d’injection est reliée a une seringue Hamilton (5ul) par un cathéter.
L’ensemble du dispositif est rempli d’eau ultra pure (issue d’un appareil Millipore). La
solution du traitement est aspirée a partir de la canule d’injection en prenant soin d’intercaler
une petite bulle d’air entre 1’eau ultra pure et la solution. Le mandrin inséré dans la canule
guide du sujet est retiré et remplacé par la canule d’injection. La solution est progressivement
administrée sur une période de 40 s et la canule d’injection est maintenue en place durant les
30 s suivantes. La canule d’injection est ensuite doucement retirée et le mandrin replacé. Le
volume injecté est de 4ul par souris. Pendant la durée de I’injection et des manipulations du
mandrin et de la canule, la souris est maintenue immobile dans le torchon (celui utilisé lors de
la familiarisation des animaux). Toute souris pour laquelle on observe un reflux de solution,
pendant 1’injection ou juste aprés avoir retiré la canule, ainsi que toute souris tombant malade

apres I’injection i.c.v., est exclue des analyses statistiques.

f. Controles histologiques
Les souris sont sacrifiées aprés les épreuves comportementales par élongation
cervicale, puis subissent immédiatement une injection i.c.v. de 4 pL de bleu de méthyléne

dans les mémes conditions que lors des expériences. La solution de bleu de méthyléne
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Figure 7 : Détermination des différents stades du cycle
ovarien chez la souris femelle

L'observation des cellules du mucus vaginal sous un microscope optique permet de
déterminer les différents stades du cylce ovarien :

A - Estrus :

cellules épithéliales kératinisées et éventuellement agglomérées

B - Metcestrus :

leucocytes, cellules épithéliales nucléées et cellules kératinisées

C - Dicestrus :

prédominance de leucocytes (cellules sphériques de petite taille)

D - Procestrus :

prédominance de cellules épithéliales nucléées (cellules sphériques de grande taille)

D'aprées http://www.princeton.edu/~altlab/Photos.htm
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injectée via la canule d’injection est obtenue par adjonction de bleu de méthyléne en poudre
dans de I’eau ultra pure, jusqu’a atteindre la limite de solubilité, puis par filtration.

Les animaux sont ensuite décapités et les tétes sont plongées pendant au moins 48h
dans du paraformaldéhyde a 4% afin de fixer les tissus. Apres extraction de la boite cranienne,
les cerveaux sont coupés au microtome a congélation en coupes d’environ 200 pum
d’épaisseur. Ceci permet de vérifier d’une part I’implantation correcte de la canule d’injection
(Ie cerveau étant fixé alors que la canule guide est encore en place, le site d’implantation est
parfaitement visible, méme a 1’ceil nu), et d’autre part la bonne diffusion du bleu de méthylene
dans les ventricules. Les souris ne présentant pas ces caractéristiques sont exclues des

analyses statistiques.

I11. Détermination du cycle ovarien

Dans une expérience de reconnaissance spatiale présentée dans le premier chapitre,
j’ai été amenée a déterminer le stade du cycle ovarien chez des souris OF1 femelles par des
prélevements quotidiens de mucus vaginal. Nous désirions ainsi évaluer ’influence possible
du stade du cycle ovarien des souris femelles sur leurs performances de reconnaissance
spatiale. Pour effectuer les prélévements, j’ai utilisé une pipette fine en verre dont 1’extrémité
est fondue sous un bec bunsen afin de former une petite boule lisse (ceci afin d’éviter toute
plaie vaginale) d’environ 2 mm de diamétre.

La souris est maintenue (contention par la peau du cou, pattes vers le haut) lors du
prélévement de mucus vaginal par introduction du bout de la pipette dans I’orifice génital sur
lequel une goutte de solution de NaCl (0,9%) aura préalablement été déposée. Les cellules
contenues dans ce mucus vaginal sont ensuite observées sous microscope. Les 4 stades du
cycle ovarien chez la Souris (4 jours, voir figure 7) peuvent étre déterminés suivant le type de
cellules présentes dans le mucus :

o durant I’Estrus : cellules épithéliales kératinisées et éventuellement agglomérées,
e durant le Metcestrus : leucocytes et cellules épithéliales nucléées et cellules kératinisées,
e durant le Dicestrus : prédominance de leucocytes,
e durant le Procestrus : prédominance de cellules épithéliales nucléées non kératinisées.
Afin de déterminer, avec le plus de précision possible, le stade ovarien des souris au

moment du test, les prélévements et analyses de cellules présentes dans le mucus ont été
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réalisés quotidiennement pendant les 7 jours précédant la tache comportementale ainsi que

pendant les jours ou les souris ont été testées.

IV. Prélevements sanguins et dosages de corticostérone plasmatique

Afin d’évaluer le lien possible entre le niveau de stress de souris hébergées dans
différentes animaleries et leurs performances de reconnaissance d’objet (voir la derniére
expérience du chapitre I), j’ai effectu¢ des prélévements sanguins dans le but de doser la
concentration de corticostérone plasmatique chez ces souris. En effet, la concentration
sanguine de cette hormone est notamment liée au niveau de stress.

Les prélevements sanguins ont été réalisés par incision de la veine caudale a la base de
la queue des souris avec une lame de scalpel (Durschlag et coll., 1996). Les gouttes de sang
(50 a 100 pL) sont prélevées par I’extrémité d’un tube capillaire hépariné. Cette méthode de
prélevement rapide (1 a2 2 mn) et ne nécessitant pas d’anesthésie peut €tre répétée plusieurs
fois (deux prélévements par souris dans cette étude : le matin et le soir) et permet de mesurer
le niveau basal de corticostérone (le matin). Les prélévements ont été réalisés le matin dans
les 2 heures suivant 1’allumage des lumiéres et le soir dans 1’heure qui précéde 1’extinction
des lumieres de 1’animalerie. Ceci nous a permis de mesurer les niveaux de corticostérone les
plus représentatifs, c'est-a-dire respectivement aux alentours du « creux » et du « pic » du
rythme circadien de sécrétion.

Immédiatement apres le prélévement, chaque tube est placé dans la glace avant d’étre
centrifugé (12000 tours/mn) a 5°C. Le plasma (minimum 15 pL) est prélevé apres
centrifugation de 1’échantillon, puis stocké dans un tube Eppendorf a -80°C jusqu’au dosage
radio-immunologique (*’I-corticosterone radioimmunoassay (RIA) for rats and mice ; ICN
Pharmaceuticals, Inc., New York, USA). Ces dosages de corticostérone plasmatique par RIA
ont été réalisés par le Dr. J. Grootendorst au sein de la Division de Pharmacologie Médicale

(Leiden/Amsterdam Center for Drug Research, 2300 RA Leiden, Pays Bas).
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Figure 8 : Dispositif utilisé pour les taches

de reconnaissance

A. Enceinte de test (open field)

B. Fond de I'enceinte montrant le quadrillage, les objets et la carte plastifiée
C. Objets utilisés pour la tache de reconnaissance d'objet

D. Objets utilisés pour la tache de reconnaissance spatiale
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V. Taches d’apprentissage et de mémoire

1. Taches de reconnaissance d’objet et de reconnaissance spatiale

a. Appareil de test

On utilise une enceinte ouverte (open field) en Plexiglas (voir figure 8, A) formée
d’un plancher horizontal carré translucide de 52 cm de coté et de parois verticales noires
d’une hauteur de 40 cm. Une feuille de papier blanc positionnée sous le fond translucide
permet la division de cette surface en 25 carreaux identiques par des lignes noires, et une
homogénéisation de 1’éclairage provenant d’une ampoule de 60 W centrée 32 cm sous le plan
horizontal. Pour la tache de reconnaissance spatiale, une carte plastifiée de format A4
présentant des bandes verticales noires sur fond blanc est fixée a I’une des parois de 1’enceinte
(voir figure 8, B). La présence fixe de cette carte au cours de toutes les sessions du test
apporte aux animaux un indice d’orientation dans I’enceinte. Les expériences sont menées
dans une piece dont la température est maintenue a 23+1°C et dans laquelle la soufflerie du
systeme de ventilation fournit un bruit de fond durant toute I’expérience.

L'expérimentateur effectue ses observations a partir du reflet du fond de I'enceinte sur
les parois, de fagon a perturber le moins possible le comportement du sujet. Deux enceintes
identiques sont utilisées lors des expériences. Le nettoyage des enceintes a 1’aide d’un papier
absorbant trempé dans 1’alcool permet de réduire et d’homogénéiser les traces olfactives
laissées par les souris aprés chaque passage dans 1’enceinte. Cependant, I’animal macrosmate
qu’est la Souris est trés probablement capable de détecter des traces olfactives récentes
laissées par un congénere, méme apres nettoyage de 1’enceinte. Ainsi, afin que toutes les
souris expérimentales, y compris la premicre, passent le test dans les mémes conditions, une
souris « pionnier » est placée une dizaine de minutes dans 1’enceinte au début de chaque jour
d'expérience.

Une caméra placée au-dessus de I’enceinte lors des expériences avec des souris de
fond génétique B6 a permis d’enregistrer les déplacements de ces souris. Ceci a permis de
mesurer ultérieurement ’activité locomotrice des animaux a partir de la bande vidéo prise lors
de I’expérience, soit en comptant les carreaux traversés minute par minute dans 1’enceinte,
soit grace a un logiciel de suivi de la trajectoire de I’animal (Ethovision video tracking system,

version 2.3, Noldus Information Technology, Wageningen, Pays-Bas).
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b. Objets utilisés

Les objets sont fixés au fond de 1’enceinte par des pates adhésives (UHU Patafix) et
mesurent de 2,4 a 3,8 cm de haut. Aprés chaque session, les objets sont trempés dans 1’alcool
(éthanol 96%), puis séchés afin d’¢éliminer le plus possible les traces odorantes laissées par les
animaux. Pour la méme raison, deux a trois jeux différents d’objets identiques sont utilisés
alternativement pour les séances d’acquisition et de rétention.

Les objets (voir figures 8, C et D) utilisés pour la tdche de réactivité a la nouveauté
d’objet sont : une bille de verre translucide verte et un dé a jouer en plastique blanc a points
noirs. Dans chaque groupe expérimental, 1'objet familier est la bille pour environ la moiti¢ des
souris, le dé pour les autres souris. Les objets utilisés pour la tiche de réactivité a la nouveauté
spatiale sont : une bille de verre noire irisée, un dé a coudre de porcelaine collé sur un jeton de
plastique jaune, une roue dentée en plastique gris, un «éventail» de plastique jaune (CD1 et
OF1) ou rouge (B6, apoE-KO, apoE3 et apoE4), et un «essieu» de plastique blanc collé sur un
jeton rectangulaire de plastique bleu. Les trois derniers objets sont des éléments d’un jeu de

construction pour enfants.
c. Déroulement des tests de reconnaissance

Séance d’habituation

Les animaux sont d’abord soumis a une séance d’habituation : pour la tiche de
reconnaissance d’objet, la souris est toujours déposée au milieu d’un des cotés de 1’enceinte,
la téte dirigée vers la paroi (voir figure 9, A) ; ou dans un coin pour la tdche de
reconnaissance spatiale, la téte dirigée vers le coin (voir figure 9, B). La durée de la séance
d’habituation était de 50 mn (souris OF1 et CD1) ou de 5 mn (souris sur fond génétique B6).
Pendant que 1’animal explore librement 1’enceinte, on mesure 1’activité locomotrice (nombre
de carreaux traversés) et le nombre de redressements (les deux pattes antérieures quittent le
sol en s’appuyant ou non sur la paroi). Les comptages sont effectués minute par minute par
blocs de 5 mn, et les blocs de prise de données sont espacés de 10 mn (exemple pour une
habituation de 50 mn : les données sont prises minute par minute pendant les blocs « 0-5

mn », « 15-20 mn », « 30-35 mn » et enfin « 45-50 mn »).
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Séances d’acquisition et de rétention de la tiche de reconnaissance d’objet

Le lendemain de la séance d’habituation, I’animal est déposé au méme endroit que la
veille et explore librement pendant 10 mn 1’enceinte ou a été placé un objet A (bille ou dé a
jouer). Le temps d’exploration de I’objet (en secondes) est mesuré minute par minute pendant
cette séance d’acquisition. On considére que 1’animal explore 1’objet lorsque le museau est
dirigé vers 1’objet et a moins de 1 cm de celui-ci. Il s’agit du temps passé a renifler 1’objet :
les comportements de mordillement des objets, de passage sur ou a c6té de I’objet n’étant pas
considérés comme de I’exploration.

Apres un délai dit « de rétention », I’animal est replacé dans I’enceinte durant 10 mn et
explore librement les deux objets (A et B) placés comme indiqué sur la figure 9, A. Les temps
d’exploration de ces deux objets sont relevés minute par minute pendant cette séance de
rétention. Les temps d'exploration de l'objet familier A (TA) et de l'objet nouveau B (TB)

permettent de calculer un indice d'exploration du nouvel objet défini par : TB /(TA + TB).

Séances d’acquisition et de rétention de la tiche de reconnaissance spatiale

Apres la séance d’habituation (24 h et 5 mn plus tard respectivement pour les souris
OF1 et les souris sur fond génétique B6), la souris est déposée au méme endroit que la veille
et explore librement pendant 15 mn I’enceinte ou ont été placés les cinq objets (bille, dé a
coudre, essieu, éventail et roue dentée) selon la configuration indiquée sur la figure 9, B. Les
temps d’exploration des objets (en secondes) sont mesurés minute par minute pendant cette
séance d’acquisition. L’absence de préférence pour 1’'une ou I’autre catégorie d’objet lors de
la séance d’acquisition (sur les 5 derniéres mn de la séance d’acquisition pour les souris OF1,
et sur ’ensemble des 15 mn de la séance d’acquisition pour les souris sur fond génétique B6)
est vérifiée lors de chaque expérience.

Apres un délai dit « de rétention », 1’animal est replacé dans I’enceinte durant 10mn
(pour les souris OF1) ou 15mn (pour les souris sur fond génétique B6) et explore librement
les objets dont la configuration spatiale a ét¢ modifiée, comme indiqué sur la figure 9, B. Les
temps d’exploration des cinq objets sont relevés individuellement et par périodes de 5 mn
pendant cette séance de rétention.

Avec les souris OF1, la performance a été évaluée en comparant 1’exploration des
objets « déplacés » a celle des objets « non déplacés », uniquement au cours des 5 premicres

minutes de cette séance de rétention. En effet, ces souris ne montrent habituellement plus
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aucune différence dans ’exploration de ces deux catégories d’objets lors des 5 derniéres
minutes de la séance de rétention (Bour et coll., 2004).

Par contre, les souris sur fond génétique B6 ont montré des différences d’exploration
des deux catégories d’objet tout au long de la séance de rétention de 15 mn. Nous avons donc
décidé d’évaluer la performance de ces souris en tenant compte de I’ensemble des 15 mn de la

séance de rétention.

Je vais maintenant expliquer plus en détail pourquoi j’ai utilisé des protocoles

différents pour les souris OF1 et les souris de fond génétique B6.

Pendant la mise au point de la tiche de reconnaissance spatiale dans notre laboratoire
chez la souris OF1, nous avions comparé¢ les performances des souris obtenues selon deux
protocoles différents (Bour et coll., 2004). Le premier protocole était un protocole a sessions
multiples (1 séance d’habituation de 50 mn, puis le lendemain trois séances d’acquisition de 5
mn chacune et enfin, 2 séances de rétention de 5 mn chacune) se rapprochant de celui
classiquement utilisé dans la littérature chez la souris B6 (Thinus-Blanc et coll., 1996 ;
Ammassari-Teule et coll., 1995). Le deuxiéme protocole était un protocole a sessions
regroupées (1 séance d’habituation de 50 mn, puis le lendemain une séance d’acquisition de
15 mn, et enfin une séance de rétention de 10 mn) se rapprochant de celui utilis¢ dans les
expériences de reconnaissance d’objet déja effectuées au laboratoire chez la souris OF1
(Dodart et coll., 1997). Dans ces deux protocoles, les souris OF1 présentaient des
performances comparables. C’est pour cette raison que nous avons choisi de réaliser les
expériences présentées dans le deuxiéme chapitre selon le protocole a sessions regroupées.

Afin de caractériser les performances de nos 4 lignées de souris de fond génétique B6
(cohorte « jeune », puis cohorte « dgée ») en limitant au maximum les manipulations des
animaux, nous avons de la méme fagon utilisé un protocole a sessions regroupées. Nous avons
d’abord vérifié¢ que les souris B6 montraient des performances identiques dans un protocole a
sessions regroupées et dans un protocole a sessions multiples (données personnelles non
publiées du Dr. Grootendorst). Puisque les travaux de la littérature utilisaient une séance
courte d’habituation chez la souris B6, nous avons également utilisé pour cette expérience une

séance d’habituation de 5 mn réalisée 5 mn seulement avant la séance d’acquisition. Les
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souris B6 ayant montré le méme niveau de performances dans les deux protocoles, nous avons
donc conservé le protocole a sessions regroupées.

Une seconde expérience préliminaire, dans laquelle le Dr. Grootendorst a évalué les
performances de souris B6 et de souris apoE-KO (données non publiées), a permis de montrer
que la performance de reconnaissance spatiale des souris apoE-KO ne s’exprimait qu’au cours
de la seconde moiti¢ de la séance de rétention de 10 mn. Les bonnes performances de
reconnaissance spatiale des souris apoE-KO ne pouvaient donc étre mises en évidence qu’en
¢valuant I’exploration des deux catégories d’objets sur la totalit¢ des 10 mn de la séance de
rétention. A partir de ces observations, nous avons donc décidé d’évaluer les performances de
reconnaissance spatiale de la cohorte de souris transgéniques « jeunes » sur I’ensemble de la
séance de rétention.

D’autre part, le Dr. Mathis a pu constater que les souris B6 montraient une exploration
globale des objets moins importante que celle des souris de souche OF1, avec le protocole
utilis€ au laboratoire. De la méme fagon, Chen et collaborateurs (2000) ont évalué les
performances de souris hybrides Swiss Webster / DBA / C57BL6, en les laissant jusqu’a 20
mn dans I’enceinte de test pendant les séances d’acquisition ou de rétention, pour atteindre un
total de 30 s d’exploration des objets. Compte tenu de ce faible niveau d’exploration des
objets chez les souris B6, nous avons choisi de prolonger de 5 mn supplémentaires la séance
de rétention. Ainsi, lors de la caractérisation des 4 lignées de souris de fond génétique B6,

nous avons utilisé une séance de rétention de 15 mn.

Le protocole utilisé pour la caractérisation des performances des 4 lignées de fond
génétique B6 ¢était donc constitué d’une séance d’habituation de 5 mn, d’une séance
d’acquisition de 15 mn et d’une séance de rétention de 15 mn, chaque séance étant séparée
I’'une de l’autre par un délai de 5 mn. La performance a été évaluée en comparant
I’exploration des objets déplacés et non déplacés sur I’ensemble des 15 mn de la séance de

rétention.

d. Problémes rencontrés au cours des tests de reconnaissance

Peu apres le début de mon travail de these, j’ai rencontré un probléeme de réplicabilité

des tests de reconnaissance chez les souris non consanguines (OF1 et CD1).

37



Matériels et Méthodes

Les premiéres expériences exposées dans ce manuscrit décrivent une partie du travail
de recherche de la cause de ce probléme et débouchent sur la mise en évidence de 1’influence
négative du systéme de ventilation de nos animaleries sur le comportement de reconnaissance
des animaux.

Afin de ne pas surcharger la description des tests, les protocoles décrits dans les
paragraphes précédents sont ceux qui ont été utilisés pour étudier les propriétés du sAPP chez
les souris OF 1. En effet, pour rechercher la cause de ce probleme de réplicabilité, j’ai modifié
plusieurs fois le protocole de base des taches de reconnaissance. Ces variations sont décrites
ultérieurement lors de la présentation de chaque expérience.

Le test de reconnaissance spatiale utilisé lors de la caractérisation comportementale
des souris transgéniques pour le géne de 1’apoE a été auparavant mis au point au laboratoire
avec la lignée C57BL/6. Nous n’avons pas observé de probléme particulier avec cette lignée

de souris.
2. Tache d’apprentissage opérant en boite de Skinner

a. Restriction alimentaire

La tache d’apprentissage opérant en boite de Skinner est une tdche a renforcement
positif dans laquelle les souris peuvent associer 1’appui sur un levier a 1’obtention d’un
renforcement alimentaire. Afin d’atteindre un niveau de motivation suffisant lors de
I’apprentissage, les souris subissent une restriction alimentaire qui débute trois jours avant
I’expérience. Ainsi, la nourriture est retirée mais 1’accés libre a I’eau est maintenu jusqu’a la
fin de I’expérience. Les animaux sont nourris et pesés quotidiennement en fonction de leur
perte de poids. Afin d’obtenir un niveau de motivation suffisant lors de 1’apprentissage tout en
¢vitant une perte de poids trop importante, les animaux sont amenés et maintenus ainsi entre
80 et 85% de leur poids ad libitum. Quelques pates alimentaires (« Invisibles », Casino,
France), utilisées par la suite comme récompense lors de 1’apprentissage, sont données aux
souris avant le test afin de les familiariser a cette nourriture. Toutes les souris testées a ce jour
montrent une grande appétence pour ces pates. Les jours de test, les pates ne sont données que
durant les séances de conditionnement et les animaux ne recoivent leur ration alimentaire

quotidienne qu’une heure apres leur passage en boite de Skinner.
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Figure 10 : Dispositif
d'apprentissage opérant
en boite de Skinner

On peut distinguer sur cette photo les
deux compartiments séparés par une
cloison partielle, avec a gauche le coté
"levier" et a droite le c6té "mangeoire”.
Chaque appui sur le levier entraine une
rotation du disque et la délivrance au
niveau de la mangeoire d'une pate
alimentaire.

Ci-dessous un schéma du dispositif vu
du dessus.

cloison

/ partielle

mangeoire

levier

disque distribuant la
nourriture au niveau
de la mangeoire

nourriture
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b. Dispositif de conditionnement

Le dispositif (voir figure 10) se compose d’un compartiment dans lequel se trouvent
un levier et un distributeur de nourriture. Ces deux éléments sont séparés par une cloison
partielle en plexiglas ce qui oblige I’animal a faire un détour, soit pour actionner le levier, soit
pour saisir la nourriture (pates alimentaires). Le distributeur de nourriture consiste en une roue
de plexiglas creusée a son pourtour de godets équidistants. Chaque appui sur le levier
déclenche une rotation de la roue, et la présentation devant la mangeoire d’un nouveau godet
contenant une pate alimentaire. Ce mécanisme évite ainsi I’accumulation de nourriture non

consommeée au niveau de la mangeoire.

c. Déroulement du test

Le conditionnement s’effectue sur deux séances séparées de 24 h. Durant la premiere
séance, correspondant a la phase d’acquisition de la tache, 1’animal est placé dans le dispositif
de conditionnement pour une période de 20 mn maximum. Un programme de renforcement
continu est utilisé : chaque appui sur le levier permet a 1’animal d’obtenir une pate alimentaire
au niveau de la mangeoire. L’animal est retiré du dispositif dés qu’il a effectué¢ 15 réponses
renforcées. Une réponse renforcée est définie comme un appui sur le levier et d’une prise
alimentaire dans les 20 s qui suivent. Lorsque 1’animal n’effectue pas les 15 appuis renforcés
en moins de 20 minutes, ou bien lorsque le nombre d’appuis renforcés durant les 5 derniéres
minutes est inférieur a 3 ou supérieur a 10, ’animal est exclu des analyses statistiques.

Lors de la deuxiéme séance, correspondant a la phase de rétention, I’animal est replacé
dans le dispositif de conditionnement pendant 15 mn et on enregistre le nombre d’appuis
renforcés. Pour recueillir les données, 1’expérimentateur est aidé par un dérouleur graphique
enregistrant les appuis sur le levier, le nombre de visites dans la zone du levier et le nombre
de visites a la mangeoire. L’expérimentateur note sur la bande d’enregistrement lorsque la
récompense alimentaire obtenue aprés un appui est effectivement consommée par la souris.
La performance est évaluée en comparant le nombre d’appuis renforcés effectué pendant les 5

derni¢éres mn de la phase d’acquisition au nombre d’appuis renforcés effectué pendant les 5

premiéres mn de la phase de rétention. Les animaux ne présentant pas un état de santé général

satisfaisant lors de cette séance de rétention sont exclus des analyses statistiques.
Dans ce protocole, la souris ne peut effectuer que 15 appuis renforcés pendant la

premicre séance : I’acquisition est dite partielle. Ceci permet, durant la séance de rétention,
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Figure 11:
Dispositif de la
piscine de Morris

Sur la photo du bassin vide,
on peut distinguer les

positions possibles de la
plate-forme.

Voici un exemple de
trajectoire suivie par
une souris depuis le
point de lacher (contre
la paroi) jusqu’a la
plate-forme invisible
située dans le quadrant
virtuel cible « Ouest ».

Des indices visuels
disposeés sur les murs
de la piéce (posters,
formes...) permetient a
I'animal de se repérer

dans 'espace.
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de mettre en évidence une amélioration spontanée des performances, dans les heures qui

suivent (ici 24 h) ’acquisition d’une tache. Il s’agit du phénomene de réminiscence décrit par

Jaffard et collaborateurs en 1974.

3. Taches dans la piscine de Morris

Ce test a été congu par R.G.M. Morris (1984) pour évaluer les capacités des rats a
mémoriser et a gérer de I’information spatiale pour échapper a une situation aversive (I’eau
d’un bassin) en atteignant un refuge le plus rapidement possible (une plate-forme non visible
immergée a lcm sous la surface). A partir de ce principe, de nombreux protocoles ont été
développés pour distinguer différentes composantes de la mémoire (mémoire de référence,
mémoire de travail) et déceler les différentes stratégies que peuvent utiliser les animaux pour
se repérer dans I’espace. L’animal peut en effet retrouver la plate-forme en utilisant
différentes sortes d’indices. Il peut répéter une séquence de mouvements 1’ayant déja mené
jusqu’a la plate-forme : il utilisera alors une stratégie €gocentrique. Il peut aussi se diriger
vers des indices proximaux (situés a I’intérieur du bassin) qu’il aura auparavant associé a la
position de la plate-forme. L’animal peut également utiliser des indices distaux (extérieurs au
bassin) et repérer la plate-forme par triangulation : il utilisera alors une stratégie allocentrique.
Pour une revue de syntheése sur [’utilisation de cette tdche dans les recherches sur

I’apprentissage et la mémoire, on peut se référer a I’article de D’Hooge et De Deyn (2001).

a. Dispositif

Le dispositif expérimental du test de la piscine de Morris est constitué d’une enceinte
circulaire de plastique blanc de 140 cm de diamétre et de 40 cm de hauteur (voir figure 11)
remplie & moitié (20 cm) par de 1’eau rendue opaque par 1’adjonction de lait en poudre. L’eau
est changée quotidiennement. La température relativement basse de I’eau (20°C) confére a ce
test un caracteére aversif pour ’animal. Une plate-forme, constituée d’un bocal en verre de
section hexagonale, est disposée a I’intérieur de 1’enceinte et reste invisible pour I’animal, car
située 1 cm sous la surface de I’eau. Dans la piéce, sont disposés plusieurs indices distaux
(étageres contenant les cages, évier, radiateur, posters...) susceptibles de permettre a 1’animal
de se repérer dans 1’espace. Ainsi, I’animal peut repérer la position de la plate-forme par
rapport a un cadre de référence allocentrique comportant ces divers indices distaux. Dans

cette tache, I’animal cherche a trouver refuge sur la plate-forme le plus rapidement possible.
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Figure 12 : Déroulement des taches

dans la piscine de Morris
A. Différents quadrants virtuels du bassin

et positions possibles de la plate-forme

B. Protocole de mémoire de référence : apprentissage
(4jours, plate-forme invisible)

C. Test de rétention du protocole de mémoire de
référence (1jour, plate-forme absente)
X Points de lacher D _P_rotocole d'appariement différé (4jours, plate-forme

invisible)
o plate-forme invisible E. Quatre essais avec plate-forme visible (1jour)
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Le trajet effectué par I’animal dans la piscine est filmé a I’aide d’une caméra vidéo qui
transmet I’image a un moniteur et un magnétoscope, ce qui permet de sauvegarder les
données de I’expérience sur bande vidéo. Ce dispositif est également relié & un ordinateur qui
digitalise ce trajet et I’enregistre. A partir de cet enregistrement, 1’ordinateur calcule, entre
autres variables, la latence que met 1’animal a rejoindre la plate-forme et la distance parcourue
au cours du trajet (Ethovision video tracking system, version 2.3, Noldus Information

Technology, Wageningen, Pays-Bas).

b. Déroulement des différents tests

Avant le début du protocole de mémoire de référence, chaque souris est familiarisée au
dispositif de test. Le premier jour, elle est déposée pendant 1 mn au centre du bassin
contenant seulement 3,5 cm d’eau. La souris peut ainsi nager, mais aussi toucher le fond du
bassin avec sa queue et/ou ses pattes postérieures. Comme la plate-forme émergée est visible
(1 cm au-dessus du niveau de 1’eau) et située a quelques centimétres du bord du bassin, la
souris peut la rencontrer et se hisser dessus. Si la souris n’y parvient pas avant 1 mn, elle y est
doucement amenée et laissée pendant 10 s, puis ramenée dans sa cage sur une grille de
transport. Le lendemain, les souris sont encore une fois déposées au centre du bassin alors
rempli (niveau d’eau a 20 cm du haut de la paroi) et peuvent nager pendant deux minutes.
Durant cet essai, le bassin de contient pas la plate-forme. Sachant que lors du protocole de
mémoire de référence, les souris subiront 4 essais d’1 mn maximum, cet essai de « nage
libre » vise a vérifier que toutes les souris sont capables de nager pendant au moins 2 mn sans
fatigue excessive. De plus, cet essai de « nage libre » permet de vérifier que les souris ne
montrent pas, avant I’apprentissage, de préférence spontanée pour un des 4 quadrants du
bassin, ce qui pourrait géner I’interprétation des performances lors du test de rétention apres
I’apprentissage. Apres cet essai de « nage libre », les souris disposent d’une période de repos
de 2 jours avant de commencer le protocole de mémoire de référence. Le schéma des
différents protocoles est indiqué sur la figure 12.

Le protocole de mémoire de référence consiste a localiser la plate-forme immergée

invisible dont la position reste inchangée (ici dans le quadrant Ouest) au cours de 4 jours
consécutifs. Chaque souris subit une s€éance quotidienne de 4 essais séparés par un délai de 5
mn durant lequel I’animal est replacé dans sa cage. A chaque essai, ’animal est déposé dans
I’eau face a la paroi depuis un point de départ déterminé qui varie d’essai en essai, (la
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séquence des différents points de lacher variant également d’un jour a 1’autre). L’essai se
termine lorsque la souris a atteint la plate-forme, ou bien lorsque 60 s se sont écoulées. Si la
souris ne trouve pas la plate-forme durant les 60 s de [’essai, elle est guidée par
I’expérimentateur jusqu’a la plate-forme. Une fois 1’animal sur la plate-forme, il y est laissé
pendant 10 s avant que I’expérimentateur ne lui présente une grille métallique de transport. La
souris grimpe alors sur la grille et est ramenée jusqu’a sa cage. Les principales variables
relevées sont la latence d’atteinte de la plate-forme (maximum : 60 s) et la distance parcourue
au cours du trajet. Puisque les 4 points de lachers utilisés au cours des 4 essais quotidiens ne
sont pas tous situés a la méme distance de la plate-forme, on calcule les moyennes des
performances obtenues aux 4 essais d’'un méme jour, ceci pour les 4 jours de test. La
performance d’apprentissage est évaluée par la diminution de la latence d’atteinte de la plate-
forme ou de la distance parcourue jusqu’a atteindre la plate-forme au cours des 4 jours de test
successifs (facteur « jour »).

Vingt-quatre heures apres le dernier essai du protocole de mémoire de référence, la

plate-forme est retirée du bassin et les souris subissent un test de rétention de 60 s (probe

trial) durant lequel on mesurera principalement le temps passé dans le quadrant qui contenait
la plate-forme au cours des essais précédents (le quadrant Ouest), ainsi que le nombre de
passages au dessus de I’emplacement exact ou se trouvait la plate-forme. Les souris disposent
apres ce test de rétention d’une période de repos de 2 jours.

Le protocole de mémoire dite «de travail », que j’appellerai plutét protocole

d’appariement différé ou DMP (pour delayed matching-to-place), consiste a retrouver la

plate-forme invisible dont la position varie de jour en jour pendant 4 jours consécutifs. La
plate-forme est donc située d’un jour a I’autre au centre des quadrants Est, puis Nord, puis
Sud et enfin Ouest. Au cours des 4 essais d’'un méme jour, la position de la plate-forme
demeure constante. Les points de lacher varient d’un essai a 1’autre, mais la distance entre un
point de lacher donné et la plate-forme est identique d’un essai a I’autre et d’un jour a I’autre.
Les essais 1 et 2 sont séparés par un délai d’une heure, alors que les essais suivants ne sont
espacés que de 5 mn. Dans cette version de la tiche, 1’animal doit, lors du premier essai,
« remettre a jour » les informations concernant la nouvelle position de la plate-forme dans le
bassin. Les variables retenues sont les mémes que celles utilisées lors du protocole de
mémoire de référence. Puisque les différents points de lacher sont toujours situés a une méme

distance de la plate-forme, on calcule les moyennes (pour les 4 jours de test) des
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performances obtenues lors du premier, second, troisiéme et quatriéme essai. La performance
d’apprentissage est évaluée soit par les latences d’atteinte de la plate-forme soit par les
distances parcourues jusqu’a la plate-forme obtenues aux essais 1 et 2 (facteur « essai »). Les
essais suivants (3 et 4) permettent a tous les animaux d’apprendre la position de la plate-
forme. Ainsi, tous les animaux ont la possibilité d’atteindre le méme niveau de performance,
avant de passer a un nouvel apprentissage le jour suivant (nouvelle localisation de la plate-
forme).

L’épreuve de la plate-forme visible est réalisée le dernier jour. Elle consiste en quatre

essais espacés de 5 mn, durant lesquels la plate-forme est rendue visible (1 cm au-dessus de
la surface de I’eau). Les positions de la plate-forme et les points de lacher différent lors des 4
essais successifs, mais la distance entre un point de lacher et ’emplacement de la plate-forme
lors de I’essai est identique d’un essai a ’autre. Les variables retenues sont les mémes que

lors du protocole de mémoire de référence.

c. Représentation graphique de la fréquentation des zones du bassin

Le logiciel de suivi vidéo utilisé dans le test de la piscine de Morris permet de suivre
la trajectoire de chaque souris lors des essais sans plate-forme. Néanmoins, le logiciel ne
permet pas d’obtenir une représentation graphique de la «trajectoire moyenne» des souris
d’un méme groupe, ou de la précision de la recherche de la plate-forme exprimée par les
souris d’un groupe.

Afin de pouvoir visualiser les zones du bassin ou les souris d’un groupe donné passent
le plus de temps, I’idée était de quadriller le bassin en petits secteurs et de comptabiliser le
nombre de passage des souris d’un groupe dans chacun de ces secteurs. Le logiciel de suivi
vidéo fournit un fichier de données pour chaque souris comportant les coordonnées de la
position de I’animal dans le bassin en fonction du temps. A partir de ces fichiers, un
programme informatique (créé par Sébastien Geiger, informaticien dans notre unité) calcule le
nombre de passages cumulés dans chaque secteur du quadrillage. En divisant ces valeurs par

I’effectif du groupe de souris considéré, on obtient une matrice représentant le nombre moyen

de passages dans chaque secteur.

A partir de cette matrice, un graphique en surface a été généré avec Microsoft Excel,
sur lequel 1’échelle de couleurs permet de représenter les zones dans lesquelles les souris sont
passées le plus grand nombre de fois. Ces graphiques ont été réalisés afin d’illustrer les
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Figure 13 : La tache d'évitement actif dans le dispositif
du labyrinthe en Y

La tache d'évitement actif consiste pour la souris a apprendre a s'échapper de l'allée
centrale en moins de 5 secondes pour aller dans l'allée de gauche.

Les chocs électriques sont délivrés dans les pattes toutes les 7 secondes : la souris
commet une erreur d'évitement si elle ne quitte pas l'allée centrale en moins de 5 s, et
commet une erreur de discrimination lorsqu'elle se dirige dans l'allée de droite.

Lors des séances d'acquisition et de rétention, séparées par un délai de 48 h, les essais
sont menés jusqu'a ce gue la souris atteigne le critére de 7 essais corrects sur 8 essais
successifs.




Matériels et Méthodes

différences de précision observées entre les groupes de souris dans leur recherche de la plate-

forme.
4. Tache du labyrinthe en Y

a. Dispositif
Le labyrinthe en Y est composé de trois allées identiques disposées selon les médianes
d’un triangle équilatéral (voir figure 13). Ces allées ont une longueur de 13 cm, une largeur
de 4,5 cm et une hauteur de 5,5 cm. Le plancher est constitué de barres métalliques de 2 mm
de diametre et réguliérement espacées de 0,5 cm. C’est a travers ce plancher que les souris
recevront des chocs électriques. A chaque extrémité du labyrinthe, une boite en plastique (10
x 4,5 x 5,5 cm) fermée par une port coulissante permet de réceptionner et de déplacer la souris

de I’extrémité d’une branche a ’autre sans la manipuler.

b. Déroulement du test

La tache d’évitement actif se déroule en deux temps : une séance d’acquisition et une
séance de rétention. Au début de chaque séance, la souris est introduite dans la boite de
départ. La porte donnant acces a I’allée centrale est ouverte au bout de 5 s puis refermée des
que la souris pénétre dans 1’allée centrale. La souris est alors soumise a une épreuve de
conditionnement comportant une composante temporelle et une composante spatiale. Le sujet
doit quitter 1’allée centrale avant 5 s (composante temporelle) et doit choisir 1’allée de gauche
(composante spatiale) afin d’éviter un choc électrique délivré dans les pattes pendant 1 s
toutes les 7 s. L’animal peut donc faire deux types d’erreur : lorsqu’il met plus de 5 s pour

quitter 1’allée centrale, on comptabilise une erreur d’évitement ; si la souris pénétre au moins

une fois dans 1’allée de droite, elle commet une erreur de discrimination. Si 1’animal effectue

une erreur d’évitement et/ou une erreur de discrimination au cours du méme essai, celui-ci est
considéré comme un essai incorrect. Le sujet est entrainé au rythme d’un essai toutes les
minutes jusqu’a I’atteinte du critére de 7 essais corrects sur 8 essais consécutifs. Quarante-huit
heures plus tard, la souris est soumise a une nouvelle séance de conditionnement dans le but
d’évaluer ses performances de rétention. Cette s€ance est menée suivant un protocole en tout
point semblable a celui de la séance d’acquisition. Le voltage des chocs ¢électriques délivrés

dans les pattes est déterminé individuellement pour chaque souris lors des premiers essais a
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I’acquisition (maximum 40 volts en courant alternatif) de facon a ce que la souris réagisse en
levant immédiatement une ou deux pattes du plancher grillagé.

Lors de la séance de rétention de cette tiche d’évitement actif en labyrinthe en Y,
I’amélioration spontanée des performances (réminiscence) est également observée. Ce
phénoméne d’amélioration spontanée des performances peut étre sensible au fond génétique
des animaux (Ungerer et coll.,, 1993) et a I’administration d’agents pharmacologiques

(Ungerer et coll., 1991).
5. Tache d’évitement passif

a. Dispositif
L’appareil de test est constitué de deux compartiments : un compartiment blanc et clair
(23 cm de long, 8 cm de large et 14 cm de haut) éclairé par une lampe de bureau (240 1x) ainsi
qu’un compartiment noir et sombre (14 cm de long, 8 cm de large et 14 cm de haut) séparé du

compartiment blanc par une porte a guillotine.

b. Déroulement du test

Pendant la séance d’acquisition, la souris est placée dans le compartiment éclairé
pendant 1 mn, puis la porte a guillotine est ouverte. Dés 1’ouverture de la porte, on mesure le
temps que met 1’animal pour entrer dans le compartiment sombre. Lorsque 1’animal a les
quatre pattes dans le compartiment sombre, la porte a guillotine est fermée et la souris regoit
immédiatement deux chocs électriques dans les pattes (40 volts en courant alternatif) a 5 s
d’intervalle. Aprés 15 s passées dans ce compartiment sombre, la souris est retirée du
dispositif et retourne dans sa cage.

Vingt-quatre heures plus tard, ’animal est replacé dans le dispositif pour une séance
de rétention : la souris est déposée dans le compartiment éclairé. La porte a guillotine est
ouverte au bout de 10 s. On enregistre la latence d’entrée dans le compartiment sombre, le
nombre de transitions entre les deux compartiments ainsi que le temps total passé¢ dans le
compartiment sombre.

A chaque séance, la souris est déposée face contre la paroi opposée au compartiment
sombre. Elle doit donc traverser tout le compartiment éclairé pour rejoindre la porte a
guillotine et pénétrer dans le compartiment sombre. Le comportement d’approche du

compartiment sombre a également été¢ évalué par la mesure du temps mis par la souris pour
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traverser la moitié du compartiment éclairé (les quatre pattes dans la moiti¢ du compartiment

¢éclairé la plus proche du compartiment sombre).

6. Détermination du seuil de réactivité aux chocs électriques

Le seuil de réactivité¢ aux chocs é€lectriques chez les quatre lignées de souris (B6,
apoE-KO, apoE3 et apoE4) a été déterminé en augmentant progressivement (par tranche de 2
volts) le niveau des chocs dans les pattes a partir de 16 volts jusqu’a 40 volts maximum. Pour
éviter que les souris ne prévoient le moment exact du choc (et ainsi éviter un sursaut
conditionné), les chocs ont été espacés aléatoirement de 15 a 45 secondes. Les voltages seuils

pour la premiére vocalisation et le premier saut ont été relevés.

V1. Analyses statistigues

Les données obtenues dans les différents tests en terme :

e de nombre de redressements, de cases parcourues ou de centimeétres parcourus (activité
locomotrice), de durée d’exploration des objets et d’indice de reconnaissance (taches de
reconnaissance),

e de nombre total d’appuis renforcés, d’alternances et d’appuis sur le levier (apprentissage
opérant),

e de latence d’atteinte de la plate-forme, de distance parcourue, de vitesse de nage ou de
temps passé dans un quadrant (piscine de Morris),

e de nombre d’erreurs d’évitement ou de discrimination, d’essais pour atteindre le critére
d’apprentissage (labyrinthe en Y),

e de latence d’entrée dans le compartiment sombre (évitement passif),

e de voltage seuil (réactivité au choc ¢électrique),

ont ¢té traitées par des analyses de la variance (ANOVA) a un ou plusieurs facteurs

(traitement, génotype, quadrant, sexe, moment d'injection, enceinte, objet A...), et

éventuellement sur mesures répétées (périodes, minutes, catégorie d’objets, essais, jours de

test, s€éances de test). Lorsqu'une interaction est significative, une ANOVA a un seul facteur,
suivie d'un test post-hoc de Student-Newman-Keuls (seuil de significativité : p < 0,05) sont
utilisés pour comparer les différents groupes. Pour les analyses post-hoc concernant les
résultats des lignées transgéniques, nous avons préféré utiliser le test PLSD de Fisher

(Protected Least Significant Difference) au seuil de significativité : p < 0,05. En effet,
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puisque les effets des différents alléles de 1I’apoE sur les performances cognitives sont discrets
chez I’Homme (Bartres-Faz et coll, 2002 ; Bondi et coll., 1995 ; Mortensen et Hogh, 2001) et
qu’il s’agit d’une premicre étude sur ce type de souris transgéniques, nous avons voulu
utiliser un test post-hoc moins restrictif que le Student-Newman-Keuls pour analyser les
données.

Nous avons utilis€ une ANOVA dans tous les cas, afin de pouvoir étudier les
différentes interactions entre facteurs. Puisque les cohortes de souris de fond génétique B6
males et femelles ont été testées dans les mémes conditions mais séparément, nous avons
analysé ensemble les performances des souris des deux sexes, mais également les
performances des deux sexes considérés séparément. Puisque le but de I’étude présentée dans
le deuxiéme chapitre est de comparer les effets des alleles humains e3 et e4 sur les
performances des souris transgéniques, j’ai également effectué des analyses restreintes a ces
deux lignées apoE3 et apoE4.

Dans certains cas, j’ai comparé¢ la performance obtenue a un niveau de chance
(hasard). Ce fut le cas pour les indices de reconnaissance d’objet ou de reconnaissance
spatiale (hasard : indice = 0,5) et aussi pour le temps passé dans le quadrant cible de la piscine
de Morris lors du test de rétention de la tiche (hasard : temps passé dans le quadrant cible =
15 secondes, soit le quart de la durée totale du test de rétention). Pour effectuer cette
comparaison, j’ai utilisé le test de Student univarié.

Pour effectuer les analyses de corrélation (par exemple : entre le poids des animaux et
leur seuil de réactivité au choc électrique) j’ai utilisé le test de corrélation des rangs de

Spearman.
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|. Introduction

1. Intérét et mise au point des taches de reconnaissance

Les taches de reconnaissance sont basées sur la tendance spontanée des rongeurs a
explorer préférentiellement les aspects nouveaux de leur environnement. Un des intéréts
majeurs de ce type de tache réside dans le fait qu’elle ne nécessite ni restriction alimentaire, ni
utilisation d’un renforgateur aversif, ni apprentissage d’une régle particuliere.

Le test de reconnaissance d’objet, mis au point chez le Rat par Ennaceur & Delacour
en 1988, a été adapté chez la Souris par Jean-Cosme Dodart sur des souris OF1 males élevées
au laboratoire (URA 1295 CNRS). Le protocole utilisé est celui décrit en détail dans la partie
« Matériel & Méthodes » (voir aussi Dodart et coll., 1997), et comprend une séance
d’habituation de 50 mn, une séance d’acquisition de 10 mn, et une séance de rétention de 10
mn. Durant la séance d’habituation, la souris peut explorer librement I’enceinte de test, vide.
Le lendemain, la souris est replacée dans I’enceinte pour la séance d’acquisition durant
laquelle elle peut explorer un objet A. Aprés un délai donné (par exemple lh ou 24h),
I’animal est replacé dans 1’enceinte pour la séance de rétention durant laquelle il peut explorer
I’objet familier A accompagné d’un objet nouveau B. Les durées d’exploration des deux
objets A et B sont mesurées durant la séance de rétention (respectivement TA et TB), et le
calcul d’un indice TB / (TA+TB) permet de rendre compte de la performance de
reconnaissance.

Dans ces conditions, les souris OF1 montrent de trés bonnes performances a des délais
de 1 h, 3 h et méme 6 h apres la séance d’acquisition, avec des indices de reconnaissance
approchant les 0,7 a 0,8 ; c'est-a-dire que 70 a 80 % du temps d’exploration des objets est
consacré a 1’objet nouveau. Vingt-quatre heures apres la séance d’acquisition, 1’indice de
reconnaissance est proche de 0,5 (niveau du hasard : la souris explore autant les deux objets)
et significativement plus faible qu’aux autres délais (voir figure 14, adaptée de Dodart et
coll., 1997).

Le protocole de base de la tiche de reconnaissance spatiale, utilis¢ pour les
expériences avec le sAPP, est également décrit dans la partie « Matériel & Méthodes ». 11 a
¢été mis au point au Laboratoire de Neurosciences Comportementales et Cognitives (UMR

7521 CNRS) sur des souris OF1 males provenant du centre d’¢élevage Iffa Credo. Dans de
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Indice de reconnaissance
Te/(To+Tg)

1h 3h 6h 24h

Délai de rétention

Figure 14 : Indice de reconnaissance d'objet de souris
OF1 males a differents délais apres la seance
d'acquisition (adaptée de Dodart et coll., 1997)

L'indice est exprimé en moyennes + erreur type.

Les souris montrent de bonnes performances aux délais de rétention de 1h, 3h et
6h, mais pas au délai de 24h.

* = Différent des autres délais a p<0,05.
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nombreuses études, la séance d’acquisition de la tdche se déroule en plusieurs sessions
séparées par un intervalle de temps durant lequel 1’animal retourne dans sa cage d’¢levage
(Adriani et coll., 1998 & 2000 ; Roullet et coll., 2001, Save et coll., 1992, Thinus-Blanc et
coll., 1996). Une premicre expérience de mise au point (non présentée dans le manuscrit) a
validé un nouveau protocole dans lequel les sessions d’acquisition étaient regroupées en une
seule séance. Nous voulions ainsi limiter au maximum les manipulations des animaux au
cours de I’épreuve. Une seconde expérience de mise au point a permis, en testant les animaux
a différents délais aprés la séance d’acquisition, d’établir la courbe de rétention des animaux
dans cette tache. Ceci a permis de montrer que les souris males OF1 montrent de bonnes
performances aux délais de 5 mn, 1 h et 3 h apreés I’acquisition, mais plus au délai de 24h
(voir figure 15, males). Puisque la performance des animaux est trés faible au délai de 24h,
c’est a ce délai que les effets d’un promnésiant peuvent étre mis en évidence. Dans le chapitre
concernant les effets du SAPP sur la mémoire, j’ai donc testé les effets du sAPP a ce délai de
24 h aprées I’acquisition de cette tache de reconnaissance spatiale.

En résumé, dans les deux taches de reconnaissance, des souris OF 1 males montrent de
bonnes performances au délai de 3 h apres la séance d’acquisition, et des performances tres

faibles a un délai de 24 h (voir figure 14 et figure 15, males).

2. Projet de these initial

Suite aux premiéres expériences de la thése (décrites dans le 2°™ chapitre de la partie
« Contribution Expérimentale ») montrant des effets promnésiants du sAPP dans les taches de
reconnaissance, le projet initial de ma thése visait a mettre en évidence une sécrétion de SAPP
lors d’un apprentissage chez la souris jeune. Suite a une séance d’acquisition de la tache de
reconnaissance spatiale, les souris auraient été sacrifiées apres différents délais. Afin de
détecter une éventuelle variation du taux de sAPP au cours de I’apprentissage, un dosage de
ce APP soluble aurait ét¢ effectu¢ par la technique de western-blotting ou par méthode
immunoenzymatique (ELISA = enzyme-linked-immunosorbent assay) sur des prélévements de
liquide céphalo-rachidien (LCR). A ce dosage des sAPP aurait été associé une cartographie
quantitative des APP membranaires (mAPP) sur des coupes de cerveaux par marquage
immunohistochimique. En deuxiéme lieu, j’espérais évaluer les éventuelles altérations de
cette sécrétion de sAPP lors du vieillissement, et ainsi étudier les relations entre la sécrétion
de sAPP et le déclin cognitif li¢ a I’age.
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Exploration moyenne
des deux catégories d'objets (s)

5mn 1h 3h 24h 5mn 1h 3h 24h

Acquisition Rétention

10 (10-15 min) (0-5 min) 0 objets non déplacés

B objets déplacés

femelles

Exploration moyenne
des deux catégories d'objets (s)

5mn 1h 3h 5mn 1h 3h

Acquisition Rétention
(10-15 min) (0-5 min)

Figure 15 : Performances de reconnaissance spatiale
a différents délais apres l'acquisition chez les souris OF1

males et femelles

Cette figure indique I'exploration en secondes (moyenne + erreur-type) des objets
déplacés et non déplacés. Les souris males et femelles ont été testées dans des
expériences différentes.

Durant la séance d’acquisition, les souris ont exploré les deux catégories d'objets de la
méme facon.

Lors de la séance de rétention, les males ont montré de bonnes performances aprés des
délais de 5 mn, 1 h et 3 h, mais plus apres 24 h. Les femelles ont obtenu de bonnes
performances aprés des délais de 5 mn et 1 h, mais plus aprés 3 h.

* = Différent des objets non déplacés a p<0,05.
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Dans ce projet sur le vieillissement, nous envisagions donc de travailler sur des souris
femelles, qui, moins agressives que les males, sont plus faciles a élever en groupe jusqu’a un
age avancé. Nous envisagions également d’utiliser la tdche de reconnaissance spatiale,
puisqu’il est connu que la mémoire spatiale est une des premicres formes de mémoire affectée
au cours du vieillissement. La premicre étape du travail, conditionnant la suite du projet,
consistait donc a vérifier, d’une part, que les souris OF1 femelles pouvaient montrer des
performances de reconnaissance spatiale similaires a celles obtenues chez les souris OF1
males, et, d’autre part, si le SAPP, montrait également un effet promnésiant chez des souris

femelles. En effet, le SAPP n’avait jusqu’alors été testé que chez des souris males.

Il1. Problemes rencontrés dans les taches de reconnaissance et essais

de « remise au point »

1. Tache de reconnaissance spatiale

a. Performances des souris femelles

Nous avons utilis¢ avec les souris OF1 femelles un protocole rigoureusement
identique a celui utilis¢ précédemment pour les males. Trois groupes de souris ont été
formés : les groupes « 5 mn », « 1 h » et « 3 h » étaient testés respectivement S mn, 1 hou 3 h
aprés la séance d’acquisition. Lors de la séance de rétention, les femelles n’ont pas montré
une réexploration des objets déplacés aussi nette que celle observée chez les males.
Néanmoins, les souris femelles des groupes « 5 mn» et « 1 h» ont montré une bonne
performance de reconnaissance (voir figure 15, femelles), puisqu’elles ont exploré les objets
déplacés significativement plus que les objets non déplacés, a la différence du groupe « 3 h »
(effet de la catégorie d’objet : « 5mn » : F(1,8) =8,09; p=0,022; « 1 hy»:F(1,8) =655,
p=0034;«3h»:F(1,9) =074, p=0413).

La comparaison de 1’exploration des deux catégories d’objets pendant les 5 derniéres
minutes de I’acquisition et pendant les 5 premicres minutes de la rétention avait révélé que la
réexploration d’objets lors de la séance de rétention était spécifiquement dirigée vers les
objets déplacés chez les souris males. Chez les souris femelles, cette méme analyse a montré
que les quantités totales d’exploration des objets aux séances d’acquisition et de rétention

n’étaient pas significativement différentes (voir figure 15, femelles).
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des deux catégories d'objets (s)
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Figure 16 : Performances de reconnaissance
spatiale de souris OF1 males et femelles 1h ou

24h apres la séance d'acquisition

L’exploration des objets déplacés et non déplacés chez des souris males et
femelles (testées dans la méme expérience) est exprimée en secondes
(moyenne + erreur-type).

On peut observer la dégradation des performances de reconnaissance
spatiale attendues comme bonnes au délai de rétention de 1 h.
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b. Comparaison des performances de males et de femelles

Puisque les deux expériences précédentes semblaient montrer des différences de
comportement entre souris males et femelles, j’ai évalué les performances des deux sexes au
cours de la méme expérience. Durant cette expérience regroupant males et femelles, j’ai
¢galement déterminé le stade du cycle ovarien des femelles, ceci afin de vérifier si cette
différence comportementale entre les deux sexes €tait liée au statut hormonal des femelles au

moment du test.

Procédure expérimentale

Dans cette expérience, la performance de reconnaissance spatiale de males et de
femelles OF1 a été évaluée aux délais de 1 h et de 24 h apres la séance d’acquisition. D’apres
les résultats obtenus dans les expériences précédentes, on s’attend a retrouver de bonnes
performances aprés un délai de 1 h mais plus apres un délai de 24 h (voir figure 15). Le stade
du cycle ovarien a été déterminé chez les femelles, par des prélévements quotidiens de mucus
vaginal les 7 jours précédents le test, ainsi que les jours de test (procédure décrite dans la
partie « Matériel et Méthodes »). Afin d’éviter un éventuel effet de ces manipulations entre
les deux groupes de souris, les males ont subi une procédure de manipulation comparable a
celles des femelles, a savoir une contention manuelle quotidienne pendant quelques secondes,

par la peau du cou, pattes vers le haut.

Résultats

Lors de la séance d’acquisition, les souris des deux sexes ont montré une exploration
globale des objets comparable (effet du sexe sur [’exploration totale sur 15 mn : F(1,66) =
1,39, p = 0,242), et n’ont pas montré de différence dans I’exploration des deux catégories
d’objet (catégorie d’objet : F(1,66) = 0,31 ; p = 0,582 ; aucune interaction significative avec
un autre facteur).

Lors des 5 premiéres minutes de la s€éance de rétention, tous les groupes de souris ont
montré une exploration équivalente des deux catégories d’objets (voir figure 16) (catégorie
d’objet : F(1,64) = 2,53, p = 0,117 ; sexe x catégorie d’objet : F(1,64) = 0,24 ; p = 0,622,
délai x catégorie d’objet : F(1,64) = 0,54 ; p = 0,466) et les souris des deux sexes ont exploré
I’ensemble des objets de la méme fagon quel que soit le délai de rétention (sexe . F(1,64) =
0,65; p = 0,423 ; sexe x délai : F(1,64) = 0,76, p = 0,386). Aucun groupe n’a donc
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davantage exploré les objets déplacés que les objets non déplacés a la séance de rétention,
méme dans le groupe testé seulement 1 h apres la séance d’acquisition.

Puisque les souris ont toutes présenté de mauvaises performances, méme au délai de
rétention de 1 h, les analyses incluant le stade du cycle ovarien au moment des séances
d’acquisition ou de rétention n’ont montré aucun effet du stade du cycle sur les performances

de reconnaissances des femelles.

Conclusions

Lors de cette expérience, j’espérais pouvoir comparer le comportement de males et de
femelles, chaque sexe testé seul ayant auparavant montré de bonnes performances entre autres
au délai de rétention de 1 h. Contre toute attente, les performances de reconnaissance
auparavant bonnes a ce délai de rétention de 1 h chez les deux sexes (testés séparément)
s’étaient complétement dégradées durant cette expérience.

Une premicre hypothése pouvait étre une perturbation des souris d’un sexe donné par
la présence (odeurs) de 1’autre sexe. En effet, des souris des deux sexes ont été hébergées dans
la méme picce et ont alternativement été testées dans les mémes dispositifs expérimentaux,
dans la méme salle de test et dans un ordre aléatoire. Malgré le soin apporté au nettoyage des
enceintes de test aprés chaque souris, des traces olfactives laissées par les souris d’un sexe
donné ont pu subsister et perturber le comportement des souris de 1’autre sexe.

La deuxie¢me hypothése pouvait étre que les manipulations quotidiennes de contention,

effectuées en vue de la détermination du stade du cycle ovarien chez les femelles, et

pratiquées €galement sur les males, auraient pu altérer le comportement de nos souris.

c. Effet des manipulations sur des souris OF1 méles

J’ai donc ensuite réalisé une expérience permettant d’évaluer les effets de différentes
procédures de manipulations sur des souris males OF1. Quatre groupes de souris ont été
formés pour cette expérience :

e un groupe «non manipulé » n’ayant subi aucune manipulation particuliére avant
I’expérience,

e un groupe « 3j habituelle » ayant subi la manipulation habituelle : les 3 jours précédent
I’expérience, la souris est quotidiennement saisie puis posée dans la main de

I’expérimentateur, légérement touchée puis reposée dans sa cage aprés 1 mn,
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Figure 17 : Performances de reconnaissance spatiale 1h
apres la séance d'acquisition chez des souris OF1 males

soumises a différentes manipulations

Cette figure indique I'exploration en secondes (moyenne + erreur-type) des objets
déplacés et non déplacés.

Contre toute attente, on observe que le groupe "3 j habituelle” montre de mauvaises
performances de reconnaissance lors de la séance de rétention.

* = Différent des objets non déplacés a p<0,05.
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e un groupe « 3j contention » ayant subi une contention quotidienne pendant 3 jours, c'est-a-
dire un maintien pendant une dizaine de secondes par la peau du cou pattes vers le haut,

e un groupe « 7j contention » ayant subi une contention quotidienne pendant 7 jours. Ce
dernier groupe se rapproche de ceux testés dans 1’expérience précédente.

Toutes les souris, quel que soit leur groupe, ont été isolées 3 jours avant la séance

d’habituation.

Durant la séance d’acquisition, tous les groupes de souris ont montré une exploration
équivalente des deux catégories d’objets. Les différentes manipulations n’ont donc pas eu
d’influence significative sur le comportement spontané d’exploration des objets encore
inconnus.

Durant la séance de rétention (voir figure 17), les souris (tous groupes confondus) ont
globalement exploré davantage les objets déplacés que les non déplacés (catégorie d’objet :
F(1,37) = 14,48 ; p = 0,0005). Néanmoins, les souris du groupe « 3j habituelle », groupe
pourtant comparable a ceux ayant obtenu de trés bonnes performances dans les expériences de
mise au point de la tache, n’ont montré aucune reconnaissance spatiale (catégorie d’objet :
F(1,10) = 0,13 ; p = 0,726). Devant la mauvaise performance de ce groupe considéré comme
« témoin », ’interprétation des effets des différentes procédures de manipulations devenait

impossible.

Conjointement a ces résultats décevants, des problémes de variations de résultats chez
des groupes témoins ont également €té rencontrés lors d’expériences utilisant la tache de
reconnaissance d’objet (exposés dans la suite du manuscrit). Ce probleme de réplicabilité
rencontré dans les deux taches de reconnaissance ayant probablement une origine commune,
nous avons choisi d’essayer de remettre au point en premier la tdche de reconnaissance
d’objet, puis de revenir ultérieurement a la tiche de reconnaissance spatiale. En effet, la tache
de reconnaissance d’objet était plus simple a mettre en ceuvre, I’équipe disposait d’un recul
plus important par rapport a cette tiche comportementale (la tache de reconnaissance spatiale
ayant été mise au point plus récemment au laboratoire) et la « demande mnésique » pour la

souris lors de cette tiche nous paraissait moins importante.
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2. Tache de reconnaissance d’objet

a. Préférence pour un des objets durant la séance d’acquisition

Malgré I'utilisation du protocole couramment utilisé au laboratoire avant le début de
ma thése (Dodart et coll., 1997), les résultats que j’ai obtenus dans la tiche de reconnaissance
d’objet ont montré d’importantes variations dans le comportement des souris. Apres la
fermeture de I’unit¢é URA 1295 du CNRS (Directeurs : Dr. A. Ungerer puis J.-J. Roeder), ma
directrice de thése, Chantal Mathis, et moi-méme avons déménagé au 1 janvier 2000 vers
I’unit¢ UMR 7521 du CNRS située dans le méme batiment. L’apparition des variations de
comportement des souris est concomitante a ce déménagement. En effet, lors de I’expérience
¢évaluant les effets du sAPP injecté a différents délais sur les performances de reconnaissance
d’objet (présentée dans le chapitre 2 de la partie « Contribution Expérimentale ») est apparu
un premier changement comportemental : une préférence spontanée des souris pour 1’un des
deux objets. Ce comportement n’avait jamais ét¢ mis en évidence auparavant, chez des souris
OF1 ¢levées au laboratoire (jusqu’en 1999). Au cours des expériences ultérieures, les
divergences de résultats entre «avant» et «aprés» le déménagement n’ont cessé de
s’accroitre. Voici donc les différences de conditions expérimentales entre mes travaux de
these et ceux réalisés par Dodart et collaborateurs :

e les souris que j’ai pu utiliser au cours de ma thése n’étaient plus élevées au laboratoire et
provenaient directement du centre d’élevage (Iffa Credo),

e les pices de test et les animaleries utilisées étaient situées dans le pavillon du batiment
pour les travaux de Dodart et collaborateurs (URA 1295 CNRS) et dans ’aile Est lors de
mes travaux de thése (UMR 7521 CNRS). (voir figure 18)

Heureusement, les effets promnésiants du sAPP (voir chapitre 2) ont été suffisamment
robustes pour pouvoir étre mis en évidence malgré cette préférence inattendue pour un des

objets a la séance d’acquisition de la tache.

Afin d’avoir une vue d’ensemble de I’instabilité des niveaux de performance de
reconnaissance d’objet, les résultats obtenus au cours des diverses expériences de mise au
point (que je décrirai en détail dans les paragraphes suivants) ont été regroupés sur un
graphique général (voir figure 19). Les performances de reconnaissance d’objet y sont

représentées en terme d’indice de reconnaissance. Par souci de clarté, seules les performances
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des groupes de souris testées a un délai de 3 h aprés la séance d’acquisition ont été
représentées sur ce graphique général. Je rappelle qu’a ce délai, les souris devraient obtenir de
bonnes performances. Les deux barres rouges indiquent les indices de reconnaissance obtenus
a PUMR 7521 par C. Mathis chez la souris OF1 (Iffa Credo) 1) avec un groupe de souris
intactes lors d’une expérience utilisant de petits objets (premiére expérience décrite dans le
deuxiéme chapitre de résultats ; voir figure 19, expérience 1) et 2) dans ’expérience de
Dodart et collaborateurs (2002) utilisant de grands objets (voir figure 19, expérience 4). Les
performances obtenues lors de ces deux expériences sont proches de celles obtenues a ’'URA
1295 par Dodart et collaborateurs sur des souris OF1 élevées sur place (voir figure 14). On
peut immédiatement noter 1) le faible niveau et 2) la variabilit¢é des performances de
reconnaissance obtenues lors de la série d’expériences de remise au point a ’'UMR 7521, avec

des souris OF1 puis CDI1 (respectivement barres bleues et vertes sur la figure 19).

En fait, un des premiers signes d’instabilité comportementale et un des plus gros
problémes rencontrés dans la tache de reconnaissance d’objet a été la préférence spontanée
pour un des objets. Par exemple, dans I’expérience 2, j’ai obtenu un indice de reconnaissance
médiocre au délai de 3h (voir figure 19, expérience 2). Lors de la séance d’acquisition, les
souris ont montré une préférence spontanée pour la bille par rapport au dé a jouer. Lors de la
rétention, les souris ont également eu tendance a explorer préférentiellement la bille, qu’elle
soit I’objet familier ou I’objet nouveau : ceci a affecté la valeur de 1’indice de reconnaissance.

Au vu de I’ensemble de ces informations, le protocole initial de Dodart et
collaborateurs (utilisé lors des expériences sur le SAPP, et décrit dans la partie « Matériels et
Méthodes ») ne semblait plus étre adapté aux conditions propres a mes travaux de theése
(autres conditions d’élevage des souris et autres salles de test). J’ai donc entrepris une série
d’expériences visant a remettre au point la tache de reconnaissance d’objet pour obtenir de

bonnes performances.

Je vais donc maintenant vous exposer le cheminement de ces différentes expériences

de reconnaissance d’objet.

Puisque les souris avaient tendance a éviter le dé a jouer en plastique, nous avons

pensé que son odeur, naturelle ou altérée par les nettoyages a 1’alcool, pouvait étre
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désagréable pour les souris. Pour I’expérience suivante (expérience 3), j’ai donc troqué le dé
et la bille pour des objets en verre. Lors de la séance d’acquisition, les souris n’ont pas montré
de préférence spontanée pour I’un des objets. Lors de la séance de rétention 3h plus tard, le
niveau de 1’indice de reconnaissance n’a pas non plus été influencé par le type d’objet utilisé
durant 1’acquisition. Néanmoins, bien que significativement différent du hasard, le niveau de
I’indice de reconnaissance est loin d’atteindre le niveau de performance obtenu par Dodart et
collaborateurs (voir figure 19, expérience 3 ; et figure 14). Il semble donc que le probléme

ne soit pas li¢ a la matiére des objets.

b. Utilisation de plus grands objets

Dans le méme temps, Chantal Mathis a obtenu de bonnes performances avec un
protocole adapté des travaux de Chen et collaborateurs (2000) (Dodart et coll, 2002) (voir
figure 19, expérience 4 en rouge). Ce protocole utilise de plus grands objets (10 a 15 cm) et
la séance d’acquisition est interrompue au bout de 20 mn ou lorsque la souris atteint 30 s
d’exploration des objets. Pour tenter d’obtenir un meilleur indice de reconnaissance a un délai
de rétention de 3h, j’ai donc également utilisé ces grands objets (canard en plastique jaune ou
veilleuse pour enfant en plastique blanc) dans 1’expérience 5 (voir figure 19, expérience 5) et
j’ai fixé le temps d’exploration des paires d’objets a 1’acquisition pour qu’il soit indépendant
de la nature des objets. Le temps d’exploration des objets a I’acquisition était limité a 10, 20
ou 30 s (respectivement groupes « acql0s » n = 10, « acq20s » n =11 et « acq30s » n = 11)
afin de déterminer les conditions permettant d’obtenir le meilleur niveau de performance a la
séance de rétention 3h plus tard. Lors de la séance de rétention 3h plus tard, le niveau de
I’indice n’était pas différent du hasard quel que soit le groupe (test de Student : acqlOs : t =
1,124 p = 0,290, acq20s : t = 1,81 ; p = 0,101 ; acq30s : t = 1,66 ; p = 0,131).

Dans deux expériences ultérieures (voir figure 19, expériences 6 & 7) comprenant
également chacune un temps d’exploration des objets limit¢ a 20 s, lors de la séance
d’acquisition, le niveau de I’indice de reconnaissance des souris testées au délaide 3 h (n =8
dans les deux expériences) n’était pas non plus différent du hasard (¢ de Student : expérience
B2:t=085,p=0423,; expérience B3 : t = 0,22 ; p = 0,834).

Le probléme rencontré dans la tiche de reconnaissance d’objet ne venait donc ni de la

durée d’exploration des objets a I’acquisition, ni de la taille des objets.
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Devant I’inconstance des performances des souris d’une expérience a I’autre, et ma
difficulté a obtenir des indices de reconnaissance d’un niveau comparable a ceux des travaux
de Dodart et collaborateurs malgré 1’utilisation du méme protocole, j’ai voulu confronter ma
méthode de travail avec celle d’'un expérimentateur ayant déja obtenu de meilleures
performances de reconnaissance avec ses souris. Nous avons ainsi réalisé I’expérience C1 qui
visait a comparer les performances obtenues par des souris OF1 testées apreés un délai de 3h
par Chantal Mathis ou moi-méme, en reprenant le protocole initial de Dodart et
collaborateurs. Les performances des deux groupes de souris ont atteint un niveau comparable
(pas d’effet de ’expérimentateur : F(1,13) = 0,01 ; p = 0,936) mais qui n’atteignait toujours
pas le niveau obtenu par Dodart et collaborateurs (voir figure 19, expérience 8).

Le probléme ne provenait donc pas non plus de I’expérimentateur.

c. Utilisation de la souche de souris CD1

Suite a ces résultats, nous avons tenté de remettre au point la tiche de reconnaissance
d’objet sur une autre souche de souris. Lors du congrés de la Société des Neurosciences
(Toulouse, 2001), la souche CD1 (souris non consanguines) nous avait été conseillée comme
une alternative a la souche OF1, par la société d’¢levage Iffa Credo, et également par le Dr
Pascal Roullet (UMR 5169) qui utilise cette souche dans des tests de reconnaissance (Roullet
et coll., 1996, Sargolini et coll., 2003). Nous avons donc cessé d’utiliser la souche de souris
OF1 produite uniquement en France (spécifique de 1’¢levage Iffa Credo) et commencé a tester
des souris CD1 (provenant également de 1’¢élevage Iffa-Credo, et récemment introduite en
France a partir de la souche originelle américaine), utilisées dans de nombreuses études
comportementales au niveau international (Bouwknecht & Paylor, 2002 ; Coccurello et coll.,
2000 ; Adams et coll., 2002 ; Costanzi et coll., 2003, Sik et al, 2003).

Dans I’expérience 10, nous avons compar¢ les performances des souris CD1 dans les
protocoles utilisant de petits ou de grands objets. En effet, les souris CD1 explorent beaucoup
les objets et présentent encore de bonnes performances 24 h apres une séance d’acquisition de
10 mn dans une tache de reconnaissance d’objet (Sargolini et coll., 2003). Afin de choisir le
protocole le mieux adapté a nos conditions expérimentales au laboratoire, nous avons
compar¢ les performances de ces souris CD1 dans deux protocoles différents : un protocole
utilisant une séance d’acquisition de 10 mn durant laquelle les souris peuvent explorer un seul
petit objet (Dodart et coll., 1997), et un autre protocole utilisant une séance d’acquisition
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limitée a 6 mn durant laquelle les souris peuvent explorer deux objets identiques plus grands.
Les souris testées 3h apres 1’acquisition de la tiche ont montré de meilleures performances
avec de grands objets (¢ de Student : t = 3,50, p = 0,007) qu’avec de petits objets (¢ de
Student : t = 1,68 ; p = 0,122) (voir figure 19, expérience 10). De plus, nous avons retrouvé
une tendance spontanée a préférer un des deux objets avec les petits objets, mais pas avec les
grands objets. Nous avons donc conservé les grands objets pour les expériences suivantes
avec les souris CDI.

Afin d’étudier le décours temporel des performances de rétention de la souris CDI
dans I’expérience 11, j’ai évalué leurs performances a des délais de 1 h, 3 h, 24 h et 3 j aprés
une séance d’acquisition avec les grands objets. Lors de la séance d’acquisition, les souris ont
a nouveau montré une tendance a préférer un objet. Lors de la séance de rétention, I’indice de
reconnaissance n’a pas varié¢ avec le délai mais avec la nature de 1’objet utilisé comme objet
familier. Dans cette expérience, une préférence spontanée est donc apparue pour le canard en
plastique, génant I’interprétation des performances de rétention. En effet, les performances
des souris au délai de 3 h étaient médiocres (¢ de Student au délai de 3 h: t= 1,75, p =
0,108) (voir figure 19, expérience 11) alors que le groupe testé au délai de 24 h présentait un
indice significativement différent du hasard (¢ de Student au délai de 24 h = 3,23 ; p = 0,008).

Lors de I’expérience 12, j’ai réduit la séance d’acquisition a 4 mn afin de tenter de
diminuer la performance des souris au délai de 24 h. Durant cette expérience, les souris n’ont
plus montré de préférence spontanée pour un des objets durant I’acquisition, ont montré de
bonnes performances au délai de 3 h (¢ de Student = 5,87 ; p = 0,0004) (voir figure 19,
expérience 12), mais plus aprés un délai de 24 h (¢ de Student : t = 0,68 ; p = 0,514, non
représente). Nous avons donc maintenu cette durée d’acquisition a 4 mn lors des expériences
suivantes.

Ce protocole apparemment adapté a nos CD1 a été réutilisé lors d’une expérience
visant a tester le SAPP chez la souris CD1. Au cours de cette expérience, les souris ont a
nouveau montré une tendance a préférer un objet, ceci dans les 4 groupes expérimentaux, ce
qui n’a ainsi pas permis de conclure quand a un effet promnésiant du sAPP chez la souris
CD1 (non représente).

Face a ce probléme récurrent de préférence pour un des deux objets en plastique,
probablement due a une différence d’odeur trés marquée entre les deux objets proposés, j’ai

tenté¢ de les remplacer par de grands objets en verre, donc en matiére inerte. Aprés sélection
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de plusieurs objets (petites bouteilles en verre de formes et de couleurs variées, expérience
non représentée) que les souris exploraient globalement de la méme maniére, j’ai réalisé
I’expérience 13 visant a évaluer les performances des souris CD1 avec ces grands objets en
verre, au délai de 3h. Pendant une séance d’acquisition de 3 mn, les souris ont pu explorer une
paire donnée d’objets identiques (par exemple deux bouteilles vertes). Durant la séance de
rétention, 3 h plus tard, les souris n’ont montré qu’une tendance a explorer davantage 1’objet
nouveau (par exemple une bouteille brune) par rapport a I’objet familier (par exemple une

bouteille verte) (¢ de Student : t = 1,95 ; p = 0,072) (voir figure 19, expérience 13).

d. Conclusion

Malgré des changements de protocole, de conditions expérimentales, ou d’animaux
dans notre nouveau laboratoire (UMR 7521), aucune des modifications mises en oeuvre n’a
réussi a restaurer et surtout & maintenir chez nos animaux un bon niveau de performance dans

les taches de reconnaissance.

I11. Influence du systéeme de ventilation

1. Emergence d’une hypothése

Les expériences effectuées pour tenter de remettre au point les taches de
reconnaissance ont pu faire émerger I’hypothése d’un role possible des conditions de
stabulation de nos souris dans la variabilité de leurs performances. En effet, ’hypothése d’un
effet de la salle de test n’avait pas semblé probante, puisque nous avions obtenu, dans
plusieurs salles de test différentes, des performances parfois bonnes, parfois mauvaises (voir
figures 18 & 19). A I’inverse, certains indices nous ont amenés a supposer que les conditions
d’hébergement liées a des caractéristiques propres a nos différentes animaleries pouvaient
avoir une influence sur le comportement de nos souris.

Lors de I’expérience 9, j’ai pu comparer les performances de souris provenant de deux
lots différents, toutes arrivés au laboratoire a 1’age de six semaines. Les souris du lot le plus
ancien avaient passé 1,5 mois de plus dans notre animalerie que le lot le plus récent. Les
souris ont donc été testées au cours de la méme expérience a 1’dge de 2,5 et 4 mois,
respectivement pour le lot le plus récent et le lot le plus ancien. Lors de la séance

d’acquisition, les souris ont pu explorer les grands objets pendant 25 s. Lors de la séance de

59



Contribution expérimentale : chapitre 1

rétention, le lot le plus 4gé a présenté les plus mauvaises performances (F(1,13) = 4,33 ; p =
0,058), avec un indice ne différant pas significativement du hasard (z de Student : t = 0,86 ; p
= (,421) alors que le lot le plus récent présentait de bonnes performances (¢ de Student : t =
4,02 ; p = 0,005) (voir figure 19 expérience 9). Cette expérience ne nous a pas permis de
savoir si cette différence de performance était due a I’age des souris (6 semaines de
différence), a un effet du lot lui-méme ou bien plutét a un effet de la durée du séjour dans
I’animalerie (11-12 semaines et 3-4 semaines respectivement pour les lots 5.01 et 6.01).

Nos anciennes observations sur des souris d’age et de lots différents, ainsi que des
discussions trés poussées au sein de 1’équipe nous ont amenés a favoriser 1’hypothése d’un
effet du temps passé dans notre animalerie sur la performance de reconnaissance des souris.
En effet, le systeme de ventilation qui équipe les animaleries de ’'UMR 7521 est alors apparu
comme un facteur de perturbation possible dans le lieux d’hébergement des souris. Acquis par
le laboratoire afin de mettre les animaleries et salles de test aux normes européennes de
ventilation, ce systéme présente un niveau sonore peu discret dans certaines salles, et
n’existait pas dans les animaleries de 'URA 1295 utilisées jusqu’en 2000 situées dans le
pavillon du batiment (conditions des travaux de Dodart et collaborateurs).

Afin de vérifier I’hypothése d’un effet néfaste de ce systeme de ventilation sur le
comportement de nos souris, nous avons donc décidé d’effectuer une expérience visant a
comparer les performances de reconnaissance d’objet et le niveau de corticostérone (hormone
dont la concentration sanguine est notamment liée au niveau de stress) de souris ayant
sé¢journé 3-4 semaines dans des animaleries dont le niveau de la ventilation différe (niveaux

sonores ambiants différents).

2. Déroulement de I’expérience

Trente-huit souris males de la souche CD1 ont été utilisées. Des leur arrivée au
laboratoire, elles ont été réparties en quatre groupes, hébergés chacun dans une animalerie de
niveau de ventilation différent (voir figure 18) : une piéce sans systéme de ventilation « VO »,
une picce a ventilation faible « V1 », une piece a ventilation moyenne « V2 » et dans une
piece a forte ventilation « V3 ». Les souris des différents groupes ont séjourné dans leurs
animaleries respectives pendant 3 a 4 semaines jusqu’au jour du test. Toutes les souris ont été
testées dans la tache de reconnaissance d’objet au cours de trois séries d’expériences, dans la
salle « T », attenante a la salle V3.
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Figure 20 : Objets utilisés dans lI'expérience
évaluant l'influence du lieu d'hébergement des

souris sur leurs performances de reconnaissance

Les deux objets de grande taille utilisés étaient en verre.
A gauche la "fleur" et a droite la "bouteille".
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Tout au long de la période de stabulation, et a la méme heure de la journée, des
mesures de la température, de I’hygrométrie, de la pression atmosphérique, de la luminosité et
du niveau sonore ont été réalisées dans chaque piece d’hébergement quasi quotidiennement.
La veille de la séance d’habituation de la tiche de reconnaissance d’objet, des prélévements
sanguins ont été effectués matin et soir sur les souris hébergées dans les salles VO, V2 et V3,
afin d’effectuer ultérieurement un dosage des niveaux de corticostérone des animaux.

Les objets utilisés lors de la tiche de reconnaissance d’objet étaient de grands objets
en verre : une petite bouteille bleue et un bougeoir en forme de fleur portant une grosse bille
(voir figure 20). L’activité locomotrice des animaux (nombre de cases parcourues et nombre
de redressements effectués par mn) a été mesurée durant les 5 premicres mn et les 5 derniéres
mn d’une séance d’habituation de 30 mn. Puis, 24 h plus tard, les animaux ont pu explorer
une paire d’objets identiques lors d’une séance d’acquisition de 5 mn. Trois heures plus tard,
les animaux ont été mis en présence d’un objet familier et d’un objet nouveau lors d’une
séance de rétention de 10 mn. Des mesures de la température, de 1’hygrométrie, de la pression
atmosphérique, de la luminosité et du niveau sonore ont également été réalisées dans la salle
de test (salle T) lors des séances d’acquisition et de rétention.

Comme pour toute expérience de reconnaissance d’objet, la moitié des souris de
chaque groupe ont eu la bouteille comme objet familier, I’autre moitié la fleur. De la méme
facon, afin de réduire I’impact du rythme circadien sur D’activité exploratoire et les
performances de chaque groupe expérimental, les horaires de passage des souris d’'un méme
groupe ont été randomisés sur la journée de test. Trois séries d’expérimentations ont été
nécessaires pour tester I’ensemble des souris sur une semaine et demie. Dans la mesure du

possible, autant de souris de chaque groupe ont été testées au cours d’'une méme série.
3. Résultats

a. Séance d’habituation a I’enceinte

Lors de la séance d’habituation, aucun effet de la salle d’hébergement n’a été mis en
évidence sur Dl’activité locomotrice, qu’elle soit mesurée en terme de nombre de cases
parcourues ou de nombre de redressements durant les 5 premiéres et les 5 derniéres minutes
de la séance (redressements : F(3,74) = 0,11 ; p = 0,952 ; nombre de cases parcourues :

F(3,74) = 0,22 ; p = 0,884).
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Figure 21 : Salle d'hébergement (animaleries) et performances

de reconnaissance d’objet chez des souris males CD1

A. Effet de la salle d'hébergement : les souris provenant des salles les fortement ventilées
montrent une dégradation de leurs performances.

B. Influence de I'objet familier utilisé : les performances n'ont pas été influencées par la nature
de l'objet utilisé.

C. Variation des performances en fonction des séries de test : les résultats semblent varier
selon la série de test lorsque les souris proviennent des salles les plus fortement ventilées.
V0, V1, V2 et V3 : animaleries avec un niveau de ventilation respectivement nul, faible, moyen
et fort.
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b. Exploration des objets a la séance d’acquisition

Pendant la séance d’acquisition, aucun effet de la salle d’hébergement n’a été observé
sur la quantité d’exploration totale des deux objets (deux bouteilles ou deux fleurs) (F(3,30) =
0,86, p = 0,472). Les souris ont spontanément préféré la fleur par rapport a la bouteille
(objet : F(1,30) = 13,26 ; p = 0,001 ; interaction salle x objet : F(3,30) = 3,55 ; p = 0,026)
lorsqu’elles avaient été hébergées dans les salles V1 et V2 (effet de [’objet : pour la salle VO :
F(l1,8) = 4,43 ; p = 0,068 ; pour la salle V1 : F(1,5) = 26,67 ; p = 0,004 ; pour la salle V2 :
F(1,9) =754, p=0,023 et pour la salle V3 : F(1,8) = 0,53 ; p = 0,488).

c. Exploration des objets a la séance de rétention

Lors de la séance de rétention, les souris des 4 groupes ont exploré I’ensemble des
objets pendant la méme durée (effet de la salle sur [’exploration totale: F(3,30) = 1,46 ; p =
0,246). De plus, la nature de 1’objet familier utilisé n’a pas eu d’effet sur la quantité totale
d’exploration des objets (objet : F(1,30) = 2,80, p = 0,104 ; salle x objet : F(3,30) = 0,62 ; p
=0,609).

Cette fois pourtant, les indices de reconnaissance ont clairement varié en fonction de la
salle d’hébergement (F(3,34) = 7,31 ; p = 0,0008) (voir figure 21, A). En effet, les souris
hébergées dans la salle la moins ventilée VO ont montré de meilleures performances que les
souris hébergées dans les salles fortement ventilées V2 et V3 (test de Student-Newman-
Keuls : VO vs V2et VO vs V3 : p < 0,01 ; autres comparaison : NS). Cet effet de la salle
d’hébergement sur I’indice de reconnaissance ¢était indépendant de ['objet utilisé a
I’acquisition (objet : F(1,30) = 1,78 ; p = 0,192 ; interaction salle x objet : F(3,30) = 0,41 ; p
= (,745) (voir figure 21, B).

d. Variation des performances d’une série de test a I’autre

D’une série de test a l'autre (3 séries de souris testées sur 1,5 semaines), les
performances n’ont pas vari¢ de maniere significative (effet de la série sur l’indice de
reconnaissance : F(2,26) = 1,00 ; p = 0,381 ; interaction série x salle : F(6,26) = 1,46 ; p =
0,232). Néanmoins, dans les salles V2 et V3 fortement ventilées, les performances varient
bien d’une série a I’autre, alors que dans les salles VO et V1 faiblement ventilées, les

performances sont plutét uniformément bonnes (voir figure 21, C).
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Figure 22 : Variables physiques mesurées dans les

salles d’hébergement des souris (animaleries)

Cette figure indique les variations de température, d’hygrométrie, de pression
atmoshérique, d’intensité lumineuse et des niveaux sonores (niveau sonore
audible ou niveau d’ultrasons mesurés apres conversion en sons audibles) en
fonction des différentes animaleries hébergeant les souris (VO a V3, voir code
couleur). Les variables ont été mesurées tout au long de la période
d’hébergement ainsi que lors des trois séries de test (barres bleu clair).

VO
Vi
—V2
—V3



Contribution expérimentale : chapitre 1

e. Mesures des parametres physiques dans les salles de test

Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre la performance de reconnaissance
de I’ensemble des souris et les valeurs de température, d’hygrométrie, de pression

atmosphérique, de luminosité ou de niveau sonore mesuré dans la salle de test.

f. Mesures des parametres physiques dans les salles d’hébergement

La température des salles d’hébergement VO, V1, V2 et V3 et la luminosité des salles
V0, V2 et V3 ont peu varié tout au long de 1’expérience (voir figure 22). La luminosité
moyenne de la salle V1 était plus ¢élevée et plus variable que celle des autres salles en raison
de la présence d’une fenétre non opacifiée laissant entrer la lumiére naturelle. Les valeurs de
température et de luminosit¢ des salles d’hébergement n’ont corrélé avec aucune autre
variable. La pression atmosphérique (mesurée dans la salle V2) a varié entre 997 et 1023 mm
Hg au cours de la période d’hébergement, mais n’a été corrélée avec aucun autre parametre
(voir figure 22). L’hygrométrie des salles VO, V2 et V3 (pas de mesures dans la salle V1) a
vari¢ au cours de la durée de I’hébergement, mais de la méme fagcon dans les 3 salles
(hygrométrie moyenne de 36 = 6 %, 39 + 8 % et 42 £ 6 % d’humidité, respectivement pour
les salles VO, V2 et V3, voir figure 22).

Le niveau sonore relevé dans les salles d’hébergement était de 42,1 + 1,9 dB dans la
salle VO, de 45,8 + 1,0 dB dans la salle V1, de 53,2 + 0,7 dB dans la salle V2 et de 59,0 + 1,3
dB dans la salle V3. Ces niveaux sonores sont significativement différents d’une salle a
Iautre (effet de la salle : F(3,98) = 838,70, p < 0,0001 ; test de Student-Newman-Keuls :
toutes les salles différent a p < 0,01) (voir figure 22). A titre indicatif, pour I’oreille humaine,
une ambiance sonore de 30 a 50 dB est considérée équivalente a celle de lieux de repos ou de
travail intellectuel (chambre, bibliotheques, bureaux) alors qu’une ambiance sonore de 60 a
80 dB est équivalente a celle de lieux de vie (magasins, rues, communication parlée). A partir
de 90 dB, le bruit est facteur de troubles auditifs chez I’homme.

Les souris étant capables d’entendre les ultrasons, nous avons voulu avoir une idée du
niveau d’ultrasons délivrés dans chaque piece par I’appareil de ventilation. Ainsi, nous avons
mesuré le niveau sonore (en dB) sortant d’un appareil convertissant les ultrasons en sons
audibles pour I’homme. Réglé sur un volume de sortie et une fréquence de détection

identiques pour chaque salle et chaque jour de mesure, cet appareil nous a donc permis
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d’estimer dans chaque salle des niveaux d’ultrasons « convertis », qui différaient selon la salle
d’hébergement (F(3,97) = 806,81 ; p < 0,0001). Ces niveaux étaient identiques dans les salles
VO et V1, plus important dans la salle V2 et encore plus important dans la salle V3 (test de
Student-Newman-Keuls : VO vs V1 : NS ; autres comparaisons : p < 0,01 ; voir figure 22).

En conclusion, les salles ont présenté des niveaux de température, de luminosité et des
niveaux sonores constants mais différents d’une salle a I’autre, et des niveaux de pression et
d’hygrométrie variables au cours du temps. Le niveau d’ultrasons « convertis » était différent
selon la salle, croissant de VO a V3, comme le niveau de sons audibles par I’Homme. Il est
donc probable que les sons et ultrasons mesurables dans chaque salle aient une origine

commune, liée au fonctionnement du systéme de ventilation.

g. Dosages de corticostérone

Les dosages de corticostérone, effectués pour les souris des salles VO, V2 et V3 la
veille de la séance d’habituation, ont révélé un effet de la salle d’hébergement sur le niveau de
corticostérone du début de journée (F(2,29) = 3,90, p = 0,032), avec un niveau de
corticostérone plus ¢élevé dans la salle V3 que dans les deux autres salles VO et V2 (test de
Student-Newman-Keuls : p < 0,05 pour les comparaisons V3 vs V0 et V2 vs V3) (voir figure
23, matin). En fin de journée, les niveaux de corticostérone des trois groupes de souris n’ont
plus montré de différence (F(2,29) = 0,01 ; p = 0,987), mais étaient plus élevés que le matin
(effet du moment du prélévement : F(1,29) = 107,78 ; p < 0,0001) (voir figure 23, soir).

4. Conclusion

L’ensemble des résultats apportés par cette expérience va dans le sens d’une influence
néfaste du systéme de ventilation de notre laboratoire sur les performances de reconnaissance
de nos souris. En effet, les souris ayant été hébergées dans les salles les plus fortement
ventilées montrent, non seulement un faible niveau de performance de reconnaissance, mais
semblent également présenter une variation de ces performances d’une série de test a 1’autre.
Le dosage de corticostérone semble aller dans le sens de ces conclusions puisque les souris
provenant de la salle la plus ventilée posseédent le plus fort niveau matinal de corticostérone.
Etant donné que les séances de test ont été réalisées entre 9h et 12h, on peut imaginer que
cette différence de niveau de corticostérone a pu avoir une influence sur la performance des

souris lors des tests.
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La variabilité dans les résultats de reconnaissance d’objet lors des tentatives de remise
au point pourrait donc étre due a ces conditions d’hébergement non adaptées aux souris. En
effet, aucune corrélation n’a été montrée entre le niveau de performance et les valeurs des
variables physiques (température, humidité, etc....) mesurées dans la salle de test. De plus, au
cours des expériences précédentes, de mauvais résultats avaient ét¢ obtenus dans plusieurs
salles de test différentes. L’ensemble de ces données confirme que la salle de test n’était pas a
I’origine du probléeme. Par contre, les différences de caractéristiques des 4 animaleries (en
particulier le niveau sonore) sont plus vraisemblablement a 1’origine de cet « effet

salle d’hébergement » sur la performance des souris.
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IV. Discussion du chapitre

Dans la premiére partie du travail exposé dans ce chapitre, j’ai mis en évidence un
probléme de régularit¢ des performances des souris OF1 d’une expérience a 1’autre dans la
tache de reconnaissance spatiale, puis dans la tiche de reconnaissance d’objet. A travers de
multiples petites expériences, j’ai éprouvé tour a tour les hypothéses d’un effet du sexe, de la
manipulation, de la taille ou la nature des objets, de 1’expérimentateur, du lot des souris, de la
salle d’expérience, de la durée d’exploration initiale des objets, sans succeés. De plus, le
changement de souche, de I’OF1 a la CDI, n’a pas fondamentalement amélioré notre
probléme de « réplicabilité » des résultats. Le passage de la souche OF1 a la souche CDI n’a
pas non plus permis, malgré une adaptation du protocole a la nouvelle souche, d’obtenir de
bonnes performances de reconnaissance d’objet, comparables a celles obtenues auparavant au
laboratoire.

En observant de fagon détaillée I’ensemble de nos données, nous avons posé une
derniére hypothése d’un effet inhérent a la salle d’animalerie. C’est donc dans la derniére
expérience exposée dans ce deuxiéme chapitre que j’ai pu, effectivement, mettre en évidence
un effet des conditions d’hébergement des souris sur leurs performances de reconnaissance
d’objet. Les souris hébergées avant I’expérience dans des salles fortement ventilées (et les
plus bruyantes) pendant 3 a 4 semaines ont présenté une altération de leurs performances de
reconnaissance d’objet. Le niveau basal de corticostérone des souris hébergées dans la salle la
plus ventilée était significativement plus important que celui des souris hébergées dans les
deux salles les moins ventilées. L’ensemble de ces données suggeére qu’une ou plusieurs
conséquences de I’installation du nouveau systéme de ventilation (niveau sonore, vibrations,
production d’ultrasons) ont induit un stress « chronique » chez nos animaux expérimentaux, et
que ce stress est a I’origine de la variabilité de leurs performances de reconnaissance. Or, les
travaux de Grootendorst et collaborateurs en 2001 ont montré que I’exposition répétée a un
stress (présence d’un rat sur la cage de la souris pendant 1 a 2 h / j pendant 7 j sur 14) altére
les performances de mémoire spatiale de souris B6 dans une tdche de mémoire de référence
en piscine de Morris, et augmente de fagon persistante le niveau de corticostérone. En effet,
dans cette étude, le niveau basal de corticostérone mesuré une semaine apres 1’exposition
répétée au stress était plus importante de 62% que celle mesurée avant 1’exposition. Dans

notre laboratoire, le niveau basal de corticostérone de souris CD1 hébergées dans les salles
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peu ventilées était comparable a celui obtenu par Grootendorst et collaborateurs (2001) chez
des souris B6 avant la procédure de stress. Le niveau de corticostérone des souris CD1
hébergées dans la salle la plus ventilée est augmenté de plus de 68% par rapport a celui des
souris hébergées dans les salles les moins ventilées. Etant donné que les souris B6 et CD1
semblent réagir a un stress de facon similaire en terme d’augmentation du niveau de
corticostérone plasmatique (Hotchkiss et coll., 2004), on peut penser que ces différences de
niveaux de corticostérone chez nos souris ont pu induire des modifications du comportement.
L’ensemble de ces résultats va dans le sens d’une influence néfaste du systéme de ventilation
sur nos souris, mais les expériences réalisées ne suffisent pas pour déterminer la cause exacte
de la variabilité des performances de reconnaissance d’objet.

De plus, les souris semblent particuliérement sensibles aux effets des manipulations et
de I’environnement, plus que les rats par exemple (Tabata et al, 1998).

L’ensemble de ces tentatives de remise au point des taches de reconnaissance dans nos
nouveaux locaux, dans le but de pouvoir effectuer la premiere partie du projet de these (a
savoir mettre en évidence une sécrétion de sAPP au cours d’un apprentissage), ont nécessité
plus d’un an d’expérimentation avec plus de 500 souris testées, sans que nous puissions
retrouver de bonnes bases de travail. Le systéme de ventilation ne pouvant étre interrompu ou
changé/modifié dans des délais raisonnables pour mon travail de thése, j’ai dl réorienter mes
objectifs en fonction des études en cours dans notre équipe. J’ai donc axé la suite de mon
travail sur la thématique « vieillissement » du projet initial, en effectuant la caractérisation
comportementale d’une cohorte «agée» de souris transgéniques pour le geéne de
I’apolipoprotéine E, et en testant les effets du sAPP sur les souris présentant des déficits
cognitifs. Les données dont nous disposions a ce moment n’évoquaient pas de probléme
majeur dans la régularité des performances des souris de fond génétique B6.

Cependant, a la lumiere des résultats discutés ci-dessus, nous avons été amenés a
analyser et remettre en question nos choix concernant I’hébergement des souris destinées aux

nouvelles expérimentations de ma theése : une cohorte de souris « agées » males et femelles

B6. apoE-KO, apoE3 et apoE4, et une cohorte de souris « dgées » femelles B6 et apoE4

destinée a tester les effets du sSAPP sur les performances de mémoire spatiale de ces souris.
Les cohortes « jeune » et « agée » de souris B6, apoE-KO, apoE3 et apoE4 ont toutes
deux été ¢levées dans une piece peu ventilée du laboratoire (salle E). La cohorte « jeune » a

été hébergée dans la picce la plus ventilée (V3) pendant la durée des expérimentations (de
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I’isolement jusqu’au sacrifice), et ont été testées dans la piece T. A cette époque, la cohorte de
souris « jeunes » avait déja été testée, et 1’équipe s’est alors retrouvée devant un dilemme :
devait-on, pour la période d’expérimentation de la cohorte « agée », héberger les souris dans
une autre salle que celle utilisée pour I’hébergement de la cohorte « jeune » ? Nous avons
finalement décidé de conserver les mémes conditions d’hébergement pour la cohorte « agée »,
donc hébergée dans la salle V3 pendant la durée des expérimentations (64 j), car nous
voulions pouvoir comparer leurs performances avec celles de la cohorte «jeune» en
maintenant exactement les mémes conditions. Nous avons fait ce choix pour essentiellement

deux raisons. La premiére raison est que lors de la mise au point de la tiche de reconnaissance

spatiale avec des souris « jeunes » B6 et apoE-KO, les souris avaient également été hébergées
dans la salle V3 et les résultats n’ont pas mis en évidence de probleme particulier. Nous ne
pouvons bien sir écarter I’hypothése d’une influence possible des conditions d’hébergement
de ces souris sur les performances obtenues lors des expérimentations, mais il semblerait que
les performances de ces souris consanguines de fond génétique B6 soient moins sensibles que
les souris de souche OF1 et CD1 aux conditions d’hébergement en animalerie. En effet, les
expériences préliminaires ont donné des résultats relativement reproductibles avec des

niveaux de performance corrects. La deuxiéme raison est que les souris de fond génétique B6

sont connues pour développer une surdité avec 1’age par dégénérescence de la cochlée, et une
perte progressive de I’audition depuis les hautes vers les basses fréquences (Prosen et coll.,
2003 ; Francis et coll., 2003) a partir d’environ 6 mois. Cette perte auditive est liée chez la
souris B6 au locus ahl (pour « age-related hearing loss ») situé sur le chromosome 10
(Keithley et coll., 2004). Bien que d’origine génétique, cette perte progressive de 1’audition
peut également €tre rendue plus sévere par une exposition répétée a un environnement sonore
amplifié (Willot et Turner, 1999). 1l est donc probable que les souris de la cohorte « agée »
aient ét¢ moins affectées par le bruit généré par le systéme de ventilation, néanmoins nous
n’avons aucune certitude quand a I’existence d’un effet du lieu d’hébergement sur les souris
des cohortes « jeune » et « agée ».

Par contre, pour ’expérience visant a tester les effets du SAPP sur les souris agées
femelles apoE4, nous avons choisi d’héberger les femelles « agées » B6 et apoE4 dans la
picce V1. En effet, il s’agissait d’une nouvelle expérience relativement indépendante de la
précédente évaluation comportementale des cohortes « jeune » et « agée ». Nous avons donc

choisi d’héberger cette fois les animaux dans les meilleures conditions « du point de vue des
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souris » c'est-a-dire essentiellement dans une animalerie moins bruyante. Les résultats de cette
expérience, exposés a la fin du troisieme chapitre, semblent indiquer que les souris

B6 « agées » qui ont été hébergées dans la piece V1 ont obtenu des performances légerement

meilleures que lors du test de la cohorte « agée ».
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Effets du SAPPges chez des souris non

consanguines
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|. Introduction

Dans les travaux de Meziane et collaborateurs (1998), il a été démontré que le sAPPgos
et le sAPP7s; (deux isoformes de sAPP) présentaient des effets promnésiants dans plusieurs
taches d’apprentissage et de mémoire chez des souris OF1. Cette étude a pu mettre en
évidence :

e que le sAPP;s; était capable d’améliorer les performances des souris dans une tache de
reconnaissance d’objet, lorsqu’il était administré 20 mn avant I’apprentissage,

e que le sAPP;s; pouvait améliorer les performances de mémoire dans une tiche de
discrimination visuelle (go / no go) lorsqu’il était administré juste apres 1’apprentissage,

e que le sAPPys; était capable de bloquer les effets amnésiants induits par la scopolamine
dans des taches de reconnaissance d’objet, de discrimination visuelle et d’apprentissage
opérant, et enfin,

e que le sAPPgos était également capable, comme le sAPP;s;, d’améliorer les performances
de mémoire et/ou de bloquer les effets amnésiants de la scopolamine dans une tache de
reconnaissance d’objet.

L’ensemble de ces résultats a permis de formuler I’hypothése d’une action des sAPP
sur les processus de consolidation de la mémoire, puisque des effets promnésiants étaient
également observés lorsque le sAPP était administré aprés ’acquisition des informations.
Néanmoins, on ne peut complétement exclure la possibilit¢ d’un effet du sAPP sur les
processus de rappel de I’information. En effet, dans la plupart des tdches d’apprentissage et de
mémoire que nous utilisons, la performance est évaluée aprés des délais ne dépassant pas 48h.
Il se peut donc que des effets liés a I’administration du sAPP persistent au-dela de ce délai.

Afin d’approfondir les connaissances concernant les effets des SAPP sur les processus
mnésiques, j’ai choisi d’étudier plus particulierement I’isoforme 695 du sAPP, qui est la
forme neuronale prépondérante (Rohan de Silva, 1997 ; Selkoe, 1998). Les études auparavant
menées dans 1’équipe avaient surtout utilisé¢ 1’isoforme 751, notamment parce qu’elle a été
produite et nous a été donnée avant 1’isoforme 695. Jusqu’a ce jour, les deux isoformes
(sAPP7s; et sAPPgos) présentent tout deux des effets promnésiants et améliorent les
performances de reconnaissance d’objet aux mémes doses (0,05 a 5 pg / souris, i.c.v.).

Neéanmoins, il est a noter que, dans cette tache, I’isoforme 695 bloque les déficits induits par
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la scopolamine a des doses 10 a 100 fois plus faibles que celles de I’isoforme 751 (Meziane et
coll., 1998). Les effets promnésiants des SAPP semblent donc ne pas impliquer le domaine
KPI, présent dans I’isoforme 751, mais pas dans I’isoforme 695.

La premiére étape de mon travail visait a vérifier si le SAPPg9s pouvait améliorer les
performances de mémoire lorsqu’il était injecté aprés I’apprentissage d’une tiche de
reconnaissance d’objet. En effet, dans les travaux antérieurs, le SAPP avait toujours €té injecté
20 mn avant la séance d’acquisition de cette tache.

La deuxi¢me étape visait a déterminer a quel moment le sAPP agissait sur les
processus mnésiques. J’ai donc établi le gradient temporel d’efficacité du sSAPPg9s en injectant
la protéine a différents délais post-apprentissage.

Lors d’une troisieme étape, afin de mieux définir le spectre d’action du sAPP sur la
mémoire, j’ai testé I’efficacité du sAPPgos dans une tache de reconnaissance spatiale. En effet,
les patients atteints de maladie d’Alzheimer montrent trés tot des troubles de désorientation
spatiale et il nous a paru intéressant d’évaluer les effets du sAPP sur une tache de
reconnaissance impliquant une forme de mémoire spatiale.

Suite aux problémes posés par la tdche de reconnaissance d’objet, j’ai poursuivi mon
travail de thése sur une autre tache sensible aux effets des sAPP, la tache d’apprentissage
opérant en boite de Skinner. Pour cette derniére étape de mon travail de caractérisation des
effets promnésiants des sAPP, j’ai d’abord vérifi¢ que 1’administration (exogéne) de sAPPgos
pouvait (comme le sAPP7s;, voir Meziane et coll., 1998) bloquer les déficits de mémoire
induits par la scopolamine dans cette tache. Afin d’évaluer I’implication des SAPP endogénes
dans les processus de consolidation de I’information mnésique, j’ai ensuite administré des
anticorps spécifiquement dirigés contre les SAPP, 5 mn apres 1’acquisition de cette tache

d’apprentissage opérant.

I1. Effets promnésiants d’une injection post-apprentissage de SAPPggs

Dans les expériences de reconnaissance d’objet réalisées jusqu’alors, nous avions
utilis€ un mode d’administration « pré-acquisition », car nous redoutions un effet de
I’injection sur les processus de consolidation mnésique. En effet, un événement peut
influencer la mémorisation d’un autre événement qui le précéde dans un court laps de temps,
et ceci de fagon d’autant plus marquée que le second événement est trés agréable ou

désagréable (voir pour revue : Izquierdo, 1989). C’est donc pour éviter que la séance
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d’acquisition et le futur objet familier soient « associés » a 1’expérience de I’injection i.c.v.
(contention modérée) que nous avions opté pour un mode d’administration « pré-
acquisition ». Afin de vérifier que le SAPPgos pouvait améliorer les performances de mémoire
lorsqu’il était injecté apres 1’apprentissage, nous avons donc évalué, dans une premicre
expérience, les effets d’une injection de sAPPgos (0,5 pg / souris) réalisée 5 mn apres la fin de

la séance d’acquisition, sur les performances de reconnaissance d’objet 24 h plus tard.

1. Déroulement de I’expérience

Je rappelle que pour cette expérience, ainsi que pour toutes les expériences de
reconnaissance d’objet présentées dans ce chapitre, j’ai utilisé le protocole décrit dans la
partie « Matériels et Méthodes ».

Quarante souris males OF1 ont été utilisées lors de cette expérience. Vingt souris ont
été opérées pour I’implantation du dispositif d’injection i.c.v., et vingt autres, prélevées dans
les mémes cages et isolées au méme moment, ont été laissées intactes. Toutes les souris ont
¢été soumises a une séance d’acquisition de la tiche de reconnaissance d’objet, puis ont été
réparties dans 4 groupes (voir figure 24, schéma des différents groupes) :

e un groupe « intactes — 3 h » (n = 10) qui a été soumis a la séance de rétention de la tache
aprés un délai de 3 h,

e un groupe « intactes — 24 h » (n = 10) qui a été soumis a la séance de rétention de la tiche
apres un délai de 24 h.

e un groupe « NaCl — 24 h » (n = 10) qui a regu une injection i.c.v. de 4 uL de solution de
NaCl 5 mn apres la séance d’acquisition,

e un groupe « SAPP — 24 h » (n = 10) qui a re¢u une injection i.c.v. de sAPPgs a la dose de
5 pg/4 uL /souris, 5 mn apres la séance d’acquisition.

Les deux groupes de souris intactes testées 3h ou 24 h apres la séance d’acquisition ont servi

de groupes «reperes » sans injection i.c.v. présentant respectivement de bonnes ou de

mauvaises performances. En effet, les travaux précédents ont montré que les souris intactes

montrent de bonnes performances apres un délai de 3 h, mais pas aprés un délai de 24 h. Etant

donné que nous espérions des effets promnésiants du sAPP, les performances des deux

groupes traités (« NaCl - 24h » et « SAPP - 24h ») ont été évaluées au délai de rétention de 24

h. Il est important de noter que les souris de ces deux groupes ayant re¢u une injection i.c.v.
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n’ont été sous l’influence du traitement (NaCl ou sAPP) que dans la période suivant

I’acquisition de la tache et jamais durant la séance d’acquisition.

2. Résultats

Lors de la séance d’acquisition, les quatre futurs groupes de souris ont exploré 1’objet
A de la méme fagon (F(3,32) = 0,39, p = 0,762) et n’ont pas exprimé de préférence marquée
pour un objet (objet : F(1,32) = 2,26 ; p = 0,142 ; objet x groupe : F(3,32) = 0,13, p =
0,942).

Lors de la séance de rétention (voir figure 24), I’indice de reconnaissance a varié
selon le groupe de souris considéré (F(3,32) = 15,79 ; p < 0,0001). En accord avec les études
précédentes, les souris intactes ont montré d’excellentes performances aprés un délai de 3 h,
mais pas aprés un délai de 24 h (test de Student-Newman-Keuls : « intactes — 3h » vs
« intactes — 24h » : p < 0,01). Les souris du groupe « NaCl — 24 h » ont montré de mauvaises
performances (test de Student-Newman-Keuls : « intactes — 3 h» vs « NaCl — 24 h» : p <
0,01). Par contre, les souris du groupe « sAPP — 24h » ont montré d’excellentes performances,
d’un niveau identique a celui des souris intactes testées apres un délai de 3 h (fest de Student-
Newman-Keuls : « SAPP — 24 h » vs « intactes — 3 h» : NS, « SAPP — 24h » vs « NaCl —
24h » :p <0,01).

On peut remarquer que les souris ayant re¢u une injection i.c.v. post-apprentissage de
NaCl ont montré une amélioration modérée de leurs performances au délai de 24 h, par
rapport aux souris n’ayant subi aucune injection (test de Student-Newman-Keuls : « intactes —
24h » vs « NaCl — 24h » : p < 0,05). Enfin, on peut encore remarquer que l’indice de
reconnaissance a vari¢ selon la nature de 1’objet utilisé lors de la séance d’acquisition (objet :
F(1,32) = 882, p = 0,006), mais cet effet était équivalent pour tous les groupes (objet x
groupe : F(3,32) = 0,99, p = 0,411).

3. Conclusion

L’administration de sAPP 5 mn apres la séance d’acquisition a permis de restaurer les
performances de rétention au délai de 24 h au niveau de celles de souris testées au délai de 3
h. L’injection post-apprentissage de sAPPgos induit donc des effets comparables a ceux
obtenus par Meziane et collaborateurs (1998) avec une injection effectuée 20 mn avant la

séance d’acquisition. Dans cette expérience, le sAPPgys n’a pas pu agir sur les processus
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d’acquisition de I’information, puisqu’il était administré 5 mn aprées la séance d’acquisition.
Ces résultats sont donc en accord avec 1’hypotheése d’une action des sAPP sur les processus de
consolidation mnésique.

Cette expérience nous permet également de noter que la procédure d’injection i.c.v.
peut induire par elle-méme un effet. Cette injection peut avoir une influence sur la
performance des souris lorsqu’elle est effectuée aprés 1’apprentissage, puisque les souris du
groupe « NaCl — 24h » ont montré une reconnaissance d’objet faible, mais significative. Cet
effet n’avait pas été observé par Meziane et collaborateurs (1998) lorsque ’injection i.c.v. de
NaCl avait lieu 20 mn avant ’acquisition de la tache. On peut supposer que le stress « aigu »
engendré par la procédure d’injection i.c.v. a permis aux souris témoins traitées au NaCl de
mieux retenir les informations stockées lors de la séance d’acquisition (par exemple, les

caractéristiques de 1’objet familier).

I11. Gradient temporel d’efficacité du SAPPggs

Puisque les SAPP semblent agir sur les processus de consolidation de I’information, la
seconde étape de ce travail visait a déterminer la fenétre temporelle d’action du sAPPgos sur
ces processus. Afin d’établir un gradient temporel d’efficacité du sAPPgos, j’ai injecté la
protéine a différents délais apres 1’acquisition d’une tache de reconnaissance d’objet, puis j’ai
observé les effets de ces injections lors d’une séance de rétention 24 h plus tard. Au délai
d’injection de 5 mn apres la s€éance d’acquisition déja utilisé lors de 1’expérience précédente,
nous avons ajouté les délais de 1 h, 3 h et 6 h apres 1’acquisition. En effet, a ces trois délais les
souris intactes présentent encore de bonnes performances de reconnaissance (Dodart et coll.,

1997 ; voir figure 14).

1. Déroulement de I’expérience

Quatre-vingt-neuf souris males OF1 ont été utilisées lors de cette expérience. Toutes
les souris ont été opérées pour I’implantation du dispositif d’injection i.c.v., et soumises a une
séance d’acquisition de la tAiche de reconnaissance d’objet. Les souris ont ensuite été réparties
en huit groupes (voir schéma figure 25):

e quatre groupes d’animaux nommés « NaCl 5mn » (n = 12), « NaCl 1h » (n=11), « NaCl
3h» (n = 12) et « NaCl 6h» (n = 11), subissant une injection i.c.v. de NaCl (0,9%)
respectivement 5 mn, 1 h, 3 h et 6 h aprés la séance d’acquisition,
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e ct quatre groupes « SAPP 5mn » (n = 10), « SAPP 1h» (n=11), « SAPP 3h» (n=11) et

«SAPP 6h » (n=11), subissant une injection i.c.v. de SAPPg9s respectivement 5 mn, 1 h, 3
h et 6 h apres la séance d’acquisition.

Toutes ces souris ont été testées 24 h plus tard, lors d’une séance de rétention de 10
mn durant laquelle elles étaient libres d’explorer 1’objet familier, présenté a 1’acquisition, et
un objet nouveau. Comme dans I’expérience précédente, les souris n’ont donc été sous
I’influence du traitement que durant la période suivant ’acquisition de la tache et jamais

durant la séance d’acquisition.

2. Résultats

Lors de la séance d’acquisition, les huit futurs groupes de souris ont exploré 1’objet A
(bille ou d¢) de la méme fagon (traitement : F(1,81) = 1,00 ; p = 0,320 ; délai : F(3,81) =
2,43 ; p = 0,071 ; traitement x délai: F(3,81) = 0,40 ; p = 0,756). Les souris ont
spontanément davantage exploré la bille lorsque c’est cet objet qui était proposé comme objet
A (F(1,87) = 14,99 ; p = 0,0002).

Lors de la séance de rétention (voir figure 25), I’indice de reconnaissance a été
amélioré par ’administration de sAPP (traitement : F(1,81) = 14,17 ; p = 0,0003 ; délai :
F(3,81) = 1,82 ; p = 0,150) et ceci, uniquement lorsque le SAPP était injecté 5 minutes apres
la séance d'acquisition (traitement x délai : F(3,81) = 3,20 ; p = 0,028). En effet, le groupe
« sAPP 5mn » a présenté un indice de reconnaissance significativement plus élevé que tous
les autres groupes traités avec du sAPP (test de Student-Newman-Keuls : vs « SAPP 1h » :
p<0,05 ; vs « SAPP 3h » : p<0,05 et vs « SAPP 6h » : p<0,01). De méme, lorsque les effets
des deux traitements (NaCl vs sAPP) ont été comparés pour un délai donné, seuls les groupes
traités au délai de 5 mn apres I’acquisition sont significativement différents (traitement : délai
de5Smn:F(1,20)=27,19; p <0,0001 ; autres délais : F(1, 20a 21) <2,82; p>0,108).

La valeur de I’indice de reconnaissance a été affectée par la nature de 1’objet A
(F(1,73) = 21,54 ; p < 0,0001). Cet effet est indépendant du délai d’injection (objet x délai :
F(3,73) = 1,37 ; p = 0,259), mais dépend du traitement (objet x traitement : F(1,73) = 4,69 ;
p = 0,034). En effet, chez les animaux témoins traités avec du NaCl, I’effet de 1’objet présenté
est indépendant du délai d’injection (objet : F(1,38) = 20,71 ; p < 0,0001 ; délai : F(3,38) =
0,59 ; p = 0,625 ; objet x délai : F(3,38) = 0,95; p = 0,426), alors que chez les animaux

traités avec du sAPP I’effet de 1’objet tend a disparaitre (F(1,35) = 3,58 ; p = 0,067) et
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n’altére pas le décours temporel des effets du SAPP en fonction du délai d’injection (délai :
F(3,35) = 6,52 ; p = 0,001 ; objet x délai : F(3,35) = 0,91 ; p = 0,444).

On peut noter que tous les groupes de souris, excepté le groupe « NaCl 3h», ont
présenté un indice de reconnaissance significativement différent du hasard (¢ de Student : p =

0,094 pour le groupe « NaCl 3h » ; p < 0,022 pour les 7 autres groupes).

3. Conclusion

Cette expérience visait a établir le gradient temporel d’efficacité du sAPPgos injecté en
post-acquisition dans la tiche de reconnaissance d’objet. Les souris traitées avec une injection
de sAPP 5 mn aprés la séance d’acquisition ont présent¢ de bonnes performances de
reconnaissance d’objet, comparé aux souris témoins (traitées avec du NaCl). Aux trois délais
d’injection suivants (1 h, 3 h et 6 h) I’indice de reconnaissance décroit progressivement et
devient comparable a celui présenté par les animaux témoins. Puisque les effets promnésiants
du sAPP ne s’expriment que lorsqu’il est inject¢ 5 mn apres la séance d’acquisition de la
tache, mais pas 1 h, 3h ni 6h aprées, il semble que le sAPP agisse sur des phénomeénes précoces
de consolidation de la trace mnésique.

Comme dans I’expérience précédente, les souris ayant re¢u une injection de NaCl par
voie i.c.v. présentent des performances faibles, mais significativement différentes du hasard.
Ceci souligne a nouveau I’'importance de prendre en compte I’influence des procédures

d’injection dans la conception des protocoles expérimentaux.

V. Effets du SAPPggs sur une forme de mémoire spatiale

Les sAPP ont induit une amélioration sensible des performances dans plusieurs taches
de mémoire (apprentissage opérant, discrimination visuelle, reconnaissance d’objet) mais
n’avaient jamais été testés dans une tache impliquant une forme de mémoire spatiale. Les
patients atteints par la maladie d’Alzheimer montrent en effet trés tot des troubles de
désorientation spatiale. J’ai donc choisi de poursuivre 1’étude des effets du sAPPgos en
¢valuant leurs effets dans la tdche de reconnaissance spatiale, mise au point au laboratoire.
Les conditions nécessaires a sa réalisation étaient trés similaires a la tiche de reconnaissance
d’objet et cette tiche est de courte durée (1 séance d’acquisition, 1 séance de rétention)
contrairement a la plupart des autres tiches de mémoire spatiale telles que celles du labyrinthe

radial et de la piscine de Morris qui nécessitent un apprentissage beaucoup plus long. Cette
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tache est donc idéale pour pouvoir réaliser des expériences de pharmacologie, et j’envisageais
également de I'utiliser ultérieurement pour effectuer une « cartographie » cérébrale de I’APP
membranaire par immunohistochimie (voir introduction du premier chapitre).

J’ai choisi de tester dans cette tache les deux délais d’injection du sAPP qui avaient été
efficaces dans la tiche de reconnaissance d’objet, a savoir 20 mn avant ou 5 mn apres la

séance d’acquisition, pour une dose de sAPPg9s de 0,5 pg / souris.

1. Déroulement de I’expérience

Cinquante-cinqg souris males OF1 ont été utilisées lors de cette expérience. Quarante-
trois souris ont été opérées pour I’implantation du dispositif d’injection i.c.v., puis réparties en
4 groupes :

e un groupe « NaCl, -20mn» (n = 11) et un groupe « SAPP, -20mn» (n = 11) ayant
respectivement recu une injection i.c.v. de 4 uL de NaCl ou une injection i.c.v. de 4 puL de
sAPPgos (0,5 pg / souris), 20 mn avant la séance d’acquisition de la tiche de
reconnaissance spatiale,

e un groupe « NaCl, +5mn» (n = 11) et un groupe « SAPP, +5mn» (n = 10) ayant
respectivement regu une injection i.c.v. de 4 pL. de NaCl ou une injection i.c.v. de 4 puL de
sAPPgos (0,5 pg / souris), 5 mn apres la séance d’acquisition de la tiche de reconnaissance
spatiale.

Les 12 souris restantes ont été laissées intactes et ont formé le groupe « souris intactes ». Ce

dernier groupe permet d’évaluer les éventuels effets de la procédure d’injection i.c.v. sur les

performances de reconnaissance spatiale des souris, en comparant les performances de ce

groupe avec celles des deux groupes de souris traitées au NaCl.

Toutes les souris ont ét¢ soumises a la tache de reconnaissance spatiale comprenant
une séance d’acquisition de 15 mn et, 24 h plus tard, une séance de rétention de 10 mn.
Durant ces deux séances, les souris sont libres d’explorer 5 objets différents. La configuration
spatiale des 5 objets est modifiée entre la séance d’acquisition et la séance de rétention par le
déplacement de 2 objets parmi les 5. La performance est évaluée en comparant 1’exploration

des objets « déplacés » a celle des objets « non déplacés » lors de la séance de rétention.
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Cette figure indique I'exploration (moyenne + erreur-type) des objets déplacés (D) et non
déplacés (ND) lors des séances d'acquisition et de rétention par des souris intactes ou des
souris traitées avec du NaCl ou avec du sAPP (0,5pg/souris). Les traitements sont injectés
20 mn avant ou 5 mn apres la séance d'acquisition.

Contrairement aux autres groupes, les souris traitées avec du sAPP montrent de bonnes
performances de reconnaissance spatiale lors de la séance de rétention (en explorant
davantage les objets D par rapport aux objets ND).

* = Différent des objets non déplacés (ND) a p<0,05
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2. Résultats

Lors de la séance d’acquisition de 15 mn, tous les groupes de souris ont exploré les
deux catégories d’objets de la méme facon (catégorie d’objet : F(1,51) = 3,19, p = 0,080 ;
groupe : F(4,51) = 1,29, p = 0,288 ; interaction groupe x catégorie d’objet : F(4,51) =
1,41 ; p = 0,244). La quantité¢ d’exploration des deux catégories d’objets par les souris a
diminué au cours des trois périodes de 5 mn (F(2,102) = 60,64 ; p < 0,0001).

Comme décrit dans la partie « Matériels et Méthodes », les performances de
reconnaissance spatiale des souris OF1 ont été analysées sur les 5 premiéres minutes de la
séance de rétention.

Lors des 5 premicres minutes de la séance de rétention, les souris des groupes « NaCl,
-20mn », « NaCl, +5mn» et «intactes» ont montré des comportements exploratoires
semblables (groupe : F(2,31) = 0,33 ; p = 0,722) et ont exploré de la méme fagon les deux
catégories d’objets (catégorie d’objet : F(1,31) = 1,27, p = 0,268 ; catégorie d’objet x
groupe : F(2,31) = 0,18, p = 0,833). Pour ces raisons, nous avons ensuite analys¢ les
résultats avec une ANOVA a deux facteurs (traitement et délai d’injection). Ainsi, les
différents groupes de souris ayant re¢u une injection i.c.v. n’ont pas exploré les deux
catégories d’objets de la méme fagon (catégorie d’objet: F(1,40) = 9,19, p = 0,004 ;
traitement : F(1,40) = 15,43 ; p = 0,0003 ; interaction catégorie d’objet x traitement :
F(1,40) = 5,01 ; p = 0,031), néanmoins le moment d’injection du traitement n’a pas eu
d’incidence sur la performance (délai d’injection : F(1,40) = 0,36, p = 0,551). Comme
indiqué sur la figure 26, seuls les deux groupes de souris traitées avec du sAPP ont
préférentiellement exploré les objets déplacés apres le changement de configuration spatiale,
alors que les souris traitées au NaCl n’ont montré aucune préférence pour une catégorie
d’objets. Durant les 5 derni¢res minutes de la séance de rétention, tous les groupes de souris
ont exploré les deux catégories d’objets de la méme fagon (pas d’effet de la catégorie
d’objet, ni d’interaction avec aucun autre facteur).

Lorsque les périodes de fin d’acquisition (5 derniéres mn) et de début de rétention (5
premicres mn) sont comparées, on remarque que les souris traitées au SAPP montrent une
augmentation importante de 1’exploration des objets déplacés lors de la séance de rétention
(effet de la séance pour les objets déplacés : F(1,21) = 12,15; p = 0,002), accompagnée

d’une augmentation modérée et non significative de I’exploration des objets non déplacés
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(effet de la periode pour les objets non deplacés : F(1,21) = 3,42 ; p = 0,078). A la différence

des souris traitées au sAPP, les souris témoins traitées avec du NaCl ne montrent aucun
changement dans I’exploration des deux catégories d’objets entre la fin de 1’acquisition et le
début de la rétention (effet de la séance pour les objets déplacés : F(1,21) = 0,17 ; p = 0,686 ;
et pour les objets non déplacés : F(1,21) = 0,23 ; p = 0,640). Ainsi, au début de la séance de
rétention, les souris traitées avec du sAPP ont montré un petit regain d’exploration des objets
non déplacés contrairement aux souris témoins traitées avec du NaCl (effet du traitement
durant les 5 premieres minutes de la rétention pour les objets non déplacés : F(1,42) = 4,33 ;

p = 0,044).

3. Conclusion

Cette expérience visait a évaluer les effets du SAPPgos sur les performances des souris
dans une tache impliquant une forme de mémoire spatiale. Les souris traitées avec du sAPP
ont clairement exprimé une préférence pour les objets déplacés apres un délai de 24 h, alors
que les souris témoins traitées avec du NaCl, ou les souris intactes, ne semblent plus détecter
le changement de configuration des objets a ce délai. Cette amélioration des performances de
reconnaissance spatiale est valable quel que soit le délai d’injection du sAPP, 20 mn avant ou
5 mn apres la séance d’acquisition. Ceci confirme une fois encore que les effets promnésiants
du sAPP ne sont pas dus a une action sur les processus d’acquisition de I’information, mais
plutot sur les processus de consolidation / maturation de la trace mnésique.

Dans les précédentes expériences de mise au point de la tache de reconnaissance
spatiale, les souris males OF1 avaient sélectivement réexploré les objets déplacés lors de la
séance de rétention. Lors de cette expérience, les souris traitées avec du sAPP ont également
modérément réexploré les objets non déplacés, en dehors de leur nette préférence pour les
objets déplacés. Ce phénoméne pourrait s’expliquer par le fait que dans cette derniére
expérience, la séance de rétention s’effectue apres un délai de 24 h. En effet, ’augmentation
globale du comportement exploratoire des souris apres ce « long » délai pourrait résulter de la
détection du changement spatial (permise par le sSAPP). Ce comportement de réexploration,
déja décrit par d’autres auteurs, pourrait permettre aux animaux de réactualiser une
« ancienne » représentation spatiale (Poucet, 1993) en modifiant les informations concernant

la nature (« what ») et la position (« where ») des objets.
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4. Mémoire de la configuration spatiale ou simple mémoire des objets ?

Les trois premicres expériences de ce chapitre ont montré 1) que le sAPPgos est
capable de favoriser la mémoire d’un objet aprés un délai de 24 h, et 2) que le SAPP favorise
la mémoire d’une configuration spatiale d’objets a ce méme délai de 24h apres la séance
d’acquisition. On peut se demander si I’effet promnésiant du sAPP dans la tache de
reconnaissance spatiale ne serait pas simplement di au fait que les souris traitées se
souviennent simplement mieux des objets. En effet, une telle hypothése n’est pas en
désaccord avec les résultats obtenus: si les souris témoins ne se souviennent plus des
caractéristiques des objets au délai de 24 h aprés ’acquisition, elles seront incapables de
détecter le changement de configuration des objets, alors que les souris traitées au SAPP en

seront capables puisqu’elles se souviendront encore des objets.

a. Expérience de vérification

Pour répondre a cette question, une courte expérience a donc été réalisée afin de
vérifier si les souris étaient capables d’avoir de bonnes performances de reconnaissance
d’objet 24 h apres une séance d’acquisition de type reconnaissance spatiale (RS), c'est-a-dire
avec une séance d’acquisition de 15 mn avec 5 objets différents. En effet, dans le protocole
habituel de reconnaissance d’objet, les souris montraient de mauvaises performances 24 h
apres une séance d’acquisition de seulement 10 mn avec un seul objet. Par conséquent, si des
souris intactes sont capables de faire de la reconnaissance d’objet (RO) 24h aprés cette
acquisition « longue » (15 mn, 5 objets), alors on pourra dire que 1’effet du sAPP est vraiment

lié¢ a une amélioration des performances de reconnaissance de la configuration spatiale formée

par les objets et pas (seulement) la reconnaissance des objets eux-mémes.

Dans cette expérience, 20 souris males OF1 intactes ont ¢été soumises a une séance
d’acquisition de la tiche de reconnaissance spatiale (15 mn en présence d’une configuration
de 5 objets). Vingt-quatre heures apres cette séance d’acquisition, deux groupes de souris ont
¢été formés (n = 10 pour chaque groupe) et ont subi une s€éance de rétention de 10 mn. Les
souris du groupe « RS» ont subi une séance de rétention classique de la tache de
reconnaissance spatiale: 2 objets sur les 5 ont été déplacés, afin que ces 5 objets
familiers (déja vus a 1’acquisition) forment une nouvelle configuration spatiale. Les souris du
groupe « RO » ont, quant a elles, subi une séance de rétention de type « reconnaissance

d’objet », puisque 2 objets parmi les 5 familiers (déja vus a ’acquisition) ont été remplacés
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Figure 27 : Performances de reconnaissance spatiale (RS)
ou de reconnaissance d'objet (RO), 24h apres une seéance

d'acquisition de 15 mn avec 5 objets différents

L'exploration des différentes catégories d’objets est indiquée en moyennes + erreur-type.
Pour la séance de rétention, 2 objets parmi les 5 sont déplacés pour le groupe "RS", et 2
objets parmi les 5 sont remplacés par de nouveaux objets pour le groupe "RO".

Lors de la séance de rétention, les souris du groupe "RO" montrent de bonnes
performances de reconnaissance d’objet (explorent davantage les objets nouveaux) alors
que les souris du groupe "RS" ne montrent aucune reconnaissance spatiale (explorent les
objets déplacés et les objets non déplacés de la méme facon).

* = Différent des objets inchangés a p<0,05
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par 2 objets nouveaux. Ainsi, durant la séance de rétention, les souris du groupe « RS »
explorent une configuration spatiale modifiée par le déplacement de 2 objets familiers sur 5,
alors que les souris du groupe « RO » explorent une configuration spatiale identique
constituée de 2 objets nouveaux et de 3 objets familiers. Le facteur « catégorie d’objet »
utilisé dans I’analyse des résultats sera donc défini par le caractére « déplacé » vs « non
déplaceé » des objets pour le groupe « RS », et le caractére « nouveau » vs « familier » des

objets pour le groupe « RO ».

b. Résultats

Durant la séance d’acquisition de 15 mn, les souris des groupes « RS » et « RO » ont
exploré de la méme facon les deux catégories d’objets (catégorie d’objet : F(1,18) = 0,02 ; p
= 0,900 ; pas d’interaction avec d’autres facteurs).

Comme I’indique la figure 27, seul le groupe « RO » a préféré une catégorie d’objet a
I’autre durant les 5 premieres mn de la séance de rétention (groupe : F(1,18) = 9,99, p =
0,005 ; catégorie d’objet : F(1,18) = 16,93 ; p = 0,0007; catégorie d’objet x groupe :
F(1,18) = 9,35, p = 0,007 ). Les souris du groupe « RO » ont exploré préférentiellement les
objets nouveaux par rapport aux objets familiers (F(1,9) = 17,91 ; p = 0,002), alors que les
souris du groupe « RS » ont exploré de la méme fagon les objets déplacés et non déplacés

(F(1,9) = 0,99 ; p = 0,346).

¢. Conclusion

Dans ce protocole de la tache de reconnaissance spatiale, utilisant une acquisition
longue de 15 mn avec 5 objets, les souris sont naturellement capables de montrer de bonnes
performances de reconnaissance d’objet méme aprés un délai de 24 h. Par contre, a ce méme
délai de 24 h, leurs performances de reconnaissance spatiale sont mauvaises. Les conditions
expérimentales utilisées dans la tiche de reconnaissance spatiale permet donc de dissocier les
performances sur deux types de mémoire : celle des objets eux-mémes et celle de leur
localisation.

Nous pouvons conclure de ces résultats que, dans I’expérience précédente visant a
tester les effets du sAPP sur la reconnaissance spatiale, toutes les souris étaient
vraisemblablement capables de reconnaitre correctement les objets lors de la séance de

rétention (également 24 h apres 1’acquisition). Les bonnes performances de reconnaissance
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spatiale des souris traitées au SAPPgs ne peuvent donc pas étre uniquement liées a une
amélioration des performances de reconnaissance d’objet par le sAPP. Ainsi, le sAPP
présente donc bien une action sur les processus de traitement de 1’information concernant la

configuration spatiale des objets.

V. Implication des sAPP dans un apprentissage opérant en boite de

Skinner

1. Effet du SAPP sur des déficits induits par la scopolamine

Les problémes apparus dans les tiches de reconnaissance (décrits dans le premier
chapitre) m’ont poussée a rechercher une autre tiche de mémoire me permettant de poursuivre
mon travail de thése. Une autre tidche dans laquelle le sSAPP avait montré des effets
promnésiants était la tdche d’apprentissage opérant en boite de Skinner. Cette tache est
caractérisée par une augmentation spontanée des performances de rétention entre 6 h et 24 h
apres la séance d’acquisition. Ainsi, en administrant une substance amnésiante juste apres la
séance d’acquisition (par exemple, par I’administration de scopolamine), on supprime cette
amélioration spontanée des performances (Messier et coll., 1990). Il est alors possible de
tenter de restaurer le phénoméne d’amélioration spontanée des performances par
I’administration d’un promnésiant. Les travaux de Meziane et collaborateurs ont ainsi montré
que le sAPP (isoforme 751) pouvait bloquer les déficits de mémoire induits par la
scopolamine dans ce test d’apprentissage opérant chez la souris OF1. L’expérience présentée
ci-apres visait a vérifier si la forme 695 du sAPP était aussi capable de bloquer les déficits

induits par la scopolamine dans cette méme tache.

a. Déroulement de I’expérience
Quatre-vingt souris males OF1 en restriction alimentaire ont été soumises a une séance
d’acquisition partielle d’un apprentissage opérant. Trois minutes aprés la fin de la séance
d’acquisition, différents traitements ont ét¢ administrés a trois groupes de souris :
e un groupe « NaCl-NaCl » a regu une injection sous-cutanée de 0,4 mL de NaCl et une
injection i.c.v. de 4 pL de solution de NaCl,
e un groupe « NaCl-scop » a re¢u une injection sous-cutanée de 0,4 mL de scopolamine a 3

mg.kg™" et une injection i.c.v. de 4 pL de solution de NaCl,
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Figure 28 : Effets du sAPP .y sur les déficits induits par la

scopolamine dans la tache d'apprentissage opérant

Les performances sont exprimées en terme de nombre d'appuis renforcés (moyenne +
erreur-type) par période de 5 mn.

A. Lors de la séance de rétention, le groupe traité avec la scopolamine ("NaCl-Scop”) a
montré de mauvaises performances comparé au groupe témoin ("NaCl-NaCl"). Le
traitement avec du SAPP a permis de retrouver de bonnes performances ("sAPP-Scop").
* = Différent du groupe "NaCl-NaCl" a p<0,05

# = Différent du groupe "NaCl-Scop" a p<0,05

B. Entre les séances d'acquisition et de rétention, seul le groupe "NaCl-Scop" n'a montré
aucune amélioration spontanée des performances.

a = Différent de la séance d'acquisition (p<0,05)
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e un groupe « SAPP-scop » a regu une injection sous-cutanée de 0,4 mL de scopolamine a 3
mg.kg™” et une injection i.c.v. de SAPP a 5 pg / 4 uL / souris.

Les performances des souris de ces trois groupes ont été évaluées 24 h plus tard au
cours d’une séance de rétention de 15 mn. La performance est évaluée en comparant les
nombres d’appuis renforcés effectués pendant les 5 dernieres mn de la phase d’acquisition et
les 5 premiéres mn de la phase de rétention. Il est important de noter que les souris n’ont donc
pas ¢été sous I’influence du traitement pendant la séance d’acquisition de la tdche, mais dans

les minutes qui suivent.

b. Résultats

Vingt souris ont été¢ exclues de 1I’expérience suite a une acquisition (n = 6) ou une
injection i.c.v. (n = 3) non satisfaisante, ou encore une mauvaise implantation de la canule (n
= 11). De nombreuses souris ont présenté¢ un mauvais état de santé général lors de la séance
de rétention (3 souris « NaCl-NaCl », 8 souris « SAPP-scop » et 13 souris « NaCl-scop »), et 3
souris « NaCl-scop » sont mortes dans les 24 h précédant la séance de rétention. On peut noter
la prépondérance du mauvais état général chez les souris traitées avec la scopolamine. Enfin,
une souris du groupe « NaCl-scop » a montré un comportement d’immobilité (freezing
behaviour) atypique durant la séance de rétention et a également été exclue des analyses
statistiques. Les analyses ont donc porté sur des groupes d’effectif : n = 12 pour le groupe
« NaCl-NaCl », n =11 pour le groupe « NaCl-scop » et n =9 pour le groupe « SAPP-scop ».

La partie A de la figure 28 indique les performances obtenues par les différents
groupes en terme de nombre d’appuis renforcés pendant les 5 derniéres minutes de
I’acquisition et lors des 15 minutes de la rétention. La partie B de la figure 28 illustre plus
précisément I’amélioration des performances entre les séances d’acquisition et de rétention en
reprenant une partie des données indiquées sur la partie A.

Lors de la séance d’acquisition, les souris n’avaient encore recu aucun traitement,
puisque les injections n’ont été effectuées que 3 mn apres la séance d’acquisition. Au cours de
cette séance, les trois groupes de souris ont mis un temps équivalent (environ 15 mn) pour
effectuer les 15 appuis renforcés (F(2,29) = 1,80 ; p = 0,183). Lors des 5 derni¢res minutes
de cette séance d’acquisition, les souris des trois groupes expérimentaux ont effectu¢ le méme
nombre d’alternances entre le coté levier et le c6té mangeoire de la boite de conditionnement,

ont présenté un nombre identique d’appuis totaux sur le levier (alternances : F(2,29) = 0,33 ;
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p = 0,722 ; appuis totaux : F(2,29) = 0,21, p = 0,814, non représentés) et d’appuis
renforcés (F(2,29) = 0,31; p = 0,733 ; voir figure 28, A ou B, acquisition). Les trois
groupes de souris ont donc présenté un comportement comparable au cours de la séance
d’acquisition.

Lors de la séance de rétention, le comportement des trois groupes de souris a été
évalué pendant 15 mn. On peut constater que méme si I’ensemble des souris des trois groupes
sont capables d’augmenter leur nombre d’appuis renforcés par période de 5 mn au cours des
15 mn de la séance de rétention (période : F(2,58) = 8,75, p = 0,0005), le groupe « NaCl-
scop » montre des performances plus faibles que les deux autres groupes (groupe : F(2,29) =
4,22 : p = 0,025). Cette différence se maintient sur I’ensemble des 15 mn de la séance de
rétention (période x groupe : F(4,58) = 0,61 ; p = 0,657 ; voir figure 28, A, rétention).

Pendant les 5 premicres minutes de la séance de rétention, toutes les souris ont
effectué autant d’appuis totaux sur le levier (F(2,29) = 0,87 ; p = 0,429), mais le groupe
« NaCl-scop » a effectué moins d’alternances et moins d’appuis renforcés que les groupes
« NaCl-NaCl » et « sAPP-scop » (nombre d’alternances : F(2,29) = 5,84, p = 0,007 ;
nombre d’appuis renforcés : F(2,29) = 5,61 ; p = 0,009 ; test de Student-Newman-Keuls pour
les 2 variables : « NaCl-scop » vs « NaCI-NaCl » et « NaCl-scop » vs « SAPP-scop » : p <
0,05 ; non représenté).

On ¢évalue amélioration spontanée des performances de rétention de chaque groupe
en comparant le nombre d’appuis renforcés effectués pendant les 5 derniéres minutes de la
séance d’acquisition, au nombre d’appuis effectués pendant les 5 premicres minutes de la
séance de rétention (voir figure 28, B). Seul le groupe « NaCl-scop » ne présente aucune
amélioration des performances entre les séances d’acquisition et de rétention (période x
groupe : F(2,29) = 3,82 ; p = 0,034 ; tendance a une amélioration pour le groupe « NaCl-
NaCl » : F(1,11) = 3,10 ; p = 0,106 ; amélioration pour le groupe « sAPP-scop » : F(1,10) =
13,33 ; p = 0,007 ; pas d’amélioration pour le groupe « NaCl-scop » : F(1,10) = 1,49 ; p =
0,251).

¢. Conclusion

Contrairement au groupe témoin « NaCl-NaCl », le groupe des souris traitées avec de
la scopolamine (3 mg / kg) trois minutes aprés la séance d’acquisition n’a pas montré

d’amélioration de performance lors de la séance de rétention, 24h plus tard. Ces déficits sont
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attribués a un effet perturbateur de la scopolamine sur les processus de consolidation
mnésique chez ces souris (Messier et coll., 1990). Par contre, les souris traitées avec de la
scopolamine et ayant également recu du sAPP (Spg / 4ul / souris) ont montré des
performances comparables aux souris témoins lors de la séance de rétention. Le sAPP a donc
permis de restaurer les performances altérées par I’administration de scopolamine. Cette
expérience confirme une action anti-amnésiante de 1’isoforme 695 du sAPP dans la tiche
d’apprentissage opérant, comme [’ont montré les travaux précédents de Meziane et
collaborateurs avec la forme 751. De plus, puisque I’administration des traitements a été
effectuée aprés D’apprentissage, les effets observés sont vraisemblablement le résultat des

effets de ces traitements sur les processus de consolidation/maturation de la trace mnésique.

2. Implication des SAPP endogénes dans les processus de consolidation

Puisque les sAPP injectés par voie i.c.v. semblent favoriser les processus de
consolidation de la trace mnésique et que les sAPP sont des protéines naturellement présentes
dans le cerveau, nous avons formulé 1’hypothése que les sAPP endogenes du cerveau
pourraient jouer un role dans les processus de formation de la trace mnésique. Grace a nos
collaborateurs des laboratoires E. Lilly a Indianapolis, nous avons pu obtenir une petite
quantité d’anticorps spécifiquement dirigés contre les SAPP. En effet, certaines expériences de
la littérature montrant une implication de I’APP et de ses dérivés dans les processus
mnésiques ont utilis¢é des anticorps dirigés contre la partie N-terminale de I’APP: ces
anticorps fixent a la fois les formes solubles (sAPPa et sSAPPf) et les formes membranaires
(mAPP) de I’APP. Le role spécifique des formes solubles restait donc a explorer. Dans cette
expérience, nous avons donc administré des anticorps spécifiquement dirigés contre des
formes solubles (sAPP) a des souris CD1 aprées la séance d’acquisition de 1’apprentissage
opérant. Ces anticorps, créés chez le Lapin, sont dirigés contre la partie C-terminale du
sAPPa et contre la partie C-terminale du sAPPJ et ne fixent donc pas I’APP membranaire

(mAPP).

a. Vérification des performances des souris CD1

Pour les raisons décrites dans le chapitre précédent, notre équipe a privilégié

I’utilisation de souris de la souche CDI. J’ai donc d’abord vérifi¢ que les souris CD1
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Figure 29 : Performances des souris de souche CD1 dans la

tache d'apprentissage opérant

Les performances sont exprimées en terme de nombre d'appuis renforcés (moyenne +
erreur-type) par période de 5 mn.

A. Lors de la séance de rétention, la souche de souris CD1 a montré de bonnes
performances, comparables a celles des souris OF1 (le groupe indiqué en pointillés est le
groupe "NaCl-NaCl" de I'expérience précédente).

B. Entre les séances d'acquisition et de rétention, les souris de souche CD1 ont montré une
amélioration spontanée des performances comparable a celle observée chez les souris OF1
(durant I'expérience précedente).

a = Différent de la séance d'acquisition a p<0,05
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pouvaient montrer un niveau de performance équivalent a celui des souris OF1 dans la tiche
d’apprentissage opérant.

La partie A de la figure 29 indique les performances obtenues par un groupe de 11
souris CD1 en terme de nombre d’appuis renforcés pendant les 5 derniéres minutes de
I’acquisition et pendant les 15 minutes de la rétention. La partie B de la figure 29 illustre
plus précisément Iamélioration des performances entre les sé€ances d’acquisition et de
rétention en reprenant une partie des données indiquées sur la partie A. Sur ces deux figures
ont été ajoutées, a titre indicatif, les performances du groupe « NaCl-NaCl » de 1’expérience
précédente, afin d’indiquer, pour comparaison, les performances obtenues par des souris OF1
(en pointillés).

Les souris CDI ont montré de bonnes performances au délai de 24 h aprés
I’acquisition : I’amélioration spontanée du nombre d’appuis renforcés a été significative entre
les 5 derniéres minutes de 1’acquisition et les 5 premiéres minutes de la rétention (période :
F(1,10) = 18,64, p = 0,002). De plus, ces performances €étaient comparables a celles de
souris OF1. L’augmentation du nombre d’appuis renforcés par période de 5 mn effectués par
les CD1 au cours des 15 mn de la séance de rétention tend a étre plus faible que celle montrée
auparavant par les souris OF1 et n’atteint pas la significativité (souris CD1 : période : F(2,20)
=0,84 ; p = 0,446).

Les souris CD1 montrant une amélioration spontanée des performances de rétention
comparable a celle observée chez les souris OF1, j’ai pu évaluer les effets des anticorps sur

ces souris CDI.

b. Déroulement de I’expérience

Quatre-vingt-douze souris males CD1 en restriction alimentaire ont d’abord été
soumises a une séance d’acquisition partielle de I’apprentissage opérant jusqu’a effectuer 15
appuis renforcés. Trois minutes apres la fin de la séance d’acquisition, différents traitements
ont été administrés par voie i.c.v. a trois groupes de souris :
e un groupe « 1gG » a recu une solution d’immunoglobuline G de Lapin,
e un groupe « anti-SAPPa » a regu une solution d’anticorps dirigés contre 1’extrémité C-

terminale du sAPPa,

e un groupe « anti-SAPPB » a recu une solution d’anticorps dirigés contre 1’extrémité C-

terminale du sAPPg3.
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Figure 30 : Effets d'anticorps dirigés contre les SAPP sur les

performances d'apprentissage opérant

Les performances sont exprimées en terme de nombre d'appuis renforcés (moyenne +
erreur-type) par période de 5 mn.

A. A la différence du groupe témoin "IgG", qui présente un bon niveau de performances et le
maintient au cours des 15 mn de la séance de rétention, les deux groupes de souris traitées
avec des anticorps anti-sAPP montrent de faibles performances mais sont néanmoins
capables de les améliorer au cours des 15 mn de la séance de rétention.

B. Entre les séances d'acquisition et de rétention, seul le groupe "anti-sAPPa" n‘a montré
aucune amélioration spontanée des performances.

a, oo = Différent de la séance d'acquisition (respectivement, p<0,05 et p<0,01)



Contribution expérimentale : chapitre 11

Les conseils de nos collaborateurs et quelques essais préliminaires nous ont permis de
sélectionner la dose de 2ug / 4ul / souris pour les anticorps anti-sAPP (fabriqués chez le
Lapin). Cette dose a également été utilisée pour 1’IgG de Lapin. Les performances des souris
de ces trois groupes ont été évaluées 24 h plus tard, au cours d’une séance de rétention de 15
mn. Comme dans 1’expérience précédente, les souris n’ont été sous I’influence du traitement

que pendant la période suivant I’acquisition de la tache.

c. Résultats

Trente-huit souris ont été exclues de I’expérience suite a une mauvaise acquisition (n =
17), une injection i.c.v. non satisfaisante (n = 1), ou une mauvaise implantation de la canule (n
= 20). Une seule souris « IgG » a présenté un mauvais ¢état de santé¢ général lors de la séance
de rétention. Les analyses ont donc porté sur des groupes aux effectifs suivants : n = 17 pour
le groupe « IgG », n = 19 pour le groupe « anti-sAPPa» et n = 17 pour le groupe « anti-
sAPPp ».

La partie A de la figure 30 indique les performances obtenues par les différents
groupes en terme de nombre d’appuis renforcés pendant les 5 dernieres minutes de
I’acquisition et pendant les 15 minutes de la rétention. La partie B de la figure 30 illustre
plus précisément I’amélioration des performances entre les sé€ances d’acquisition et de
rétention en reprenant une partie des données indiquées sur la partie A.

Lors de la séance d’acquisition, les souris n’avaient pas encore recu leur traitement.
Les trois groupes de souris ont mis un temps équivalent (environ 14 mn) pour effectuer les 15
appuis renforcés (F(2,50) = 0,55 ; p = 0,581). En fin de séance d’acquisition (voir figure 30,
A, acquisition), les souris des trois groupes ont effectu¢ le méme nombre d’alternances entre
le coté levier et le c6té mangeoire de la boite de conditionnement, le méme nombre d’appuis
totaux sur le levier et également le méme nombre d’appuis renforcés (F(2,50) < 0,77 ; p >
0,468). Les trois groupes de souris, encore non traités, ont donc présenté un comportement
comparable au cours de la séance d’acquisition.

Lors de la séance de rétention, le comportement des trois groupes de souris a été
évalué pendant 15 mn. Pendant les 5 premieres minutes de la séance de rétention, les
traitements n’ont pas affecté significativement les nombres d’appuis totaux sur le levier,
d’alternances et d’appuis renforcés (F(2,50) < 1,53, p > 0,226 ; non représenté). On peut

remarquer (voir figure 30, A, rétention) que le groupe « IgG » est le seul a ne pas augmenter
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le nombre d’appuis renforcés par période de 5 mn au cours des 15 mn de la séance de
rétention (période : F(2,100) = 8,94 ; p = 0,0003 ; période x groupe : F(4,100) = 3,46 ; p =
0,011). En effet, lorsque les groupes sont séparés, seul le groupe « anti-sAPP[3 » montre une
augmentation significative du nombre d’appuis renforcés par tranche de 5 mn (F(2,32) =
11,33; p = 0,0002). Le groupe « anti-sAPPa » n’atteint pas le niveau de significativité
(F(2,36) = 2,76 ; p = 0,077) et le groupe IgG, quant a lui, ne fait que maintenir son bon
niveau de performance au cours de la séance (F(2,32) = 0,08; p = 0,922). Les souris du
groupe « IgG » sont, en effet, celles qui ont effectué le plus grand nombre d’appuis en début
de séance. Il est possible que ces animaux soient arrivés plus rapidement a satiété que ceux
des autres groupes, ce qui expliquerait I’absence d’augmentation du niveau de performance au
cours de la séance de rétention. Ceci est conforté par 1’absence de différence entre les 3
groupes en terme de nombre total d’appuis renforcés effectués sur I’ensemble des 15 mn de la
séance de rétention (groupe : F(2,50) = 1,08 ; p = 0,348).

L’amélioration spontanée des performances a été évaluée en comparant le nombre

d’appuis renforcés effectués pendant les 5 derniéres minutes de la séance d’acquisition a celui
effectué pendant les 5 premiéres minutes de la séance de rétention (voir figure 30, B). Les
groupes traités aux anticorps « anti-sAPPa» et «anti-sAPPB» semblent avoir des
performances plus faibles que celles du groupe témoin « IgG ». L’ANOVA a mesures
répétées révele une amélioration globale des performances entre la fin de I’acquisition et le
début de la rétention (F(1,50) = 16,97 ; p = 0,0001). Bien que I’interaction période x groupe
ne soit pas significative (F(2,50) = 2,24 ; p = 0,117), il semble que les performances des 3
groupes n’évoluent pas de la méme fagon. Lorsqu’on analyse séparément les performances de
chaque groupe, on constate que 1’amélioration de performance n’est pas significative pour le
groupe « anti-sAPPa » (effet de la période : F(1,18) = 1,59, p = 0,223), alors qu’elle I’est
pour les deux autres groupes, « anti-sAPPB » et « IgG » (effet de la période : respectivement

F(1,16) =858 ; p = 0,010 et F(1,16) = 6,63 ; p = 0,020).

d. Conclusion

Contrairement aux souris des groupes « IgG » et « anti-sAPP », seules les souris du
groupe « anti-sAPPa » n’ont pas montré d’amélioration de performance entre les séances

d’acquisition et de rétention. Le blocage des sAPP endogenes et spécifiquement les sAPPa,
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issus de 1’activité a-sécrétase, semble donc affecter les processus mnésiques chez ces souris.
Ce résultat va dans le sens de I’hypothése d’un role déterminant du sAPPa lors de la
mémorisation d’informations. Puisque les anticorps ont été administrés 3 minutes apres
I’apprentissage, les sAPPa endogénes pourraient intervenir plus particulierement lors des
processus de consolidation de I’information acquise. Malgré le délai de 24 h entre 1’injection
d’anticorps et la séance de rétention, on ne peut exclure un effet des anticorps sur les

processus de rappel de I’information.
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V1. Discussion du chapitre

Les travaux présentés dans ce deuxiéme chapitre visaient 1) a vérifier ’effet
promnésiant d’une injection post-apprentissage de sAPPgs exogeéne dans la tache de
reconnaissance d’objet et déterminer le gradient temporel d’efficacité du sAPPgos exogene
dans cette tiche, puis 2) a évaluer les effets du sAPPg9s exogeéne sur une forme de mémoire
spatiale en utilisant la tdche de reconnaissance spatiale, et, enfin, 3) a vérifier I’implication
des sAPP endogenes dans la formation de la mémoire dans une tiche d’apprentissage opérant

en boite de Skinner.

1. L action des sAPP sur les performances de mémoire

L’ensemble de mes résultats obtenus dans les taches de reconnaissance d’objet ou de
reconnaissance spatiale et dans un apprentissage opérant en boite de Skinner confirme les
effets promnésiants du sAPPgys. Cette protéine a amélioré les performances de rétention dans
chacune de ces taches. Ces effets ont été obtenus a des doses de sAPP aussi faibles que celles
utilisées dans les précédents travaux de Meziane et collaborateurs (1998). Les effets du
sAPPgos sont tout a fait comparables a ceux du sAPP7s; dans ’apprentissage opérant. Donc, a
ce jour, les deux isoformes de sAPP testés ont des effets similaires. Enfin, dans ce travail, les
effets promnésiants des sAPP ont été généralisés a une tdche de mémoire spatiale
(reconnaissance spatiale). L’ensemble de ces données suggere que les SAPP ont des propriétés
promnésiantes trés intéressantes, tant sur le plan de la dose (faible), que sur celui de la variété
des performances mnésiques améliorées.

Les données recueillies dans les taches de reconnaissance d’objet ou de
reconnaissance spatiale ont montré que le sAPPgs agit sur les performances de
reconnaissance méme lorsqu’il est administré aprés la séance d’acquisition. Des résultats
comparables ont été obtenus par Meziane et collaborateurs (1998) avec une administration
post-apprentissage de sAPP7s; aprés I’acquisition d’une tache de discrimination visuelle (Go /
no go) et apres I’acquisition d’une tache d’apprentissage opérant en boite de Skinner. Mes
résultats sont donc tout a fait en accord avec I’hypothese émise par Meziane et collaborateurs
(1998) selon laquelle les SAPP agissent sur les processus de consolidation de la mémoire qui
interviennent apres la séance d’acquisition des informations (forme des objets, configuration
spatiale des objets). Les travaux présentés dans ce chapitre ont également permis de préciser

la fenétre temporelle d’action du sAPPgs sur les processus de consolidation. En effet,
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I’obtention d’un effet promnésiant lorsque la protéine est administrée 5 mn, mais pas 1 h, 3 h
ou 6 h apres la séance d’acquisition m’a permis d’étayer ’hypothése que le sAPPgos agit sur
des mécanismes trés précoces du traitement de ’information. Ceci avait déja été suggéré par
les travaux de Meziane et collaborateurs en 1998, montrant que I’action promnésiante du
sAPPgys pouvait se dérouler dans les 3 h aprés la séance d’acquisition. Dans leur étude,
I’administration de sAPPgos avait, en effet, bloqué les déficits de performances induit par une
administration conjointe de scopolamine et évalués 3 heures seulement aprés la séance
d’acquisition. Mes travaux permettent de réduire la fenétre d’action du SAPPg9s a moins d’une
heure aprés la séance d’acquisition. Notons cependant que ces travaux ne permettent pas
d’exclure une action complémentaire des sAPP sur les processus d’acquisition, ainsi qu’une
action possible sur les processus de rappel de I’information. L hypothése d’une action sur les
processus de rappel doit cependant étre spécifiquement testée en administrant le SAPP juste
avant la séance de rétention. En effet, les sAPP ne semblent pas étre actifs s’ils sont
administrés trop longtemps avant la séance de rétention. En effet, dans la deuxiéme
expérience de ce chapitre, un groupe de souris a recu une injection de SAPP 6h apres la séance
d’acquisition. Le délai de rétention étant de 24 h, le SAPP a donc été administré a ce groupe
18h avant la séance de rappel et ceci n’a eu aucun effet significatif sur les performances de
rétention.

Les effets promnésiants des sAPP dans les taches de reconnaissance suggerent que ces
protéines pourraient favoriser les mécanismes permettant la conservation de représentations
internes des caractéristiques d’un objet et/ou des relations spatiales entre des objets pour
détecter une nouveauté dans leur environnement. Ces représentations sont également appelées
traces mnésiques (Ennaceur et Delacour, 1988 ; Roullet et coll., 1998). Les sAPP pourraient
donc prolonger la durée de la trace mnésique en agissant sur des mécanismes précoces du
traitement de I’information permettant/facilitant sa conservation a long terme (consolidation
mnésique). En effet, les processus de traitement de I’information mis en jeu dans les deux
types de taches de reconnaissance utilisées dans ce travail sont vraisemblablement courts,
étant donné que les performances d’animaux témoins décroissent rapidement dans les heures
qui suivent la séance d’acquisition. Il serait donc intéressant d’évaluer I’efficacité des sAPP
avec des délais de rétention plus longs pour déterminer la durée de la prolongation de la trace
mnésique. De plus, il serait intéressant d’éprouver les effets des sAPP dans des taches de

mémoire a plus long terme, telles que la tache de discrimination visuelle (Go / no go) pour
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laquelle on sait que les performances de rétention sont encore bonnes aprés 7 jours (H.
Meziane, thése de doctorat, 1993). Par ailleurs, le SAPPgos a montré, comme le sAPP7s;, des
effets promnésiants dans la tache d’apprentissage opérant en boite de Skinner. Or cette tache
est caractérisée par une amélioration spontanée des performances entre les séances
d’acquisition et de rétention (Destrade et Cardo, 1974 ; Mathis et coll., 1996). Ces variations
spontanées des performances de rétention au cours du temps ont €té interprétées jusqu’a ce
jour comme reflétant I’existence de processus de réorganisation de la trace mnésique apres
acquisition partielle d’une tache ; cette réorganisation permettrait le stockage a long terme des
informations (Gisquet-Verrier et Alexinsky, 1990). Puisque les sAPP facilitent les processus
qui sous-tendent I’amélioration spontanée des performances de rétention, ce résultat confirme

I’hypothese d’une action des SAPP dans la consolidation / maturation de la trace mnésique.

2. Implication des sAPP endogénes dans la memorisation de
I’apprentissage
Les travaux de Doyle et collaborateurs (1990) ont montré qu’une injection i.c.v.
d'anticorps anti-APP (bloquant a la fois les APP membranaires et les sAPP), juste avant ou
bien 2,5 h apres l'acquisition d'une tache d'évitement actif pouvait induire un déficit de
rétention chez le Rat. Ces déficits ne sont cependant plus détectés lorsque 1’injection est
effectuée 4 h ou 6 h aprés 1’acquisition. Ces résultats suggerent 1’implication relativement
précoce des APP endogénes dans les processus de consolidation de la trace mnésique, sans
préciser toutefois les roles respectifs des APP membranaires et des SAPP. Par le méme type
d’approche, les travaux de Huber et collaborateurs (1993) ont eux aussi suggéré une
implication de I’APP (membranaire ou soluble) dans la mémorisation, et en particulier de
I’APPg9s. Récemment, les travaux de Mileusnic et collaborateurs (2000) ont mis en évidence
I’implication de I’APP dans les phases précoces des processus de consolidation mnésique. Le
blocage de I’APP (mAPP ou sAPP) par un anticorps dirigé contre le fragment N-terminal de
I’ APP administré une demi-heure avant I’acquisition d’une tache d’évitement passif, a en effet
provoqué des déficits de mémoire chez des poulets testés a un délai de rétention de seulement
30 mn. De la méme fagon, des déficits de mémoire ont été provoqués par la diminution de
I’expression de I’APP par ’administration d’un ARN antisens 6 a 12 h avant I’acquisition de

la tache.
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L’utilisation de deux types d’anticorps, chacun spécifiquement dirigé contre les
sAPPa ou contre les SAPPJ, m’a permis de préciser la forme de I’APP vraisemblablement
impliqué dans les processus de mémoire. En effet, seul le blocage des sAPPa endogenes
provoque des déficits de rétention, puisque seul le groupe de souris traitées avec 1’anticorps
anti-sAPPo. ne montre aucune amélioration spontanée des performances. Ainsi, il semblerait
que le sSAPPa soit spécifiquement impliqué dans les processus de consolidation mnésique. On
donc peut déduire de I’ensemble des expériences présentées dans ce chapitre, ainsi que des
données de la littérature, que 1’administration de sAPPa exogéne humain a probablement
renforcé les effets des SAPPa endogeénes murins naturellement impliqués au cours des taches
de mémoire, et ainsi favorisé¢ leur action sur les processus de consolidation mnésique. Cette
hypothése comporte un corollaire, a savoir qu’il existe vraisemblablement une libération
naturelle de sAPPa endogeénes murines au cours des tdches de mémoire. Nous avions déja
signalé plus haut que la vérification de cette hypothése était I’un des objectifs initiaux de mon
travail de these.

Les effets de ces anticorps spécifiquement dirigés contre les SAPP restent néanmoins a
confirmer. Ne disposant que d’une quantité faible de ces anticorps récemment fabriqués, je
n’ai en effet pu tester qu’une dose d’anticorps et les effets observés sont restés relativement
discrets. Il serait judicieux de répliquer cette expérience avec une dose d’anticorps plus
importante. En outre, certaines données récentes de nos collaborateurs semblent indiquer que
I’affinité de I’anticorps anti-sAPPf pour le sAPPf serait moins importante que 1’affinité de
I’anticorps anti-sAPPa pour le sAPPo (communication personnelle de J.-C. Dodart). 11 est
donc nécessaire d’effectuer des expériences complémentaires dans cette voie avant de
réévaluer les effets de ces anticorps sur les performances mnésiques. Enfin, on ne peut exclure

un effet de ces anticorps sur les processus de rappel de I’information.

3. Modes d’action possibles des SAPP sur les processus mnésiques

Plusieurs hypotheses peuvent étre émises pour rendre compte des effets des SAPP sur
les processus cellulaires liés a la mémorisation. Il est probable que les sAPP soient impliqués
dans la plasticité synaptique, de par leurs propriétés neurotrophiques et neuromodulatrices. En
effet, le SAPP module les phénoménes de plasticité dans 1’hippocampe, comme la

potentialisation a long terme (PLT), considérée comme un modele clé des mécanismes
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cellulaires sous-tendant les processus mnésiques (Ishida et coll., 1997). L’APP peut
également agir comme un récepteur membranaire de la cellule et réguler la transduction du
signal vers ’intérieur de la cellule (Brouillet et coll., 1999 ; Okamoto et coll., 1995). De plus,
le SAPP peut réguler les concentrations de calcium intracellulaire (Barger et Mattson, 1996) et
promouvoir la croissance des neurites (Morimoto et coll., 1998 ; Roch et coll., 1994 ; Wallace
et coll., 1997). Enfin, des données trés récentes ont mis en évidence la capacité du sAPP a
réguler la neurogenése chez le rat adulte (Caillé et coll., 2004). L’ensemble de ces propriétés
pourrait rendre compte de I’effet modulateur de la protéine sur la plasticité neuronale et, par
conséquent, de ses propriétés promnésiantes.

L’existence d’un rdle déterminant du sAPP dans les processus de mémoire est
¢galement corroborée par les études examinant le réle du systéme cholinergique dans la
détection de la nouveauté et le traitement des informations spatiales ainsi que par les études
démontrant une relation étroite entre le systéme cholinergique et le métabolisme de 1’APP.
Des ¢tudes de microdialyse, réalisées chez le Rat, ont montré que les niveaux d’acétylcholine
dans les structures corticales et hippocampiques étaient augmentés apres une exposition a la
nouveauté ou pendant un apprentissage dans un labyrinthe radial (Miranda et coll., 2000 ;
Thiel et coll.,, 1998 ; Stancampiano et coll., 1999). Or, les sAPP bloquent les déficits
mnésiques induits par la scopolamine, un antagoniste cholinergique muscarinique, dans un
apprentissage opérant en boite de Skinner, dans une tache de discrimination visuelle et dans
I'épreuve de réactivité a la nouveauté d'objet (Meziane et coll., 1998 ; Dodart et coll., 1997).
L’une des hypotheses avancées pour expliquer cet effet, est que I’administration de sAPP
exogene pourrait compenser la baisse de sécrétion de sSAPP endogéne induite par
I’administration de scopolamine. Cette compensation des taux de sAPP permettrait de rétablir
un niveau normal de performance.

De plus, un dysfonctionnement cholinergique, induit par des composés anti-
cholinergiques ou par des lésions des fibres cholinergiques afférentes a 1’hippocampe ou au
cortex, peut provoquer des déficits de mémoire spatiale (Collerton, 1986 ; McGaughy et coll.,
2000 ; Wrenn & Wiley, 1998). La sécrétion de sAPP au niveau cortical ou hippocampique
pourrait également étre contrdlée par la voie cholinergique provenant de la base du cerveau
antérieur, probablement a travers les récepteurs muscariniques M1 et/ou M3 (Lin et coll.,
1999 ; Muller et coll., 1998 ; Rossner et coll., 1997). En outre, des 1ésions cholinergiques

provoquent une augmentation importante des niveaux d’APP membranaire dans 1’hippocampe
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et le cortex (Leanza, 1998 ; Lin et coll., 1999 ; Wallace et coll., 1993). Les afférences
cholinergiques de I’hippocampe et du cortex pourraient donc jouer un role essentiel dans
I’implication des sAPP dans les processus mnésiques. Les taches de reconnaissance que j’ai
utilisées impliquent 1I’hippocampe et/ou des régions spécifiques du cortex cérébral (Steckler et
coll., 1998). D’apres les données actuelles, la tiche de reconnaissance spatiale implique
notamment [’hippocampe et le cortex pariétal (Thinus-Blanc et coll., 1996), alors que la tache
de reconnaissance d’objet dépend essentiellement de structures corticales, telles que le cortex
périrhinal, mais ne semble pas impliquer I’hippocampe (Wan et coll., 1999). Le sAPP injecté
a donc pu agir sur une ou plusieurs de ces structures pour favoriser le traitement de
I’information au cours des deux taches de mémoire de reconnaissance. Chez 1’animal intact,
les voies cholinergiques basalo-corticales et septo-hippocampiques pourraient étre impliquées
dans une libération de sAPP endogene, ce qui contribuerait a la mise en place de la trace
mnésique dans ces taches. Bien que ces deux voies soient probablement impliquées de fagon
différentielle dans ces deux taches, elles pourraient toutes deux réguler, lors de leur activation,

une sécrétion de sAPP dans les structures cibles.

4. Un effet (indirect ?) du sAPPggs sur le comportement exploratoire 24 h

apres la seéance d’acquisition dans la tache de reconnaissance spatiale

En plus de la nette réexploration des objets déplacés, les animaux traités avec du sAPP
ont également présenté une réexploration modérée, mais significative des objets non déplacés
lors de la rétention de la tdche de reconnaissance spatiale. Puisque 1’injection de sAPP,
effectuée 20 mn avant I’apprentissage, n’a pas eu d’effet sur I’exploration des objets durant la
séance d’acquisition, ce phénomeéne de réexploration des objets non déplacés est
probablement plus une conséquence de la détection de la nouveauté spatiale, et du délai
important entre acquisition et rétention. Poucet et collaborateurs (1986) ont montré que des
hamsters, soumis a deux sessions d’acquisition de 15 mn, étaient capables en I’absence de
tout traitement, de détecter un changement de configuration spatiale apres un délai de 8 a 14h.
Lorsque le changement de configuration impliquait une modification de la structure
géométrique formée par les objets, une réexploration modérée des objets non déplacés
accompagnait la réexploration marquée des objets déplacés. Ces données pourraient expliquer
I’augmentation globale d’exploration chez les souris traitées avec du sAPP, testées 24h apres
une séance d’acquisition de 15 mn, étant donné qu’une modification importante de la
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configuration spatiale formée par les objets accompagne également notre changement de
configuration. Il se pourrait que la détection d’un changement profond de la configuration
spatiale aprés un délai prolongé (le cas de nos souris traitées avec du sAPPg9s) induise une
augmentation du comportement exploratoire des souris. Il serait intéressant de vérifier, en
augmentant la durée de la séance d’acquisition pour obtenir de bonnes performances de
rétention a 24 h, ce que la détection du changement spatial induit chez des souris intactes. Ces
animaux pourraient alors modérément réexplorer les objets non déplacés, en plus d’une
réexploration importante des objets déplacés. Cette réexploration globale, qui permet a
I’animal d’intégrer les nouvelles informations, peut étre considérée comme le reflet de la

réactualisation d’une ancienne représentation spatiale de 1’environnement (Poucet, 1993).

5. Effet propre des injections i.c.v. post-apprentissage sur la performance

de reconnaissance d’objet

Dans la premiere expérience de ce chapitre, les souris ayant subi une injection i.c.v. de
NaCl 5 mn apres la séance d’acquisition montraient un indice de reconnaissance supérieur au
niveau du hasard au délai de rétention de 24 h, contrairement a des souris intactes, qui ne
présentaient aucune reconnaissance d’objet. Ce 1éger effet promnésiant de I’injection i.c.v. de
NaCl a été répliqué dans la seconde expérience, et ceci aux 4 délais d’injection du NaCl (5
mn, 1 h, 3 h et 6 h aprés la séance d’acquisition). Ces résultats montrent que la procédure
d’injection i.c.v. est loin d’étre anodine pour I’animal, notamment dans des taches basées sur
le comportement spontané comme les tdches de reconnaissance. La contention modérée
nécessaire a la procédure d’injection a pu interférer avec la mémorisation des informations
acquises durant I’acquisition de la tache, puisqu’elle est survenue dans les 6 heures suivant la
séance d’acquisition (Pereira et coll., 1988), et ce de fagon d’autant plus marquée que la
contention est percue comme désagréable (Izquierdo, 1989). La procédure d’injection,
effectuée 5 mn, 1 h, 3 h ou 6 h aprés ’acquisition de la tache, a pu déclencher chez nos
animaux la libération d’hormones telles 1’adrénaline ou la corticostérone, connues pour
améliorer les performances de mémoire lorsqu’elles sont injectées de facon systémique apres

apprentissage (McGaugh et coll., 1996 ; Roozendaal, 2002).
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6. Effet de la scopolamine sur I’état de santé des souris testées dans un

apprentissage opérant en boite de Skinner

Au cours de cette expérience utilisant la tdche d’apprentissage opérant en boite de
Skinner, j’ai été surprise par le nombre de souris ayant mal supporté¢ le traitement a la
scopolamine. En effet, aucun probléme particulier n’avait été rencontré par Meziane et
collaborateurs en 1998, qui avaient utilisé la méme souche de souris (OF1) et la méme dose
de scopolamine (3 mg/kg).

En recherchant la cause de ce phénomene inattendu, j’ai tout d’abord pensé que la
scopolamine pouvait modifier le comportement alimentaire des souris remises dans leur cage
apres la séance d’acquisition. Etant donné que la scopolamine provoque un asseéchement des
mugqueuses et que la nourriture des souris est sous forme de boulettes déshydratées, les souris
auraient pu différer leur prise alimentaire de quelques heures. Comme les souris sont
maintenues en restriction alimentaire et nourries quotidiennement une heure apres la séance
d’acquisition (et donc aprés I’administration des traitements), le fait que des souris traitées a
la scopolamine différent (encore plus) leur prise de nourriture aurait pu conduire a un trop fort
affaiblissement de leur condition physique. La gestion de la restriction alimentaire (maintien
des animaux a 85% de leur poids ad libitum) reste en effet délicate chez la Souris : la prise de
quelques grammes suffit a faire disparaitre la motivation pour la tiche appétitive et une perte
excessive de poids rend ’animal inapte a la tache.

C’est en effectuant des recherches sur d’autres effets périphériques possibles de la
scopolamine que j’ai découvert les travaux d’Enginar et collaborateurs (1997, 1999 et 2003).
Cette équipe a mis en évidence que des souris de lignée BALB/c, en privation alimentaire
depuis 48 h et traitées avec de la scopolamine (3 mg/kg), développaient des convulsions
cloniques dans les 15 a 20 secondes apres un acces a de la nourriture, et ceci 30 mn apres le
traitement a la scopolamine (Enginar et coll., 1997). La scopolamine posséde des propriétés
anticonvulsivantes par sa capacité a bloquer les récepteurs muscariniques post-synaptiques et
réduit ainsi 1’augmentation de la transmission cholinergique provoquée par des
anticholinestérasiques ou des agonistes muscariniques (par exemple la pilocarpine). Mais la
scopolamine, en agissant sur les récepteurs muscariniques présynaptiques, peut aussi
augmenter la libération d’acétylcholine et I’hyperactivité cholinergique pourrait dans ces

conditions déclencher des convulsions. Les auteurs proposent que I’acces a la nourriture, en
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provoquant des changements neurochimiques et/ou endocrines rapides chez I’animal traité a
la scopolamine, pourrait conduire a ’apparition des convulsions. Des agents réduisant la
neurotransmission glutamatergique (par exemple le MK-801, antagoniste non-compétitif des
récepteurs NMDA au glutamate) ou dopaminergique (par exemple la chlorpromazine,
antagoniste des récepteurs D, a la dopamine) peuvent réduire 1’apparition de ces crises
convulsives chez des souris en privation alimentaire traitées a la scopolamine (Enginar et
coll., 1997 et 1999). 1l semblerait que les systeémes glutamatergique et dopaminergiques soient
donc impliqués dans I’apparition des convulsions (Enginar et coll., 2003).

Bien que je n’aie noté aucun comportement anormal chez mes souris, deux d’entre
elles sont effectivement mortes en mangeant leur croquette dans les minutes qui ont suivi la
distribution de nourriture (1 h apres la séance d’acquisition). De méme, plusieurs autres souris
trop affaiblies n’ont pas pu participer a la séance de rétention du lendemain. Dans mon
expérience, il est possible que les souris OF1 aient pu développer le méme genre de crises
convulsives. Dans ce cas, il serait alors logique que les groupes de souris traités a la
scopolamine présentent les plus mauvaises performances de mémoire. Néanmoins, il se trouve
que le groupe de souris traitées avec le SAPPgos en plus de la scopolamine montre de bonnes
performances. Ainsi on pourrait penser que bien que les souris traitées a la scopolamine ont
pu présenter des crises convulsives, I’administration de sAPP a permis de limiter 1’apparition
de ces crises lors de la distribution de nourriture 1 h apres le traitement. Ceci va encore dans
le sens de 1’hypothese, formulée précédemment, d’une interaction entre le SAPP et le systéme
cholinergique.

Je tiens a repréciser qu’au cours des travaux effectués par Meziane et collaborateurs
(avec le sAPP7s;1), aucun probléme particulier n’avait été signalé. On peut remarquer, en
comparant les groupes témoins des deux expériences, que les performances de nos souris sont
moins bonnes que celles des souris utilisées par Meziane et collaborateurs. Rappelons que les
souris OF1 que j’ai utilisées provenaient de I’élevage Iffa Credo et ont été hébergées dans la
salle V3 a forte ventilation. Meziane et collaborateurs ont utilisé, quant a eux, des souris OF1
¢levées au laboratoire et hébergées dans les salles peu ventilées (extracteurs d’air « Vortice »
aux niveau des fenétres) et donc peu bruyantes du pavillon du batiment. On peut supposer que
ces différences de conditions d’hébergement ont pu influencer le niveau de stress des
animaux, leurs performances aux tests de mémoire et leurs réactions aux différents traitements

(Mizoguchi et coll., 2001). Pour conclure sur ce point, il serait certainement souhaitable
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d’utiliser des doses de scopolamine beaucoup plus faibles dans des taches associées a une
restriction alimentaire, telle que 1’apprentissage opérant. Une observation plus attentive des
souris serait également nécessaire au moment de la distribution de nourriture pour vérifier
I’absence ou la présence de crises d’épilepsie. Par manque de temps, cette expérience n’a pas
été répliquée, mais lorsque j’ai commenceé a utiliser la souche CD1, j’ai vérifié¢ que la dose de
Img/kg de scopolamine suffisait a induire des déficits d’apprentissage opérant, sans

apparemment induire de crises d’épilepsie au moment de la distribution de nourriture.
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Implication de différentes isoformes de

I’apolipoprotéine E humaine (apoES3 et apoE4)

dans les processus mnésiques
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|I. Caractérisation comportementale de souris agées transgéniques

pour le géne de I’apoE

1. Introduction

Afin d’évaluer chez I’animal I’influence des différentes isoformes humaines de 1’apoE
sur le déclin cognitif li¢ a I’age, j’ai évalué¢ les performances de souris transgéniques
« agées », portant a la place de leur apoE murine, les alléles humains €3 ou €4. Les souris
transgéniques apoE4 pourraient en effet se révéler étre un bon modele d’étude des déficits
cognitifs liés au vieillissement étant donné que plusieurs études ont révélé que les souris
exprimant 1’apoE4 humaine montraient des performances altérées par rapport aux souris
exprimant 1’apoE3 humaine (Raber et coll., 1998 ; Veinbergs et coll., 1999 ; Raber et coll.,
2000 ; Hartman et coll., 2001).

L’originalité de notre étude repose sur le fait que nos souris transgéniques pour le géne
de I’apoE ont été créées par remplacement ciblé du géne murin par le géne humain. A la
différence des souris transgéniques utilisées dans les précédentes études citées, dont le niveau
d’expression du transgéne était contrdlé soit par le promoteur humain, soit par un promoteur
de la NSE (neuron specific enolase) ou de la GFAP (glia fibrillary acidic protein), nos souris
expriment un niveau physiologique de 1’apoE car le promoteur murin est conservé intact.
Chez nos souris, 1’apoE humaine a une expression et une distribution comparable a 1’apoE
murine des animaux sains (Knouff et coll., 1999 ; Sullivan et coll., 1997 et 2004). Il est donc
intéressant de déterminer si ces souris « knock-in» présentent également des déficits
mnésiques et si ceux-ci sont « fonction » de 1’age. A ce propos, un point mérite d’étre discuté.
En effet, nous n’avons pas réalisé de caractérisation comportementale « en fonction » de 1’age
per se, car celle-ci s’est limitée a deux ages : une cohorte d’individus « jeunes » de 4-5 mois
et une cohorte d’individus « agés » de 14-15 mois. En effet, nous avons préféré favoriser une
caractérisation des deux sexes (environ 8§ animaux/sexe/lignée) et multiplier les tests
comportementaux a partir du nombre d’animaux que nous étions en mesure de produire. En
conséquence, nous sommes bien conscients que si un déficit est observé chez les souris agées,
mais pas chez les souris jeunes, celui-ci ne sera qu’un indice relatif du déficit mnésique lié¢ a

I’age et non une certitude absolue.
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Les travaux de Raber et collaborateurs en 1998 et 2000 ont montré que des souris
transgéniques NSE-apoE3 ou NSE-apoE4 (transgeéne sous controle du promoteur de la NSE)
exprimaient déja des déficits de mémoire spatiale a 1’age de 6 mois. Nous avons donc choisi
de tester notre cohorte « dgée » de souris transgéniques apoE3 et apoE4 (transgéne sous
contrdle du promoteur de I’apoE murine) a I’age de 14-15 mois, age correspondant chez la
Souris a celui auquel apparaissent les déficits cognitifs chez I’ Homme (50-60 ans). Ce choix
nous permettait également de nous situer a un moment ou une certaine restauration
fonctionnelle par administration d’un promnésiant (dans notre étude, le SAPP¢9s) pourrait étre
encore initiée.

Plusieurs autres particularités et limites de notre étude méritent d’étre précisées et
discutées avant de présenter les données obtenues sur la cohorte de souris « jeunes ». Tout
d’abord, indépendamment du but initial de cette étude visant a comparer I’impact des alléles
€3 et €4 sur les performances cognitives, nous avons décidé d’inclure deux autres lignées : la
lignée B6 représentant le fond génétique de nos souris transgéniques, ainsi que des souris
apoE-KO (sur méme fond génétique) pour évaluer I’impact d’une déficience totale en apoE
dans la batterie de tests utilisée pour nos souris transgéniques. Cette batterie de tests a
d’ailleurs été soigneusement étudiée et mise au point de facon a comporter des tests de
mémoire spatiale et des tests d’évitement conditionné adaptés aux souris du fond génétique
B6 (voir la partie « matériels et méthodes » au sujet concernant le fond génétique).

Dans la maladie d’Alzheimer, une structure cérébrale affectée trés précocement et trés
clairement est ’hippocampe (West et coll., 1994 ; Chetelat et Baron, 2003 ; Almkvist et coll.,
1996). Cette structure est connue pour étre impliquée dans la mémoire spatiale et la mémoire
épisodique (mémoire des événements associés a un contexte spatio-temporel bien précis ;
Braak et Braak, 1996 ; Giannakopoulos et coll., 2000). La possession de I’alléle €4 est
justement associée chez ’Homme a D’apparition d’une atrophie de I’hippocampe et de
I’amygdale, que les individus soient déja ou non atteints de démence (den Heijer et coll.,
2002 ; Lehtovirta et coll., 1995 ; Cohen et coll., 2001). Il semblerait également que les souris
transgéniques apoE4 présentent une activité synaptique et une croissance dendritique réduites
dans I’amygdale par rapport aux souris apoE3 (observations préliminaires de Sullivan et
collaborateurs) ; on peut donc supposer que les souris de ces deux lignées peuvent présenter

une réactivité émotionnelle différente.
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Il nous est donc paru important de pouvoir évaluer les performances des souris de ces
deux lignées dans des taches impliquant le rappel de souvenirs d’ordre spatiaux (tache de
reconnaissance spatiale et piscine de Morris) ainsi que dans des taches impliquant le rappel
d’évenements « désagréables » survenus dans un contexte spatio-temporel donné (taches
d’évitement actif et passif).

Par ailleurs, nous choisi, en toute connaissance de cause, d’élever les souris
transgéniques au laboratoire. En effet, le stress peut induire des modifications du
fonctionnement cérébral, par exemple en augmentant la perméabilité au calcium (Kim et
Yoon, 1998) ou en augmentant la production d’oxyde nitrique (Olivenza et coll. 2000 ;
Abidin et coll., 2004). Or, de nombreux travaux mettent en évidence un réle de 1’apoE dans
les mécanismes de survie des neurones a des atteintes cytotoxiques (LaDu et coll., 2001 ;
Brown et coll., 2002 ; Jordan et coll., 1998 ; Law et coll., 2003). De plus, il semble que les
performances mnésiques des souris apoE-KO sont particuliérement sensibles aux expériences
stressantes (Grootendorst et coll., 2001 ; de Kloet et coll., 2002 ; Lominska et coll., 2001 ;
Zhou et coll., 1998). Nous avons donc choisi d’élever les 4 lignées de souris au sein du
laboratoire pour leur éviter 1’expérience, trés probablement stressante, d’un voyage
intercontinental. Enfin, nous n’avons étudié¢ que les souris transgéniques pour les alleles €3 et
€4, pas celle transgénique pour €2. En effet, cette derniére n’était pas disponible au moment
de I’étude a la suite de difficulté de maintien de cette lignée par notre collaborateur, le Dr.
Patrick Sullivan.

Dans notre laboratoire, le Dr. Jeannette Grootendorst a effectué la caractérisation
comportementale de la cohorte « jeune » (4-5 mois) des deux lignées de souris « knock-in »
apoE3 et apoE4. Au cours de cette étude (Grootendorst, Bour et coll., sous presse), les souris
femelles apoE4 ont montré des déficits de performance dans la tdche de reconnaissance
spatiale et dans le test de rétention de la tiche de mémoire spatiale de référence dans la
piscine de Morris, comparées aux femelles apoE3. Les deux lignées de souris « knock-in » ont
également montré des difficultés dans une tdche d’appariement différé dans la piscine de
Morris. Dans une tache d’évitement actif dans le labyrinthe en Y, les souris apoE3 ont montré
une altération modérée de leurs performances. Dans une tache d’évitement passif, les deux

lignées ont eu de bonnes performances.
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Afin d’étudier le maintien et/ou 1’accentuation de ces déficits mnésiques chez les
souris agées, j’ai effectué la caractérisation comportementale de la cohorte « agées » de souris
apoE3 et apoE4 a partir de la méme batterie de tests utilisée précédemment pour la cohorte

« jeune ».

2. Batterie de tests comportementaux

La batterie de tests que nous avons utilisée permet d’évaluer les performances des
souris apoE3, apoE4, apoE-KO (témoin absence d’apoE) et B6 (témoin apoE murine)
successivement dans plusieurs taches impliquant la mémoire spatiale et les capacités
d’évitement. La séquence des tests est organisée de facon a débuter la batterie avec le test le
plus sensible aux expériences antérieures (reconnaissance spatiale) et a terminer avec les tests
les plus stressants par I’application de chocs électriques (évitement actif et passif) (Mcllwain
et coll., 2001 ; Voikar et coll., 2004). Ainsi les souris ont été¢ soumises dans 1’ordre a :

e la tache de reconnaissance spatiale (1 j),

e la tiche de mémoire de référence dans la piscine de Morris (4 j) suivie d’un test de
rétention (probe trial) le lendemain du dernier jour d’apprentissage (1 j),

e la tache d’appariement différé (DMP pour delayed matching-to-place) dans la piscine de
Morris (4 j),

e 1’¢épreuve de la plate-forme visible dans la piscine de Morris (1 j),

e la tache d’évitement actif dans un labyrinthe en Y (2 j),

e la tache d’évitement passif (2 j)

Aprées la fin des tests comportementaux, le seuil de réactivité aux chocs électriques délivrés

dans les pattes a été déterminé pour chaque souris.

3. Différents groupes de souris utilisés

Les males et les femelles ont été testés séparément a 6 semaines d’intervalle (d’abord
les males, puis les femelles) afin de limiter I’influence possible, sur les souris d’un sexe
donné, des traces olfactives laissées par les souris de I'autre sexe. En effet, des traces
olfactives pourraient subsister dans les appareils de test méme apres nettoyage.

De nombreuses souris ont développé, avec 1’age, une alopécie (perte de poils)
localisée. Deux males apoE-KO et une femelle apoE3 ont également présenté des Iésions
cutanées importantes (dues au grattage). Ces trois souris ont donc été exclues des analyses
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Figure 31 : Evolution de la masse corporelle des souris

entre le début et la fin de |la période expérimentale

Le poids des animaux des 4 lignées entre le ler jour (date d'isolement des souris)
et le 81éme jour (date du sacrifice) est indigué en moyenne + erreur-type.
* = Différent du jour 1 a p<0,05.
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statistiques, pour les taches ultérieures a la tache de reconnaissance spatiale en raison de leurs
difficultés a nager dans la piscine de Morris du fait des 1ésions cutanées devenues trop
importantes.

Les effectifs des différents groupes de souris étaient :
e souris B6 : 8 males et 8 femelles
e souris apoE-KO : 6 méiles (reconnaissance spatiale : 8 males) et 8 femelles
e souris apoE3 : 8 males et 7 femelles (reconnaissance spatiale : 8 femelles)

e souris apoE4 : 8 males et 8 femelles

4. Evolution de la masse corporelle des souris

Lors de I’isolement des souris avant les tests comportementaux, la masse corporelle
moyenne des souris (14-15 mois) était différente selon la lignée de souris considérée
(génotype : F(3,53) = 8,68, p < 0,0001), les souris apoE4 ayant une masse corporelle plus
importante que celle des souris des trois autres lignées (test de Fischer : apoE4 vs les trois
autres lignées : p < 0,004). Par ailleurs, les femelles étaient globalement moins lourdes que
les males (sexe : F(1,53) = 39,06 ; p < 0,0001 ; sexe x génotype : F(3,53) = 2,30 ; p = 0,087 ;
voir figure 31). Chez les femelles, les souris apoE4 ont une masse plus importante que les
souris des trois autres lignées (génotype : F(3,27) = 6,31 ; p = 0,002 ; test de Fisher : apoE4
vs les trois autres lignées : p <0,005). Chez les males, la masse corporelle des souris apoE4
est également la plus importante, mais celle-ci ne différe significativement que de celle des
souris apoE-KO (génotype : F(3,26) = 4,62 ; p = 0,010, test de Fisher : apoE-KO vs apoE3
et apoE4 : p <0,018).

L’ensemble des souris semble maintenir son poids au cours des 81 jours d’isolement
durant lesquels se sont déroulés les tests comportementaux. Néanmoins, 1’analyse statistique
montre une légeére perte de poids (de seulement 1,7 + 0,5 g en moyenne ; jour : F(1,53) =
12,10; p = 0,001), et ceci de maniere équivalente dans chaque lignée de souris (pas
d’interaction avec le sexe et/ou le génotype). Au niveau de chaque groupe (sexes et génotypes
séparés, voir figure 31), cette perte de poids n’est significative que pour les femelles apoE3 et

apoE4 (voir tableau ci-apres).

104



2600 -
2400 A
2200 -
2000 -

1800 § & femelles
1600 -@ males

1400 A
1200 A
1000
800 -
600 -

Distance parcourue dans I'enceinte
(cm/5mn)

Hab Acq Ret Hab Acq Ret Hab Acq Ret Hab Acq Ret

“ J . J . J “ J
v v v N

B6 apoE-KO apoE3 apoE4

Figure 32 : Activité locomotrice dans I'enceinte de test
pendant la tache de reconnaissance spatiale

On peut noter une plus forte activité locomotrice 1) des souris males par rapport
aux souris femelles, et 2) des souris apoE3 par rapport aux souris des autres
lignées.

La distance parcourue dans I'enceinte de test pendant les séances d'habituation
(Hab), d'acquisition (Acq) et de rétention (Ret) de la tAche de reconnaissance
spatiale est indiqguée en moyenne + erreur-type par période de 5 mn.
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Perte de poids entre le jour 1 et le jour 81 (ANOVA a mesures répétées)
lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
sexe
sexes confondus p=0,7033 p=0,0630 p=0,0234 p=0,0908
males p=0,8559 p=0,5235 p=0,0854 p=0,6954
femelles p=0,7478 p=0,0884 p=0,0485 p=0,0475

5. Reconnaissance spatiale

a. Déroulement de I’expérience

Le protocole utilisé pour la caractérisation des performances des 4 lignées est constitué
d’une séance d’habituation de 5 mn, d’une séance d’acquisition de 15 mn et d’une séance de
rétention de 15 mn, chaque s€ance étant séparée 1’'une de I’autre par un délai de 5 mn. La
performance a été évaluée en comparant 1’exploration des objets déplacés et non déplacés sur

I’ensemble des 15 mn de la séance de rétention.
b. Résultats

Activité locomotrice

La figure 32 montre 1’évolution de I’activité locomotrice des 4 lignées de souris au
cours des différentes séances dans 1’enceinte de test. Afin de pouvoir comparer les valeurs
d’activité locomotrice lors de la séance d’habituation de 5 mn a celles obtenues lors des
séances d’acquisition et de rétention de 15 mn chacune, les valeurs représentées pour ces deux
dernicres séances sont les distances moyennes par période de 5 mn.

Lors de la séance d’habituation de 5 mn, les souris apoE3 ont été¢ globalement plus
actives que celles des autres lignées (effet génotype sur la distance parcourue : F(3,56)
=10,89 ; p < 0,0001 ; test de Fisher : apoE3 vs les 3 autres lignées : p <0,006). Cet effet a
¢té mis en évidence dans les deux sexes (mdles : (F(3,28) = 11,49 ; p < 0,0001 ; test de
Fisher : apoE3 vs les 3 autres lignées : p < 0,0001 ; femelles : F(3,28) = 3,93 ; p = 0,018 ;
test de Fisher : apoE3 vs apoE-KO et apoE4 : p <0,029). Les femelles ont, dans leur
ensemble, été plus actives que les males (sexe : F(1,56) = 8,78 ; p = 0,004 ; génotype x sexe :
F(3,56) = 3,22 ; p = 0,029), mais cette différence n’est significative que pour la lignée B6
(sexe : B6 : F(1,14) = 15,69 ; p = 0,001 ; apoE-KO, apoE3 et apoE4 : F(1,14) <2,79; p >

0,117). L’analyse restreinte aux souris « knock-in » confirme que les souris apoE3 sont plus
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Figure 33 : Exploration totale des objets pendant la
tache de reconnaissance spatiale

On peut constater que les males explorent plus les objets que les femelles.
Aucune différence n'a été montrée entre les souris apoE3 et apoE4.

La durée totale d'exploration des objets pendant les séances d'acquisition (Acq)
et de rétention (Ret) est indiquée en moyenne =+ erreur-type.
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actives que les souris apoE4, indépendamment du sexe des animaux (génotype : F(1,28) =
20,66 ; p < 0,0001 ; sexe : F(1,28) = 0,24 ; p = 0,629 ; sexe x génotype : F(1,28) = 1,45, p =
0,239).

Lors de la séance d’acquisition de 15 mn, les souris apoE3 ont encore montré une
activité locomotrice plus importante que celle des autres lignées (F(1,28) = 7,44, p = 0,017 ;
test de Fisher : apoE3 vs les 3 autres lignées : p < 0,042). Les femelles ont montré une
tendance a étre moins actives que les males (F(1,56) = 3,78 ; p = 0,057) indépendamment du
génotype (sexe x génotype : F(3,56) = 0,29 ; p = 0,831). La comparaison des souris apoE3 et
apoE4 confirme que les souris apoE3 sont plus actives que les souris apoE4, les femelles
ayant tendance a étre moins actives que les males (génotype : F(1,28) = 7,44, p = 0,011 ;
sexe . F(1,28) = 3,41 ; p = 0,075 ; sexe x génotype : F(1,28) = 0,64 ; p = 0,431).

Lors de la séance de rétention de 15 mn, I’activité locomotrice des souris apoE3 a paru
plus importante que celle des autres lignées, mais cette fois I’effet du génotype n’a pas atteint
la significativité¢ (F(3,56) = 1,93, p = 0,135). Indépendamment du génotype, les souris
femelles ont été moins actives que les souris males (sexe . F(1,56) = 11,45 ; p = 0,001 ; sexe
x genotype : F(3,56) = 0,35, p = 0,792). L’analyse limitée aux souris apoE3 et apoE4
confirme ces résultats (sexe : F(1,28) = 8,81 ; p = 0,006 ; génotype : F(1,28) = 3,08; p =
0,090 ; sexe x génotype : F(1,28) = 0,65, p = 0,427).

En résumé, les souris apoE3 sont, dans I’ensemble, plus actives dans cette
épreuve que les souris des autres lignées ; les males étant plus actifs que les femelles lors

des séances réalisées en présence d’objets.

Exploration totale des objets durant les séances d’acquisition et de rétention

Au cours de ces deux séances (voir figure 33), les souris femelles explorent moins
I’ensemble des objets que les males et ceci, indépendamment du génotype (séance
d’acquisition : sexe : F(1,56) = 23,12 ; p < 0,0001 ; sexe x génotype : F(3,56) = 0,48 ; p =
0,696 ; séance de rétention : sexe : F(1,56) = 25,13 ; p < 0,0001 ; sexe x génotype : F(3,56)
= 0,37 ; p = 0,777). L’analyse restreinte aux souris apoE3 et apoE4 confirme ce résultat sur
les deux sé€ances (acquisition : sexe : F(1,28) = 12,46 ; p = 0,001 ; sexe x génotype : F(1,28)
= 094; p = 0,341 ; rétention : sexe: F(1,28) = 13,82; p = 0,0009 ; sexe x génotype :
F(1,28) = 0,40 ; p = 0,531).
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Figure 34 : Exploration des objets déplacés et non déplaces
lors des séances d'acquisition et de rétention de la tache de
reconnaissance spatiale

Durant la séance d'acquisition, les deux catégories d'objets ont globalement été explorés de
la méme facon. Durant la séance de rétention, les males ont montré de relativement bonnes
performances de reconnaissance spatiale, contrairement aux femelles (sauf pour les
femelles apoE-KO).

La valeur d'exploration des deux catégories d'objets est exprimée en moyenne + erreur-type
calculées sur les 15 mn de chaque séance (acquisition et rétention).

* = Différence entre objets déplacés et non déplacés a p<0,05
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Un effet du génotype est mis en évidence au cours des deux séances (acquisition :
F(3,56) = 3,34; p = 0,026 ; rétention : F(3,56) = 3,33, p = 0,026). Les souris apoE3
explorent plus les objets que les souris apoE-KO a la séance d’acquisition (fest de Fisher :
apoE3 vs apoE-KO : p = 0,003 ; autres comparaisons : p > 0,054), et les souris apoE3 et
apoE4 ont plus exploré les objets que les souris B6 et apoE-KO a la séance de rétention (Zest
de Fisher : apoE3 vs B6 et apoE3 vs apoE-KO : p <0,049 ; apoE4 vs apoE-KO : p = 0,022 ;
autres comparaisons : p > 0,094). L’analyse restreinte aux souris apoE3 et apoE4 ne montre
pas de différence entre les deux lignées (acquisition : génotype : F(1,28) = 1,14 ; p = 0,295 ;
rétention : génotype : F(1,28) = 0,08 ; p = 0,781).

En résumé, les souris males explorent davantage les objets par rapport aux souris
femelles. Les souris apoE3, et dans une moindre mesure les souris apoE4, explorent plus

les objets que les souris apoE-KO.

Performance de reconnaissance

Au cours de la séance d’acquisition, I’ensemble des souris des 4 lignées a exploré les
deux catégories d’objets (déplacés et non déplacés) de la méme fagon (catégorie d’objet :
F(1,56) = 1,60; p = 0,211, pas d’interactions ni avec le sexe, ni avec le génotype).
Néanmoins, lorsque ’analyse est réalisée pour chaque sexe et chaque génotype (voir figure
34, partie bleue), les males B6 ont montré une tendance a préférer la catégorie des objets
déplacés (catégorie d’objet: F(1,7) = 4,83, p = 0,064) et les femelles apoE-KO ont
significativement préféré la catégorie des objets non déplacés (catégorie d’objet : F(1,7) =
14,04 ; p = 0,007). Tous les autres groupes ont exploré les deux catégories d’objets de la
méme facon (F(1,7) <1,60,; p>0,247).

L’analyse restreinte aux souris apoE3 et apoE4 n’a montré aucune différence entre les
deux lignées, qui ont explor¢ les deux catégories d’objets de la méme facon (pas d’effet de la

catégorie d’objet, ni d’interactions avec d’autres facteurs).

Durant la séance de rétention, I’ensemble des souris (4 lignées confondues) a préféré
les objets déplacés aux objets non déplacés (catégorie d’objet : F(1,56) = 49,41 ; p < 0,0001 ;
catégorie d’objet x génotype : F(3,56) = 0,81 ; p = 0,492). La performance des males a été

meilleure que celle des femelles (catégorie d’objet x sexe : F(1,56) = 6,52 ; p = 0,013). De
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plus, leur performance a été dépendante du génotype contrairement a celle des femelles
(catégorie d’objet x sexe x génotype : F(3,56) = 4,27 ; p = 0,009 ; catégorie d’objet x
génotype : pour les males : F(3,28) = 3,02 ; p = 0,046 ; pour les femelles : F(3,28) = 2,16 ; p
=0,115).

D’un c6té, méme si I’ensemble des femelles montre une préférence pour les objets
déplacés (catégorie d’objet : femelles : F(1,28) = 9,01 ; p = 0,006), celle-ci apparait tres
faible sauf pour les femelles apoE-KO (catégorie d’objet : femelles B6 : F(1,7) = 0,63 ; p =
0,453 ; femelles apoE-KO : F(1,7) = 12,76 ; p = 0,009 ; femelles apoE3 : F(1,7) = 0,01 ; p =
0,906 ; femelles apoE4 : F(1,7) = 4,05 ; p = 0,084 ; voir figure 34, partie verte). D’un autre
coté, les males montrent dans leur ensemble de bonnes performances de reconnaissance
spatiale (catégorie d’objet : males : F(1,28) = 51,68 ; p < 0,0001), mais celle-ci est plus
marquée pour les males apoE3 et apoE4 que pour les males apoE-KO et B6 (catégorie
d’objet : males B6 : F(1,7) = 5,34 ; p = 0,054 ; males apoE-KO : F(1,7) = 5,37 ; p = 0,054 ;
mdles apoE3 : F(1,7) = 45,62 ; p = 0,0003 ; madles apoE4 : F(1,7) = 25,31 ; p = 0,001).

La comparaison des souris apoE3 et apoE4 confirme que seules les souris de sexe
male montrent de bonnes performances (catégorie d’objet x sexe : F(1,28) = 9,12; p =
0,005 ; catégorie d’objet pour les males : F(1,14) = 69,93 ; p < 0,0001 ; catégorie d’objet
pour les femelles : F(1,14) =2,08 ; p = 0,171).

En résumé, les males ont globalement montré de bonnes performances de
reconnaissance spatiale, en particulier ceux des deux lignées « knock-in ». Par contre, les
femelles ont globalement montré des performances relativement faibles, excepté les

femelles apoE-KO.

Lors de la séance de rétention, 1’exploration des objets et I’activité locomotrice des
femelles étaient systématiquement plus faibles que celles des males quelle que soit la lignée
(voir figure 32). De plus, le test de corrélation de Spearman a effectivement montré que
I’exploration totale des objets était liée au niveau d’activité locomotrice au cours de la séance
d’acquisition (p < 0,05) et au cours de la séance de rétention (p < 0,05). 1l est possible que la
comparaison des temps d’exploration des deux catégories d’objets ne soit pas adaptée pour
évaluer une performance de reconnaissance chez des souris femelles explorant peu. Nous

avons également analysé les données en calculant un indice de reconnaissance spatiale
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Figure 35 : Indice de reconnaissance spatiale

Les males présentent tous de bonnes performances (valeur de l'indice significativement
supérieure au hasard), alors que seules les femelles apoE-KO montrent de bonnes
performances.

L’indice de reconnaissance (moyenne + erreur-type), est calculé en divisant I'exploration
moyenne des objets déplacés (D) par la somme des moyennes des explorations des
objets déplacés et non déplacés (D+ND).

* = Différent du hasard a p<0,05 (sexes séparés)
## et ### = Différent du hasard respectivement a p<0,01 et p<0,001(sexes confondus)
NS = non significatif
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(D/(D+ND)), ce qui permet de s’affranchir des différences de niveau d’exploration totale des

objets dans 1’évaluation de la performance. Comme nous 1’avions supposé, 1’effet 1i¢ au
facteur sexe n’apparait pas lorsque les données sont analysées en terme d’indice de
reconnaissance (sexe : F(1,56) = 0,37 ; p = 0,546). Par contre, nous constatons que 1’effet du
génotype est proche de la significativité (genotype : F(3,56) = 2,41 ; p = 0,076). Or, comme
I’indique la figure 35, I’effet du génotype varie nettement en fonction du sexe (sexe x
génotype : F(3,56) = 4,08, p = 0,011). Les males des 4 lignées ne différent pas entre eux
(genotype : F(3,28) = 1,28 ; p = 0,299) et présentent des indices de reconnaissance supérieurs
au hasard (test de Student : p < 0,038 pour les 4 lignées). Par contre, dans les groupes de
souris femelles, seules les souris apoE-KO ont obtenu un indice de reconnaissance
significativement différent du hasard (génotype : F(3,28) = 3,58 ; p = 0,026 ; test de Student :
B6 :p=0,405; apoE-KO : p = 0,007 ; apoE3 : p = 0,350 ; apoE4 : p = 0,062).

L’analyse restreinte aux souris « knock-in » montre uniquement une interaction sexe x
génotype (F(1,28) = 8,24 : p = 0,008). En effet, les males apoE3 ont en moyenne un meilleur
indice de reconnaissance que les femelles apoE3 (sexe : apoE3 : F(1,14) = 8,26 ; p = 0,012),
alors que les indices des males et des femelles apoE4 ne différent pas significativement entre
eux (sexe : apoE4 : F(1,14) = 1,21 ; p = 0,290).

REMARQUE: la trés faible valeur de I’indice de reconnaissance chez les souris
femelles apoE3 (d’aprés la figure 34, ’indice devrait approcher 0,5) vient du fait qu’une
souris apoE3 femelle a trés peu exploré les objets déplacés lors de la séance de rétention. Les
valeurs trés faibles d’exploration obtenues pour cette souris (objets déplacés = 0,415 s et

objets non déplacés = 2,067 s) ont abouti a un indice de reconnaissance de 0,167.

En résumé, I’analyse des résultats en terme d’indice de reconnaissance spatiale
confirme les bonnes performances des males des 4 lignées et des femelles apoE-KO, ainsi

que les performances relativement faibles des autres lignées de souris femelles.

Comparaison avec la cohorte des souris « jeunes »

Bien que les deux cohortes n’aient pas été testées au méme moment, il nous a paru
intéressant de comparer les résultats obtenus entre la cohorte de souris « jeunes » et celle des

souris « agées ».
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Figure 36 : Comparaison des performances de
reconnaissance spatiale des cohortes "jeune" et "agéee"

A. L'exploration totale des objets est indiquée par la moyenne + erreur-type pendant les
séances d'acquisition (Acq) et de rétention (Ret). On constate que les souris "agées"
explorent davantage les objets par rapport aux souris "jeunes”.

B. L'indice de reconnaissance a la séance de rétention est indiqué en moyennes + erreur-
type. La performance semble globalement diminuer avec I'age.
* = Différent des souris "jeunes" a p<0,05.
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Sur la partie A de la figure 36, on constate que les souris de la cohorte « agée » ont
exploré davantage les objets par rapport aux souris de la cohorte « jeune » pendant la séance
d’acquisition uniquement (dge : acquisition : F(1,113) = 23,63 ; p < 0,0001 ; rétention :
F(l1,113) = 2,88, p = 0,092). Cette augmentation de 1’exploration des objets avec I’age
durant la séance d’acquisition semble étre plus marquée chez les males que chez les femelles
(dge x sexe : F(1,113) = 6,80 ; p = 0,010 ; effet de ’dge pour les mdles : F(1,57) = 21,77 ; p
< 0,0001 ; pour les femelles : F(1,56) = 3,58 ; p = 0,064). Aucun autre effet (ou interaction)
n’a été mis en €vidence lors des séances d’acquisition ou de rétention (non représenté).

Concernant les performances en terme d’indice de reconnaissance spatiale (voir figure
36, B), nous constatons que celles des souris « agées » sont globalement plus faibles que
celles des souris « jeunes » (dge: F(1,113) = 5,32; p = 0,023 ; dge x sexe x génotype :
F(3,113) = 4,31, p = 0,006). En effet, les performances semblent diminuer avec 1’age, en
particulier pour les souris femelles apoE3 et, dans une moindre mesure, pour les souris males
apoE4 (femelles apoE3 : F(1,14) = 11,68 ; p = 0,004 ; mdles apoE4 : F(1,14) = 3,58 ; p =
0,079 ; autres groupes : F(1,14-15) <2,85; p>0,114).

6. Test de la piscine de Morris

a. Vitesse de nage

Durant I’essai de « nage libre » (avant le protocole de mémoire de référence), les
vitesses de nage ont été calculées et présentées dans le tableau ci-aprés. L’analyse révele que
les souris apoE3 ont eu tendance a nager moins vite que les souris apoE4 et B6, (génotype :
F(3,53) =2,70; p = 0,055) indépendamment du sexe des animaux (sexe . F(1,53) = 2,48 ; p
= 0,121 ; sexe x génotype : F(3,53) = 1,20, p = 0,319). L analyse limitée aux deux lignées
transgéniques apoE4 et apoE3 confirme que les souris apoE3 ont nagé moins vite que les
souris apoE4 (génotype : F(1,27) = 4,70 ; p = 0,039 ; sexe : F(1,27) = 2,21 ; p = 0,149 ; sexe
x génotype : F(1,27) = 1,88 ; p = 0,181).

Puisque toutes les souris n’ont pas nagé a la méme vitesse, nous avons

préférentiellement analysé les performances d’apprentissage en terme de distance parcourue

jusqu’a la plate-forme, plutot qu’en terme de latence d’atteinte de la plate-forme.
Durant le test de rétention (apres le protocole de mémoire de référence), les vitesses de

nage ont ¢galement été calculées (voir tableau ci-apres). Lors de cet essai, les souris de

110



Distance moyenne parcourue

M jour1

B jour2
O jour 3
O jour 4
x x
¥ X x x
x X x X X x X
* ¥ * * * X * x

= 1000 -

8 ]

(D) ]

g 800

5 ]

4 600 -

© ]

o

© 400 -

© 1

3 200 -

%]

=, I

0
males femelles males femelles males femelles males femelles
—_— —_— ~—_— —_—
B6 apoE-KO apoE3 apoE4

Figure 37 : Performances d'apprentissage de la tache

de mémoire de référence dans la piscine de Morris (4))

Les performances sont exprimées en terme de distance parcourue pour rejoindre
la plate-forme (moyenne + erreurs-type des distances parcourues au cours des 4
essais d'un jour donné).

ANOVA : Effet du jour d'apprentissage a * = p<0,05 ; ** = p<0,01 ; *** = p<0,001 ;
*rrx = p<0,0001
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chaque lignée ont montré la méme vitesse de nage (génotype : F(3,53) = 2,46 ; p = 0,072 ;
sexe . F(1,53) = 0,49, p = 0,487 ; sexe x génotype : F(3,53) = 0,65 ; p = 0,588). Aucune
différence n’a été mise en évidence entre les souris apoE3 et apoE4 lors du test de rétention

(F(1,27) <1,08 ; p > 0,308).

Vitesse de nage a I’essai de « nage libre »
(moyenne en cm/s + erreur standard)
lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
sexe
males 17,2£0,8 15,3+£0,3 15,9+£0,8 16,6 £ 0,9
femelles 15,9 £0,7 15,6 £0,5 13,5+0.,8 16,5%0,8
Vitesse de nage au test de rétention (probe trial)
(moyenne en cm/s + erreur standard)
lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
sexe
males 19,1 £0,6 18,0+ 1,2 18,0+ 0,8 19,0 £0,7
femelles 20,4+ 0,6 16,9 +£0,9 18,8+ 1,4 19,8 £ 0,6

b. Tache de mémoire de référence (4 )

Dans la tache de mémoire de référence, la plate-forme invisible est localisée au centre
du quadrant Ouest (=quadrant cible). Les souris sont déposées dans le bassin a partir de 4
points de lacher différents, chacun des 4 points de lacher étant utilisé¢ quotidiennement. Les
performances sont analysées en terme de moyenne des 4 essais pour un méme jour. L’analyse
des performances du premier jour montre que les 4 lignées de souris présentent un niveau de
base semblable (génotype : F(3,53) = 1,67 ; p = 0,185), les males étant meilleurs que les
femelles (sexe : F(1,53) = 8,42 ; p = 0,005 ; sexe x génotype : F(3,53) = 0,41 ; p = 0,747). La
comparaison des souris apoE3 et apoE4 ne montre aucune différence entre les deux lignées
(génotype : F(1,27) = 0,55 ; p = 0,466 ; sexe : F(1,27) = 2,68 ; p = 0,113 ; sexe x génotype :
F(1,27) = 0,01 ; p = 0,945).

Globalement, les souris réduisent la distance parcourue pour rejoindre la plate-forme
au cours des 4 jours d’apprentissage (jour : F(3,159) = 53,75 ; p < 0,0001). Sur la figure 37,
on peut voir que les males ont été plus performants que les femelles (sexe : F(1,53) = 20,10 ;

p < 0,0001). Les souris apoE4 ont été globalement plus performantes que les souris apoE3 et
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B6 (génotype : F(3,53) = 2,93 ; p = 0,042 ; génotype x sexe : F(3,53) = 0,91 ; p = 0,441 ;
génotype x jour : F(9,159) = 1,05 ; p = 0,404 ; génotype x sexe x jour : F(9,159) = 1,80 ; p =

0,071 ; test de Fisher : apoE4 vs B6 et apoE3 : respectivement p = 0,017 et p = 0,023).
L’amélioration de la performance au cours de I’apprentissage a été confirmée pour chaque
groupe pris individuellement (effet jour : F (3,15 a 21) > 3,28 ; p < 0,041). La comparaison
des souris apoE3 et apoE4 a confirmé la meilleure performance des souris apoE4 par rapport
aux souris apoE3 et des males par rapport aux femelles (sexe - F(1,27) = 6,41 ; p = 0,017 ;
génotype : F(1,27) = 6,37 ; p = 0,018 ; sexe x génotype : F(1,27) = 0,27 ; p = 0,607).

L’analyse des performances du dernier jour montre que les 4 lignées de souris ont
atteint un niveau de performance similaire (génotype : F(3,53) = 0,70 ; p = 0,554), bien que
celui des males reste meilleur que celui des femelles (sexe . F(1,53) = 5,23 ; p = 0,026 ; sexe
x genotype : F(3,53) = 1,84 ; p = 0,151). La comparaison des lignées apoE3 et apoE4 donne
le méme type de résultats (génotype : F(1,27) = 0,24 ; p = 0,625 ; sexe : F(1,27) = 5,78 ; p =
0,023 ; sexe x génotype : F(1,27) = 3,02 ; p = 0,093).

En résumé, on peut dire que toutes les lignées ont amélioré de la méme facon leur
capacité a retrouver la plate-forme invisible au cours de I’apprentissage. Les males des 4

lignées ont présenté de meilleures performances que les femelles.

c. Test de rétention (probe trial, 1)

Lors du test de rétention 24 h apres la fin de ’apprentissage, la plate-forme est retirée
et les souris nagent librement dans le bassin pendant 60 secondes. On évalue la performance
par le temps passé dans le quadrant cible qui contenait la plate-forme pendant 1’apprentissage
(ici le quadrant Ouest).

L’ANOVA montre que toutes les souris ont globalement préféré le quadrant cible aux
trois autres quadrants (quadrant : F(3,212) = 34,08 ; p < 0,0001 ; test de Fisher : quadrant
cible vs les 3 autres quadrants : p < 0,0001). On peut voir sur la figure 38 que les quatre
lignées ont globalement montré de bonnes performances (quadrant x génotype : F(9,212) =
0,62 ; p = 0,780 ; quadrant x génotype x sexe : F(9,212) = 1,31 ; p = 0,231), bien qu’il existe
une interaction quadrant x sexe (F(3,212) = 4,53 ; p = 0,004). Les souris des deux sexes ont
préféré le quadrant cible (test de Fisher : quadrant cible vs les 3 autres quadrants : femelles :

p <0,002 ; males : p <0,004), bien que chez les males, le temps passé dans le quadrant Sud,
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Figure 40 : Fréguentation du bassin

durant le test de rétention

Pour les huit groupes de souris (méales et femelles des lignées B6, apoE-KO, apoE3 et
apoE4), la fréquentation du bassin est indiquée par un code couleur. Les couleurs
"froides” (bleu) indiquent les zones du bassin les moins fréquentées et les couleurs
"chaudes" (jaune a rouge) les zones du bassin les plus fréquentées. La plate-forme,
absente lors de ce test de rétention, était située dans le quadrant Ouest (en haut sur la
figure). Le point de lacher des souris est indiqué par la fleche rouge.
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adjacent au quadrant cible, ait été important (test de Fisher : quadrant Sud vs quadrant Nord
et Est : p <0,0002).

La comparaison des performances des souris apoE3 et apoE4 permet de mettre
clairement en évidence la trés faible performance des souris apoE4 femelles (voir figure 38).
En effet, ’ANOVA souligne une interaction sexe x génotype x quadrant (F(3,108) = 2,93 ; p
= 0,037), car les souris apoE4 femelles sont les seules qui aient exploré tous les quadrants de
la méme fagon (effet du quadrant : apoE3 males : F(3,28) = 10,23 ; p = 0,0001 ; apoE3
femelles : F(3,24) = 5,39 ; p = 0,006 ; apoE4 males : F(3,28) = 9,80, p = 0,0001 ; apoE4
femelles : F(3,28) = 1,78 ; p = 0,174).

Le temps passé dans le quadrant cible a été supérieur au niveau du hasard pour
chacune des 4 lignées de souris. Néanmoins, la performance de chaque groupe pris
individuellement (génotypes et sexes séparés) est restée relativement faible (voir figure 39):
la fréquentation du quadrant cible n’a que rarement atteint une valeur significativement
supérieure au hasard (test de Student, sexes confondus et sexes séparés: voir tableau ci-

apres).

Probabilité que le temps passé dans le quadrant cible

ne soit pas supérieur au niveau du hasard (test de Student)

lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
sexe
sexes confondus p=0,0233 p=0,0089 p=0,0060 p=0,0130
males p=0,0503 p=0,1782 p=0,0143 p=0,0088
femelles p=0,2094 p=0,0357 p=0,0945 p=0,3857

La représentation de la fréquentation du bassin par les différents groupes de souris
(voir figure 40) illustre le déficit des souris apoE4 femelles qui semblent présenter une
recherche de la plate-forme moins précise que celle des autres groupes. En effet, la
fréquentation du bassin par les souris apoE4 femelles semble « s’étaler » sur les quadrants
Nord, Ouest et Sud, au lieu de se focaliser sur le quadrant cible Ouest, comme pour les souris
des autres groupes.

En résumé, on peut dire que les 4 lignées de souris (sexes confondus) ont montré
de bonnes performances lors de cet essai-test. Par contre, la comparaison des deux

lignées apoE3 et apoE4 a clairement mis en évidence un déficit de performance chez les

souris femelles apoE4.
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Figure 41 : Distance parcourue pour rejoindre la
plate-forme dans le protocole d'appariement
differé (DMP) du test de la piscine de Motrris

Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur-type des distances (en
cm) parcourues au cours des 4 essais, sur les 4 jours d'apprentissage.
A. Sexes confondus : contrairement aux trois autres lignées, les souris
apoE4 n'améliorent pas leur performance au cours des 4 essais.

B. Sexes séparés : 'amélioration des performances des souris apoE3 et
des souris apoE4 n'atteint pas le seuil de significativité lorsque les deux
sexes sont considérés séparément.

#, #i#, i, #H#H# = Amélioration significative au cours des 4 essais
respectivement a p<0,05 ; p<0,01 ; p<0,001 ; et p<0,0001.
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d. Tache d’appariement différé (delayed matching-to-place task — 4 j)

Dans la tiche d’appariement différé, I’emplacement de la plate-forme est modifié d’un
jour a ’autre, mais reste constant au cours des 4 essais d’un méme jour. La figure 41 (partie
A : sexes séparés ; partie B : sexes confondus) indiquent les résultats obtenus lors de cette
tache, en terme de distance parcourue jusqu’a la plate-forme lors de chaque essai.

Au premier essai, ¢’est-a-dire a chaque fois que la plate-forme se trouvait a un nouvel
emplacement, les 4 lignées de souris ont toutes parcouru des distances comparables
(genotype : F(3,53) = 0,73 ; p = 0,539 ; sexe : F(1,53) = 0,03 ; p = 0,851 ; sexe x génotype :
F(3,53)=0,39;p=0,759).

Entre le premier et le deuxiéme essai, séparés par un délai d’une heure, les souris (4
lignées confondues) améliorent toutes leurs performances (F(1,53) = 11,05 ; p = 0,002), et
aucun autre effet (sexe, génotype, interactions) n’a été mis en évidence. Néanmoins, on peut
remarquer que 1’amélioration des performances entre ces deux essais séparés d’une heure est
relativement modeste (voir tableau ci-apres). Lorsque les génotypes sont séparés (voir figure
41, A), seule la lignée apoE3 montre une amélioration significative de ses performances entre
les essais 1 et 2 ; et lorsque les sexes et les génotypes sont séparés (voir figure 41, B), seul le
groupe des femelles apoE-KO montre une amélioration significative de ses performances

entre les essais 1 et 2.

Amélioration (diminution des distances parcourues) entre les essais 1 et 2
lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
sexe
sexes confondus p=0,4292 p=0,1174 p=0,0440 p=0,0635
males p=0,5139 p=0,8844 p=0,0787 p=0,2353
femelles p=0,6760 p=0,0249 p=0,2614 p=0,1668

Les 3 derniers essais (essais 2, 3 et 4) étaient séparés chacun par un délai de 5 minutes.
Tous les groupes de souris ont parcouru la méme distance jusqu’a la plate-forme lors de
I’essai 2 (génotype : F(3,53) = 0,97 ; p = 0,412 ; sexe : F(1,53) = 1,38 ; p = 0,246 ; sexe x
génotype : F(3,53) = 0,42; p = 0,738). L’ensemble des souris (4 lignées confondues) a

amélioré ses performances entre les essais 2 et 4 (essai . F(1,53) = 26,23 ; p < 0,0001). 11
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semble néanmoins que toutes les lignées n’aient pas clairement exprimé cette amélioration
(essai x génotype : F(3,53) = 2,42 ; p = 0,077). En effet, lorsque les lignées sont séparées
(voir tableau ci-apres), seules les souris apoE4 (sexes confondus) n’ont pas diminué leurs
distances parcourues jusqu’a la plate-forme, a la différence des souris apoE-KO, B6 et apoE3
dans une moindre mesure. Bien qu’aucune interaction essai X génotype X sexe n’ait été mise
en évidence, on peut remarquer que, lorsque les performances des groupes de souris sont
analysées par génotype et par sexe (voir tableau ci-apres), la diminution de la distance
parcourue jusqu’a la plate-forme entre les essais 2 et 4 n’est significative que pour les groupes

de souris B6 ou apoE-KO des deux sexes (voir tableau ci-apres et figure 41, B).

Amélioration (diminution des distances parcourues) entre les essais 2 et 4
lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
sexe
sexes confondus p=0,0004 p=0,0005 p=0,0598 p=0,6101
males p=0,0055 p=0,0131 p=0,2928 p=0,2321
femelles p=0,0435 p=0,0283 p=0,1234 p=0,8378

Cette absence d’amélioration des souris apoE4 au cours des essais est également mise

en évidence lorsque 1’analyse porte sur la totalité des 4 essais. En effet, toutes les souris

améliorent globalement leurs performances au cours des 4 essais (essai . F(3,159) = 23,54 ; p
< 0,0001). Néanmoins, une tendance a un effet global du génotype (F(3,53) = 2,38, p =
0,080) suggere que la progression des performances n’est pas équivalente pour toutes les
lignées. En effet, lorsqu’on analyse séparément les performances des différentes lignées (voir
figure 41, A), les souris de la lignée apoE4 sont les seules a ne pas montrer d’amélioration au
cours des 4 essais a la différence des lignées apoE3, apoE-KO et B6 (voir tableau ci-apres).
Lorsque les performances sont analysées par groupe et par sexe (voir figure 41, B), seuls les
males apoE-KO, les males B6 et les femelles apoE-KO améliorent significativement leurs

performances entre les essais 1 et 4 (voir tableau ci-apres).
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Figure 42 : Distance parcourue pour

rejoindre la plate-forme visible

Tous les groupes de souris ont montré de bonnes performances
au cours des 4 essais avec plate-forme visible. La distance
parcourue est exprimée par la moyenne + erreur-type.

Les deux premiéres barres en pointillés indiquent (pour
mémoire) la distance moyenne parcourue par essai lors des
protocoles de mémoire de référence (REFERENCE) et
d'appariement difféeré (DMP) avec plate-forme invisible.
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Amélioration (diminution des distances parcourues) entre les essais 1 et 4

lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
Sexe
sexes confondus p<0,0001 p<0,0001 p=0,0028 p=0,1073
males p=0,0002 p=0,0140 p=0,0581 p=0,0714
femelles p=0,1506 p<0,0001 p=0,0765 p=0,2419

Les différentes lignées de souris n’ont donc pas atteint le méme niveau de
performance lors du dernier essai (génotype : F(3,53) = 3,05, p = 0,036 ; sexe : F(1,53) =
0,32, p=20573, sexe x genotype : F'(3,53) = 1,19 ; p = 0,322). En effet, les souris apoE4 ont
été moins performantes au dernier essai que les souris B6 et apoE-KO (test de Fisher :

respectivement p = 0,043 et p = 0,004).

e. Plate-forme visible (1 j)

Au lendemain du protocole d’appariement différé, les souris doivent au cours de 4
essais rejoindre la plate-forme rendue visible (intervalle inter-essais de 5 mn) et ceci, afin de
tester 1’absence de déficits visuo-moteurs des souris expérimentales. Le point de lacher et
I’emplacement de la plate-forme changent d’un essai a I’autre.

Au cours de ces 4 essais (voir figure 42), tous les groupes de souris ont rapidement
rejoint la plate-forme visible (distance moyenne parcourue par essai = 248 + 10 cm par
opposition aux 593 £ 13 c¢m dans le protocole de mémoire de référence et aux 631 £ 13 cm
dans le protocole DMP). Aucun effet du sexe ni du génotype n’a été mis en évidence
(genotype : F(3,53) = 0,34 ; p = 0,796 ; sexe : F(1,53) = 3,66, p = 0,061 ; sexe x génotype :
F@3,53) = 0,57 ; p = 0,635), ni d’effet de l'essai (F(3,159) = 1,27; p = 0,288 ; pas
d’interaction avec d’autres facteurs), toutes les souris ayant obtenu de trés bonnes

performances.
7. Labyrintheen Y

a. Voltage des chocs électriques

Pour ’apprentissage du labyrinthe en Y, le niveau des chocs électriques délivrés a été

ajusté pour chaque souris lors des 2-3 premiers essais de la séance d’acquisition, de maniére a
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la tAche d'évitement actif dans le labyrinthe en Y

Les essais nécessaires aux différents groupes de souris pour atteindre le critere de 7
essais corrects sur 8 essais consécutifs sont indiqués par la moyenne + erreur-type.
* = Différence entre les males et les femelles a p<0,05
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Figure 44 : Erreurs commises durant la séance d'acquisition

de la tache d'évitement actif dans le labyrinthe en Y
Les erreurs d'évitement ou de discrimination sont indiquées par la moyenne + erreur-type.
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ce que I’animal léve immédiatement une ou deux pattes lors du choc (maximum 40V en
courant alternatif). Les niveaux ainsi établis sont différents selon les groupes de souris
(genotype : F(3,53) = 6,48 ; p = 0,0008 ; sexe : F(1,53) = 0,14 ; p = 0,714 ; sexe x génotype :
F(3,53) = 6,84 ; p = 0,0006). Aucune différence du niveau de choc n’a été¢ mise en évidence
chez les femelles (génotype : F(3,27) = 0,12 ; p = 0,950), alors que chez les males, le niveau
des chocs a été plus faible pour les souris apoE-KO que pour les souris des autres lignées
(genotype : F(3,26) = 8,96 ; p = 0,0003 ; test de Fisher : apoE-KO vs B6, apoE3 et apoE4 :
respectivement p < 0,0001 ; p = 0,0001 et p = 0,001). Lorsque 1’analyse était restreinte aux
souris apoE3 et apoE4, aucune différence dans le niveau de choc nécessaire n’a été mis en
évidence entre les deux génotypes (génotype : F(1,27) = 1,27 ; p = 0,270 ; sexe x génotype :
F(1,27) = 0,13 ; p = 0,724), mais le niveau de choc attribu¢ aux males a été plus important
que celui attribué aux femelles (sexe : F(1,27) = 4,45 ; p = 0,044).

Voltage des chocs électriques (moyenne =+ erreur-type)

lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
sexe
Males 46,5+ 1,4V 37,5+2,1V 46,0 + 0,5V 44,6 + 1,0V
Femelles 43,2+ 0,7V 43,5+ 0,8V 43,7+ 0,5V 43,0+ 1,2V

Chez les souris « jeunes », le voltage était corrélé de fagon significative au poids des
animaux sur la population globale. Ce n’est pas le cas pour la cohorte de souris « agées » (z =

1,80 p=0,072).

b. Séance d’acquisition dans la tache du labyrinthe en Y

Lors de la séance d’acquisition de la tache, tous les groupes de souris ont présenté un
nombre comparable d’essais pour atteindre le critere de 7 essais corrects sur 8 essais
consécutifs (sexe : F(1,53) = 0,33 ; p = 0,567 ; génotype : F(3,53) = 1,26 ; p = 0,296 ; sexe x
génotype : F(3,53) = 0,17 ; p = 0,914 ; voir figure 43, barres grises). De méme, I’analyse
restreinte aux souris apoE3 et apoE4 ne montre aucune différence entre les deux lignées
(sexe : F(1,27) = 0,04 ; p = 0,832 ; génotype : F(1,27) = 2,09 ; p = 0,160 ; sexe x génotype :
F(1,27) = 0,17 ; p = 0,683).
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de la tache d'évitement actif dans le labyrinthe en 'Y
Les erreurs commises sont indiquées par la moyenne + erreur-type.
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Le nombre d’erreurs d’évitement (voir figure 44, partie gauche) a été globalement
plus important chez les males que chez les femelles (sexe : F(1,53) = 5,76 ; p = 0,020 ;
génotype : F(3,53) = 0,33, p = 0,802, sexe x génotype : F(3,53) = 0,26, p = 0,853).
Néanmoins, cet effet disparait lorsque les lignées sont analysées séparément (souris B6 :
F(l,14) = 0,38, p = 0,548 ; souris apoE-KO : F(1,12) = 3,26 ; p = 0,096 ; souris apoE3 :
F(l,13) = 1,48 ; p = 0,245 ; souris apoE4 : F(1,14) = 1,33 ; p = 0,268). Le nombre d’erreurs
de discrimination (voir figure 44, partie droite) a été, par contre, globalement plus important
chez les femelles que chez les males (sexe : F(1,53) = 4,095 ; p = 0,0481 ; génotype : F(3,53)
= 1,353, p = 0,2671 ; sexe x génotype : F(3,53) = 0,656 ; p = 0,5828). Cet effet disparait
également lorsque les lignées sont analysées séparément (souris B6 : F(1,14) = 1,02, p =
0,329 ; souris apoE-KO : F(1,12) = 0,38, p = 0,549 ; souris apoE3 : F(1,13) = 0,26 ; p =
0,621 ; souris apoE4 : F(1,14) = 2,97 ; p = 0,107).

En résumé, les différentes lignées ont acquis la tache de la méme facon, les seules

différences mises en évidence étant liées au sexe des animaux. Les méales commettent
plus d’erreurs d’évitement que les femelles, alors que ces derniéres commettent plus

d’erreurs de discrimination que les males.

c. Séance de rétention dans la tache du labyrinthe en Y

Lors de la séance de rétention de la tache, les souris males ont globalement mis moins
d’essais que les femelles pour atteindre le critére de 7 essais corrects sur 8 essais consécutifs
(sexe : F(1,53) = 5,55, p = 0,022 ; génotype : F(3,53) = 0,70 ; p = 0,557 ; sexe x génotype :
F(3,53) = 0,98 ; p = 0,409 ; voir figure 43, barres noires). L’analyse restreinte aux souris
apoE3 et apoE4 ne montre aucun effet significatif (sexe : F(1,27) = 2,84, p = 0,103 ;
geénotype : F(1,27) = 0,02; p = 0,885, sexe x génotype : F(1,27) = 2,42; p = 0,132).
Néanmoins, on peut remarquer que les souris femelles apoE4 ont mis plus d’essais a atteindre
le critere que les souris apoE4 males (F(1,14) = 7,79 ; p = 0,014), alors que ceci n’est pas
observé chez les souris apoE3 (F(1,13) = 0,01 ; p = 0,938).

Le nombre d’erreurs d’évitement (voir figure 45, partie gauche) n’a pas été influencé
par le sexe des animaux (sexe : F(1,53) = 0,42 ; p = 0,518 ; génotype : F(3,53) = 1,71 ; p =
0,175) mais ’ANOVA a révélé une tendance a I’interaction sexe x génotype (F(3,53) = 2,39 ;
p = 0,079). En effet, I’effet du génotype n’est significatif que chez les femelles (mdles :
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F(3,26) = 0,34; p = 0,797 ; femelles : F(3,27) = 3,36, p = 0,033), au sein desquelles les

souris apoE4 commettent plus d’erreurs que les femelles apoE-KO et apoE3 (test de Fischer :
apoE4 vs apoE-KO : p = 0,017 ; apoE4 vs apoE3 : p = 0,009). L’analyse restreinte aux souris
apoE3 et apoE4 confirme ce plus fort nombre d’erreurs d’évitement chez les femelles apoE4
par rapport aux femelles apoE3 au cours de la séance de rétention (sexe x génotype : F(1,27)
=515, p = 0,031 ; effet du génotype chez les males : F(1,14) = 0,35 ; p = 0,565 ; chez les
femelles : F(1,13) = 5,93 ; p = 0,030).

Le nombre d’erreurs de discrimination (voir figure 45, partie droite) est similaire
entre génotypes sur I’ensemble des analyses effectuées. En revanche, un effet du sexe apparait
a différents niveaux d’analyse. En effet, les femelles commettent plus d’erreurs de
discrimination que les males sur I’ensemble de la population « agée» (sexe: F(1,53) =
14,47 ; p = 0,0004 ; génotype : F(3,53) = 0,36 ; p = 0,783 ; sexe x génotype : F(3,53) =
1,07 ; p = 0,369), sur I’ensemble des souris apoE3 et apoE4 (sexe : F(1,27) = 5,03, p =
0,033 ; génotype : F(1,27) = 0,15 ; p = 0,698 ; sexe x génotype : F(1,27) = 2,22 ; p = 0,148),
ainsi que chez les souris B6 et apoE4 (effet du sexe : souris B6 : F(1,14) = 8,27 ; p = 0,012 ;
souris apoE-KO : F(1,12) = 4,20 ; p = 0,063 ; souris apoE3 : F(1,13) = 0,50 ; p = 0,491 ;
souris apoE4 : F(1,14) = 5,07 ; p = 0,041).

En résumé, durant la séance de rétention, les femelles ont globalement mis plus

d’essais pour atteindre le critere et ont commis plus d’erreurs de discrimination que les

males. En considérant séparément chaque lignée, cet effet a été significatif chez les
souris apoE4 mais pas chez les souris apoE3. Les souris femelles apoE4 ont également

commis plus d’erreurs d’évitement que les femelles apoE3 et apoE-KO (voir figure 45).

d. Comparaison des performances des souris « jeunes » et « agées »

La figure 46 illustre les performances des cohortes de souris « jeunes » et « agées »
lors de la séance de rétention. On constate que le déficit des souris apoE4, faisant plus
d’erreurs d’évitement, pourrait étre li¢ a 1’age (dge x génotype x sexe : F(3,110) = 3,41 ; p =
0,020). Seules les souris femelles présentent une baisse de performances avec 1’age,
dépendante du génotype (age : F(1,55) = 3,51 ; p = 0,066 ; age x génotype : F(3,55) = 5,94 ;
p = 0,001) a la différence des males (age : F(1,55) = 0,28 ; p = 0,601 ; dge x génotype :
F(3,55) = 0,78 ; p = 0,512). Cette baisse de performances avec 1’age n’est significative que
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pour les souris femelles apoE4 (F(1,14) = 10,71 ; p = 0,006) et pas pour les autres groupes de
souris (F < 3,29 ; p > 0,093). Globalement, les souris « agées » ont également commis plus
d’erreurs de discrimination que I’ensemble des souris « jeunes » (dge : F(1,110) = 11,18 ; p =
0,001 ; sexe : F(1,110) = 18,48 ; p < 0,0001 ; dge x sexe : F(1,110) = 4,64 ; p = 0,033 ; pas
d’interaction avec le génotype). Cette altération des performances avec 1’dge semble
spécifique aux femelles (effet de [’age : femelles : F(1,55) = 9,45; p = 0,003 ; males :
F(1,55)=1,79; p = 0,186).

8. Evitement passif

a. Acquisition de la tache
Lors de la séance d’acquisition de la tache, toutes les lignées sont rapidement entrées
dans le compartiment sombre (génotype : F(3,53) = 0,55 ; p = 0,651 ; sexe : F(1,53) = 3,06 ;
p = 0,086 ; sexe x génotype : F(3,53) = 0,36 ; p = 0,779) (voir figure 47, cohorte « agée »,
barres grises). Les 4 lignées de souris ont montré des comportements similaires d’approche
du compartiment sombre durant cette séance d’acquisition : elles ont mis le méme temps pour
dépasser la moiti¢ de la longueur du compartiment éclairé (F < 0,84, p > 0,476, non

représenté).

b. Rétention de la tache

Lors de la séance de rétention 24 h plus tard, le nombre de transitions entre les
compartiments sombre et éclairé a été identique pour tous les groupes de souris (F < 1,66 ; p
> (),186), ainsi que le temps pass¢€ dans chaque compartiment (sombre : F <1,40 ; p > 0,252 ;
éclairé : F < 1,43 ; p > 0,245 ; non représenté). Durant cette séance de rétention (voir figure
47, cohorte « agée », barres noires), tous les groupes de souris ont augmenté la latence a
pénétrer dans le compartiment sombre par rapport a la séance d’acquisition (séance : F(1,53)
= 26,37 ; p < 0,0001 ; séance x génotype : F(3,53) = 1,21 ; p = 0,315 ; séance x sexe :
F(1,53) = 1,74, p = 0,193 ; séance x sexe x génotype : F(3,53) = 1,61; p = 0,197).
Néanmoins, lorsque les lignées sont analysées séparément, cette augmentation de la latence
d’entrée dans le compartiment sombre n’est pas significative chez les souris apoE4 (effet
seance chez les B6 : F(1,14) = 6,06 ; p = 0,027 ; chez les apoE-KO : F(1,12) = 17,09, p =
0,001 ; chez les apoE3 : F(1,13) = 7,85 ; p = 0,015 ; chez les apoE4 : F(1,14) = 1,92 ; p =
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0,187). Lorsque I’analyse est poussée au niveau des groupes de sexe et génotype, seul le
groupe de souris males apoE-KO montre encore une augmentation significative de la latence

d’entrée dans le compartiment sombre (voir figure 48, cohorte « agée »).

c. Comparaison des performances des souris « jeunes » et « agees »

Les résultats obtenus dans la cohorte de souris « jeunes » sont indiqués a droite sur les
figures 47 et 48 (cohorte « jeune »). On peut remarquer que les performances des souris
agées sont globalement moins bonnes que celles des souris «jeunes » (séance x dge :
F(l1,110) = 11,48 ; p < 0,0001). Néanmoins, lorsque les lignées sont analysées séparément, on
observe que la baisse de performance liée a 1’age n’est significative que pour les lignées
apoE-KO et apoE4 (voir tableau ci-apres). Lorsque 1’analyse est poussée au niveau des
groupes de sexe et génotype, la baisse de performance n’apparait plus que chez les souris

femelles apoE-KO, ainsi que chez les males et les femelles apoE4.

Baisse de la performance liée a 1’age (interactions age x séance)
lignée
B6 apoE-KO apoE3 apoE4
sexe
Sexes confondus p =0,2909 p =10,0292 p=0,6532 p = 0,0055
Males p =0,5009 p=0,7223 p=0,5325 p =0,0291
Femelles p =0,4097 p_=0,0089 p=10,8991 p =0,0887

En résumé, les souris apoE4 ont présenté de mauvaises performances de
rétention de la tache d’évitement passif, contrairement aux autres lignées. Lorsque
I’analyse est poussée au niveau des groupes de sexe et génotype, I’augmentation de la
latence d’entrée dans le compartiment sombre n’est pas significative, excepté pour le
groupe des males apoE-KO. La comparaison des performances entre la cohorte des
souris « agees» et la cohorte des souris «jeunes» montre que ces performances
semblent se détériorer avec I’age, en particulier pour les méles et les femelles apoE4

ainsi que pour les femelles apoE-KO.
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9. Seuil de réactivité aux chocs électriques

Le seuil de réactivité aux chocs électriques n’a pas varié en fonction du génotype (non
représenté). Le voltage nécessaire pour déclencher une réaction de fuite (flight response) est
identique pour les souris des 4 lignées (génotype : F(3,53) = 0,61 ; p = 0,608 ; génotype x
sexe : F(3,53) = 1,50; p = 0,224), les femelles réagissant a un voltage plus faible que les
males (sexe : F(1,53) = 23,14 ; p < 0,0001). Le voltage utilisé lors de I’acquisition de la tiche
du labyrinthe en Y était globalement corrélé avec ce seuil de réactivité aux chocs électriques

déterminé apres la tache d’évitement passif (z = 2,02 ; p = 0,044).
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1. Effets du sSAPPgos chez la souris femelle dgée apoE4 dans la tache

de mémoire de référence de la piscine de Morris

1. Introduction

L’existence d’un déclin cognitif de la population au cours du vieillissement (Park et
coll., 2002 ; DeCarli, 2003), et le vieillissement global de la population mondiale, sont a
I’origine de nombreux travaux visant, d’une part, a comprendre les mécanismes
neurobiologiques qui sous-tendent 1’apparition de ce déclin cognitif lié¢ a 1’age, et d’autre part,
a établir des stratégies de restauration des performances pour améliorer les conditions de vie
des individus agés, souffrant ou non d’un vieillissement pathologique. Une des stratégies de
restauration des performances est 1’administration de substances destinées a favoriser la
mémoire. Les travaux déja effectués dans I’équipe ont montré que le sAPP pouvait avoir des
effets promnésiants trés puissants : il agit a une dose trés faible (0,5 pg / 4uL / souris) et peut
améliorer les performances dans diverses taches d’apprentissage et de mémoire (Meziane et
coll., 1998 ; et chapitre 2). Il se trouve que les niveaux de sAPP sont réduits chez des rats
« agés » (mesure effectuée dans le liquide céphalo-rachidien) qui présentent des déficits de
mémoire spatiale dans la tiche de la piscine de Morris (Anderson et coll., 1999). Un des
objectifs de ma thése était de tester les effets du SAPP dans un modele de vieillissement,
potentiellement lié a la maladie d’Alzheimer.

Or, dans I’étude décrite précédemment, les souris femelles porteuses de 1’allele
humain €4 ont montré un déficit de performance lors du test de rétention de la tache de
mémoire de référence dans la piscine de Morris. Compte tenu des résultats précédents, ces
souris apoE4 semblent constituer un bon modéle de déficit cognitif li¢ au vieillissement. 11
paraissait donc tout a fait intéressant d’éprouver les effets promnésiants du sAPPgos, sur les
performances de mémoire spatiale de ces souris femelles apoE4. La protéine étant administrée
par voie i.c.v. nous avons préféré limiter le nombre d’injection pour éviter une atteinte des
tissus voisins du site d’injection. Par ailleurs, comme le sAPP semble favoriser les processus
de consolidation de I’information mnésique, nous avons choisi d’éprouver ses effets sur les
performances mises en jeu lors de I’essai de rétention. Enfin, les données de la littérature
suggerent que la mémoire spatiale dans la tiche de mémoire de référence du test de la piscine

de Morris se consolide extrémement vite (Bohbot et coll., 1996). Afin de nous placer dans les
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meilleures conditions pour obtenir des effets promnésiants du SAPPg9s dans cette tache, nous
avons choisi d’administrer le SAPPgos 20 mn avant les 4 derniers essais de I’apprentissage.
Cette expérience visait donc 1) a évaluer les effets d’une injection de sAPP sur la
restauration des performances chez ces souris apoE4 déficientes, et 2) a vérifier que les souris
femelles apoE4 présentaient un déficit de rétention dans la tiche de mémoire spatiale de
référence de la piscine de Morris. Nous avons donc ajouté un groupe de souris femelles B6
comme contréle du niveau de performance du fond génétique. Il ne nous a pas été possible
d’ajouter un groupe de femelles apoE3 puisque le maintien de cette lignée dans notre
laboratoire a été suspendu par manque de reproducteur effectif (stérilité des couples
reproducteurs) et pour éviter une dérive génétique puisque nous atteignions les trois

générations dans notre élevage.

2. Deroulement de I’expérience

J’ai utilisé pour cette expérience un protocole en tous points similaire a celui utilisé
lors de la caractérisation comportementale des souris apoE3 et apoE4. Le lendemain d’un
essai de « nage libre », les souris ont été entrainées a localiser la plate-forme invisible dans le
quadrant cible (Ouest) au cours de 4 jours d’apprentissage de la tiche de mémoire de
référence. Vingt minutes avant les essais du quatriéme jour, les souris regoivent une injection
1.c.v. soit de NaCl, soit de sAPP. Le test de rétention (les souris nagent librement dans le
bassin sans plate-forme pendant 60 s) s’est déroulé¢ 24 h aprés la fin de I"apprentissage. Le
lendemain, les souris effectuent 4 essais durant lesquels elles peuvent rejoindre la plate-forme
visible, dont I’emplacement change d’un essai a I’autre.

Les différents groupes de souris (13 a 19 mois) sont :

e des souris femelles apoE4 avec une injection i.c.v. de NaCl (0,9 %) (groupe « apoE4-
NaCl »,n=11)

e des souris femelles apoE4 avec une injection i.c.v. de sAPP a la dose de 0,5 pg/4uL/souris
(groupe « apoE4-sAPP », n =9)

e des souris femelles de lignée B6 avec une injection de NaCl (0,9 %) (groupe « B6-NaCl »,
n = 18).

Ce dernier groupe « B6-NaCl » sert en quelque sorte de contrdle du niveau de performance du

fond génétique, puisque les souris B6 devraient apprendre correctement la tache, par rapport

aux souris apoE4.
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La dose de 0,5 pg de sAPPgs a été sélectionnée puisque celle-ci avait permis
d’améliorer les performances de rétention des souris dans la tiche de reconnaissance spatiale

(voir deuxiéme chapitre).
3. Résultats

a. Vitesse de nage

Durant 1’essai de « nage libre » (avant le protocole de mémoire de référence), les
vitesses de nage ont été calculées par le logiciel de suivi vidéo. Les souris des trois groupes
ont toutes nagé a la méme vitesse (groupe : F(2,35) = 0,95, p = 0,394). Durant le test de
rétention, les souris de chaque groupe ont montré la méme vitesse de nage (groupe : F(2,35)
= 0,42, p = 0,6061). Aucune différence de vitesse de nage n’a été mise en évidence lors du
test de rétention entre les souris apoE4 traitées au NaCl et les souris apoE4 traitées au SAPP

(F(1,18) = 0,10 ; p = 0,760).

Vitesse de nage a I’essai de « nage libre » et au test de rétention (probe trial)

(moyenne en cm/s + erreur standard)

groupe
] B6-NaCl apoE4-NaCl apoE4-sAPP
essai
« nage libre » 17,1 £0,6 18,1£0,4 18,4+1,0
test de rétention 20,3+0,6 20,9+0,5 21,2+0,8

Méme si les souris des trois groupes ont nagé a la méme vitesse, nous avons
préférentiellement analysé les performances d’apprentissage en terme de distance parcourue
jusqu’a la plate-forme, pour pouvoir comparer nos résultats a ceux des expériences présentées

précédemment.

b. Tache de mémoire de référence (4 )

L’analyse des performances du premier jour montre que les trois groupes de souris
présentent un méme niveau de base de performance (groupe : F(2,35) = 2,15, p = 0,131). La
comparaison des groupes apoE4-NaCl et apoE4-sAPP (dont les souris n’ont encore regu
aucun traitement) ne montre aucune différence entre les deux groupes (traitement : F(1,18) =

0,56 ; p = 0,463).
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donné).
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Figure 50 : Performances des différents groupes

lors du test de rétention

La performance est exprimée en moyenne (+ erreur-type) du temps passé
dans les différents quadrants lors du test de rétention (60s sans plate-forme).
ANOVA: Effet quadrant a #### = p<0,0001 (NS = non significatif).
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Globalement, les souris ont réduit la distance parcourue pour rejoindre la plate-forme
au cours des 4 jours d’apprentissage (jour : F(3,105) = 25,92 ; p < 0,0001). Sur la figure 49,
on constate que les trois groupes de souris ont montré des performances similaires sur les 4
jours d’apprentissage (groupe : F(2,35) = 0,20; p = 0,821 ; jours x groupe : F(6,105) =
1,01 ; p = 0,422). De méme, I’analyse restreinte aux deux groupes apoE4-NaCl et apoE4-
sAPP ne montre aucune différence entre ces deux groupes (traitement : F(1,18) = 0,13 ; p =
0,725 ; jours x traitement : F(3,54) = 0,42 ; p = 0,742). L’amélioration de la performance au
cours des 4 jours d’apprentissage a été confirmée pour chaque groupe pris individuellement
(B6-NaCl : F(3,51) = 6,48, p = 0,0008 ; apoE4-NaCl : F(3,30) = 14,56 ; p < 0,0001 ;
F(3,24) =719, p=0,001).

L’ensemble des souris ont recu le 4°™ jour une injection de traitement (NaCl ou
sAPP), 20 mn avant les 4 derniers essais de 1’apprentissage. Les trois groupes ont atteint le
méme niveau de performances lors des essais de ce 4°™ jour d’apprentissage (groupe :
F(2,35) = 0,85, p = 0,437). De méme, I’analyse restreinte aux souris apoE4-NaCl et apoE4-

sAPP n’a montré aucune différence de performances entre ces deux groupes (traitement :

F(1,18) = 0,44 ; p = 0,514).

En résumé, on peut dire que les trois groupes de souris ont amélioré de la méme
facon leurs performances au cours de I’apprentissage. Le traitement au SAPP n’a pas
modifié les performances aux 4 essais du dernier jour d’apprentissage.

c. Test de rétention (probe trial, 1)

L’ANOVA montre que toutes les souris ont globalement préféré le quadrant cible aux
autres quadrants (quadrant : F(3,140) = 7,24 ; p = 0,0002 ; test de Fisher : quadrant cible vs
les 3 autres quadrants : p < 0,032). Néanmoins, on peut voir sur la figure 50 que les trois
groupes de souris n’ont pas tous montré de bonnes performances. Méme si 1’interaction
quadrant x groupe n’atteint pas le niveau de significativité¢ (F(6,140) = 1,31, p = 0,256),
’analyse des performances de chaque groupe montre que les souris apoE4-NaCl ne montrent
pas de préférence significative pour le quadrant cible (F(3,40) = 0,71, p = 0,550),
contrairement aux souris B6-NaCl (F(3,68) = 8,73 ; p < 0,0001 ; test de Fisher : quadrant

Ouest vs quadrants Nord et Est: p < 0,002) et aux souris apoE4 traitées au SAPP qui ont
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durant le test de rétention

Le temps passé dans le quadrant cible est indiqué par la moyenne + erreur-type.
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NS = non significatif



Figure 52 : Fréquentation du bassin durant le test

de rétention

Pour les trois groupes de souris (B6-NaCl, apoE4-NaCl et apoE4-sAPP), la
fréquentation du bassin est indiquée par un code couleur. Les couleurs "froides
(bleu) indiquent les zones du bassin les moins fréquenteées et les couleurs
"chaudes” (jaune a rouge) les zones du bassin les plus fréquentées. La plate-
forme, absente lors de ce test de rétention, était située dans le quadrant Ouest
(en haut sur la figure). Le point de lacher des souris est indiqué par la fleche
rouge.
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Figure 53 : Distances parcourues pour rejoindre

la plate-forme visible

Tous les groupes de souris ont montré de bonnes performances au cours
des 4 essais avec plate-forme visible.

La distance parcourue par les souris des différents groupes jusqu'a la
plate-forme est exprimée par la moyenne + erreur-type. La premiére
barre en pointillés indique la distance moyenne parcourue par essai lors
du protocole de mémoire de référence (REFERENCE).
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montré une tendance a préférer le quadrant cible (F(3,32) = 2,32 ; p = 0,094 ; test de Fisher :
quadrant Ouest vs quadrants Est et Sud : respectivement p <0,035).

Le temps passé dans le quadrant cible (voir figure 51) a été supérieur au niveau du
hasard pour le groupe de souris B6-NaCl (test de Student : p = 0,040). Les souris apoE4
traitées avec du NaCl n’ont pas préféré le quadrant cible (fest de Student : p = 0,353) alors
que les souris apoE4 traitées avec du sAPP ont montré une forte tendance a préférer le

quadrant cible (fest de Student : p = 0,076).

Sur la représentation de la fréquentation du bassin par les différents groupes de souris
(voir figure 52), on peut voir que les souris du groupe B6-NaCl montrent une préférence pour
le quadrant cible Ouest, et présentent un biais pour le quadrant adjacent Sud situé entre le
point de lacher et I’emplacement de la plate-forme. Les souris du groupe apoE4-NaCl
présentent une fréquentation du bassin plus étalée, répartie sur les 4 quadrants. En
comparaison, les souris du groupe apoE4-sAPP semblent présenter une recherche plus

focalisée de la plate-forme.

d. Plate-forme visible (1)

Au cours des 4 essais avec plate-forme visible (voir figure 53), les trois groupes de
souris ont rapidement rejoint la plate-forme (distance moyenne parcourue par essai = 253 + 16
cm par opposition aux 688 = 17 cm dans le protocole de mémoire de référence). Aucun effet
du groupe n’a été mis en évidence (F(2,35) = 1,24 ; p = 0,302), les trois groupes de souris
améliorant de fagon similaire leurs performances au cours des 4 essais successifs (essai :

F(3,105) = 4,67 ; p = 0,004 ; essai x groupe : F(6,105) = 0,46 ; p = 0,836).
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Figure 54 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus lors de la

caractérisation comportementale des souris transgéniques apoE3 et apoE4.
Ne sont indiqués que les résultats ayant montré des différences significatives entre les lignées,
pour des comparaisons entre les souris apoE3 et apoE4, pour des comparaisons entre les
souris apoE3 ou apoE4 et les souris B6, et enfin pour des comparaisons entre les souris B6 et
les souris apoE-KO.
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I11. Discussion du chapitre

Dans ce chapitre, j’ai expos¢ les résultats de la caractérisation comportementale d’une
cohorte « agée » de souris transgéniques « knock-in » portant I’alléle €3 ou I’allele €4 de
I’apoE humaine a la place de leur géne d’apoE murine.

Lors de cette étude, plusieurs effets dépendants de 1’isoforme d’apoE (apoE3 ou
apoE4) ont été mis en évidence sur des variables telles que le poids corporel ou I’activité
locomotrice ainsi que sur les mesures des capacités d’apprentissage et de mémoire (voir
figure 54 : tableau récapitulatif). Certains effets sont dépendants du sexe, et les femelles
apoE4 semblent étre les plus affectées. Les souris B6, représentant le fond génétique des
souris apoE3 et apoE4, ont parfois montré des différences avec 1’'une ou I’autre des deux

lignées « knock-in », et parfois méme avec les deux lignées a la fois.

1. Effets mnésiques des alléles humains chez les souris

D’aprés mes résultats, les souris « agées » apoE4 ont montré des déficits par rapport
aux souris « agées » apoE3 dans plusieurs taches faisant intervenir la mémoire spatiale. Bien
que toutes les lignées aient montré un apprentissage comparable de la tiche de mémoire de
référence dans le dispositif de la piscine de Morris, les femelles apoE4 « dgées » ont montré
un déficit de performance lors de 1’essai de rétention sans plate-forme. Il est a noter que nous
avions déja mis en évidence un déficit des performances de rétention des souris apoE4 jeunes
dans cette tache. Cependant, I’effet n’était détectable que lorsque les souris males et femelles
étaient « regroupées » pour I’analyse, ce qui suggere que le déficit était moindre a I’age de 4-5
mois. Un déficit dans la tdche de mémoire de référence dans le test de la piscine de Morris
avait déja été observé par Raber et collaborateurs (2000) chez des souris de 18 mois
exprimant 1’apoE4 sous contréle du promoteur de la NSE. Néanmoins, le déficit des souris
NSE-apoE4 apparaissait a la fois au cours des 4 jours d’acquisition de la tdche et au cours du
test de rétention. Le déficit des souris NSE-apoE4 parait donc plus étendu que celui de nos
souris « knock-in ». Cette différence pourrait étre liée a la surexpression d’apoE4 chez les
souris NSE-apoE4 alors que les souris « knock-in » expriment des niveaux physiologiques
d’apoE4. Par ailleurs, les males NSE-apoE4 de 18 mois avaient montré de bonnes

performances. De la méme facon, les males apoE4 « agés» ont présenté¢ de bonnes
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performances dans notre étude. Il semble donc que le déficit de mémoire spatiale des souris
transgéniques pour 1’apoE4 se manifeste de fagon prédominante chez les femelles.

Dans le protocole d’appariement différé, les souris devaient apprendre
quotidiennement un nouvel emplacement de la plate-forme au cours d’une session
quotidienne de 4 essais. Les deux premiers essais sont séparés d’un délai de 1 h. Si les souris
ont appris la nouvelle localisation de la plate-forme, on s’attend a obtenir une amélioration
des performances entre 1’essai 1 et I’essai 2. Or, nos souris « agées », toutes lignées
confondues, ont présenté de mauvaises performances dans cette premicre partie de la tache.
Dans ces conditions, il était impossible de mettre en évidence un éventuel effet du génotype.
Nous n’avons donc pas été¢ en mesure de confirmer les déficits de performance d’appariement
différé des souris apoE3 et apoE4 obtenus dans I’étude de la cohorte « jeune ». En réduisant
le délai entre les essais 1 et 2, nous pourrions peut-&tre améliorer les performances globales
des souris agées (notamment les B6) et tester a nouveau les performances d’appariement
différé des souris apoE4 et apoE3 « agées ».

Dans le protocole d’appariement différé, les essais 2, 3 et 4 sont séparés par un délai
de 5 mn. Dans cette deuxiéme partie de la session quotidienne, nous avons pu mettre en
évidence un déficit isoforme-dépendant chez les souris « knock-in ». En effet, les souris
« agées » apoE4 femelles n’ont pas été capables d’améliorer leurs performances au cours des
3 essais, a la différence des souris apoE3. Il semblerait donc que la deuxiéme partie de la
tache d’appariement différé ait été assez sensible pour mettre en évidence un déficit de
mémoire spatiale chez les souris femelles apoE4, mais pas chez les souris femelles apoE3.
Notons que, par rapport au résultats obtenus dans la cohorte « jeune », les performances des
souris femelles apoE4 de 14-15 mois se sont dégradées puisque les individus de 4-5 mois
présentaient un déficit entre I’essai 1 et ’essai 2, mais pas entre les essais 2 et 4.

L’ensemble de ces données obtenues dans la tiche de la piscine de Morris suggere que
chez les souris « agées », les femelles apoE4 présentent des performances de mémoire spatiale
inférieures a celles des femelles apoE3. Ces déficits ne sont vraisemblablement pas liés a une
altération des capacités sensori-motrices car toutes les lignées montrent de bonnes
performances dans la tiche de plate-forme visible. Ceci avait déja été suggéré par les études
utilisant d’autres souris transgéniques pour 1’apoE (Raber et coll., 1998 ; Hartman et coll.,
2001 ; Raber et coll., 2000). La nature du déficit des souris apoE4 concerne trés probablement

les processus de consolidation de la mémoire puisque ce sont les performances de rétention
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qui sont les plus touchées. Les différentes représentations cartographiques de la fréquentation
du bassin lors du test de rétention suggerent que la précision de la stratégie de recherche des
souris apoE4 est plus faible que celle des autres lignées. De plus, ces souris ne parviennent
pas a améliorer leurs performances d’un essai a I'autre dans la deuxiéme partie de la tache
d’appariement différé : il se pourrait qu’elles aient des difficultés a assimiler la masse
d’informations qui doivent étre quotidiennement mises a jour et qui sont acquises en trés peu
d’essais (4 essais seulement pour une position donnée de la plate-forme). Cette tdche ou la
plate-forme change de position tous les jours semble donc étre plus adaptée pour mettre en
évidence des déficits mnésiques chez nos souris apoE4 « agées », par rapport a la tache de
mémoire de référence, qui permet a 1’animal d’apprendre les mémes informations sur un tres
grand nombre d’essais : 4 essais par jour pendant 4 jours avec la méme position de plate-
forme. Il aurait été intéressant de confirmer le déficit de mémoire spatiale des femelles apoE4
« agées » dans la tiche de reconnaissance spatiale, comme cela a été observé chez les femelles
apoE4 « jeunes », mais les performances de toutes les femelles (exceptées celles des apoE-

KO) étaient trop médiocres pour mettre en évidence un effet du génotype dans cette tiche.

Les souris femelles apoE4 « agées » ont également montré des déficits de performance
de rétention dans les deux taches d’évitement. En effet, les souris femelles apoE4 ont effectué
plus d’erreurs d’évitement lors de la séance de rétention de la tiche d’évitement actif dans le
labyrinthe en Y que les souris femelles apoE3. De plus, lors de cette séance, les performances
des femelles apoE4 sont plus faibles que celles des males apoE4 en terme de nombre d’essais
pour atteindre le critére d’apprentissage. Le déficit des souris femelles apoE4 sur la
composante d’évitement est particulierement intéressant puisque c’est justement sur cette
composante que 1’on observe le phénomeéne de «réminiscence » caractéris€é par une
amélioration spontanée des performances de rétention. Je rappelle que ce phénoméne est
considéré comme reflétant des processus de réorganisation de la trace mnésique faisant partie
intégrante du processus de consolidation. Mes résultats vont dans le sens de I’hypothése d’une
mauvaise consolidation de I’information mnésique chez les souris femelles apoE4 agées,
puisque cette amélioration spontanée des performances normalement observée dans cette
tache lors de la séance de rétention est spécifiquement altérée. En effet, les performances de
discrimination ne sont pas différentes de celles des femelles des autres lignées. Par ailleurs, il

est intéressant de noter que les souris apoE4 de la cohorte « jeune » ne présentaient aucun
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déficit dans la tache en labyrinthe en Y. Il est donc probable que ce déficit soit li¢ a I’age dans
cette lignée.

Les souris apoE4 « agées » ont également montré un déficit de performance dans la
tache d’évitement passif. Dans cette tdche, nous n’avons pas mis en évidence de différence
entre les lignées de la cohorte jeune. Dans les travaux de Raber et collaborateurs (1998), les
souris de 6 mois, NSE-apoE4, NSE-apoE3, apoE-KO ou B6, n’avaient pas non plus montré
de déficit. Malheureusement, ces auteurs n’avaient pas testé d’animaux plus adgés dans cette
tache. En effet, dans notre étude, on note une diminution de performance des 4 lignées de
souris « agées » par rapport aux souris « jeunes ». De plus, ce sont les performances des
souris apoE4 qui sont les plus affectées par le vieillissement, et cette fois ceci concerne
¢galement les males. Il semble donc que I'utilisation de taches particulierement sensibles aux
effets du vieillissement permette de mettre en évidence, en plus des déficits des souris

femelles apoE4, des déficits chez les souris males apoE4.

2. Effets non mnésiques des alléles humains chez les souris

Dans la tache de reconnaissance spatiale, les souris apoE3 « 4gées » ont montré un
niveau d’activité exploratoire plus important que celui des souris des trois autres lignées, en
terme d’activité locomotrice ou en terme de durée d’exploration des objets. Au premier essai
de nage libre dans la piscine de Morris, les souris apoE3 « agées » ont nagé moins vite que les
souris apoE4 et B6, mais cette différence n’a plus été mise en évidence mors du test de
rétention aprés apprentissage. Dans la cohorte jeune, nous avions également noté une
augmentation de 1’activité exploratoire chez les souris apoE3. De plus, ces souris présentaient
quelques déficits dans les taches de la piscine de Morris (pas d’amélioration des performances
dans les deux tiches de plate-forme invisible) et du labyrinthe en Y (difficulté a acquérir la
composante d’évitement) qui évoquait une certaine lenteur a éviter les situations désagréables
(nage forcée ou chocs ¢électriques; Grootendorst, Bour et coll., sous presse). Ces
comportements particuliers suggerent que les souris apoE3 pourraient avoir une réactivité
émotionnelle différente de celle des autres lignées, impliquant notamment des différences de
comportement face a la nouveauté.

Une expérience préliminaire, menée dans notre laboratoire avec des souris femelles
« jeunes » des lignées B6, apoE-KO et apoE3 dans un paradigme d’exploration libre (Griebel
et coll.,, 1993), utilise la tache de réaction a la nouveauté (cage a 6 compartiments). Les
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animaux sont placés pendant 24 h dans la cage, ayant accés a seulement 3 compartiments sur
les 6. Le jour du test, ils peuvent accéder en plus aux trois nouveaux compartiments contigus.
Aucune différence de comportement entre les souris B6 et les souris apoE3 n’a été mise en
évidence en terme de nombre de tentatives d’entrées dans les compartiments nouveaux ou de
temps passé dans ces compartiments nouveaux. Or, ces deux mesures caractérisent la
composante néotique de la tache, liée au niveau d’anxiété des animaux. Néanmoins, les souris
apoE3 ont ¢été significativement plus actives que les souris apoE-KO, mais pas
significativement plus que les souris B6. Il reste donc a explorer les raisons de cette différence
comportementale des souris apoE3 avec les autres lignées. L’absence d’effet sur les
composantes néotiques du test d’exploration libre doit étre confirmé par d’autres épreuves
connues pour étre sensibles au niveau d’anxiété, par exemple le test des cages claire/obscure
ou le test du labyrinthe en croix surélevé. En effet, Il semblerait que selon le type d’épreuve
utilisée, on ne teste pas toujours le méme type d’anxiété chez 1’animal (Misslin et Cigrang,
1986 ; Lister, 1990 ; Griebel et coll., 1993). Par ailleurs, il serait intéressant de caractériser
d’autres fonctions, telles que la motivation ou la locomotion, qui auraient pu influencer les
performances exploratoires et de natatoires des souris apoE3 « jeunes » et « agées ».

L’allele €3 semble donc avoir des effets isoforme-spécifiques lorsqu’il est présent chez
la Souris et est loin d’étre équivalent a I’apoE murine. Les données concernant I’évolution du
poids des animaux va également dans le sens de cette hypothése. En effet, en dehors du fait
que les souris apoE4 sont plus lourdes que les souris apoE3, on peut remarquer que les deux
lignées de souris « knock-in » n’ont pas réussi, comme les souris B6 et apoE-KO, a maintenir
leur poids au cours de la période d’expérimentation. Or, les souris B6, apoE3 et apoE4 ont des
niveaux différents de lipoprotéines et d’apoE plasmatiques (Sullivan et coll., 1997 ; Knouff et
coll., 1999 ; Sullivan et coll., 2004) et des tendances différentes a 1’athérosclérose et
I’hypercholestérolémie en réponse a une alimentation plus riche en lipides. Parallelement a
nos résultats, ces données suggérent que I’apoE humaine (E3 ou E4) n’est pas capable de
réguler le métabolisme lipidique aussi efficacement que ne le ferait ’apoE murine chez la
Souris. Ce phénomeéne pourrait étre du au fait que les différentes isoformes de 1’apoE
n’auraient pas la méme affinité pour les récepteurs a I’apoE (Holtzman et coll., 1995;

Veinbergs et coll., 2002 ; Fagan et coll., 1996).
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3. Effets du sAPPggs sur les performances des souris femelles apoE4 ageées

L’ensemble de nos résultats indique que les souris apoE4, mais pas les souris apoE3,
présentent une altération de leurs performances mnésiques au cours du vieillissement. Les
souris apoE4 semblent donc représenter un bon modele de déclin cognitif i€ a 1’age. Il nous a
semblé intéressant de tester dans ce modele les effets du sAPPgos. La derniére expérience
présentée dans ce chapitre avait donc pour but d’évaluer les effets d’une injection de sAPP sur
les performances de mémoire spatiale des souris lors du test de rétention 24 h apreés la fin de
I’apprentissage.

En premier lieu, les résultats de cette expérience ont pu confirmer les déficits des
souris apoE4 femelles « agées » lors de 1’essai de rétention. Notons que cette expérience ne
nous permet pas de confirmer sensu stricto un effet isoforme-dépendant de 1’apoE humaine
puisque nous n’avons pas testé conjointement des souris femelles apoE3. Néanmoins, les
souris femelles apoE4 ont montré de mauvaises performances de rétention comme c¢’était déja
le cas durant la caractérisation comportementale de la cohorte « agée » des souris « knock-
in ». Comparées a des souris femelles B6 « agées » traitées avec du NaCl, qui ont passé plus
de temps dans le quadrant cible, les souris femelles apoE4 « agées » traitées au NaCl ont
pass¢ autant de temps dans les 4 quadrants, signant une rétention mnésique perturbée de
I’emplacement de la plate-forme. L’injection de SAPP 20 mn avant les 4 derniers essais de
I’apprentissage du protocole de mémoire de référence a permis, lors du test de rétention 24 h
plus tard, de rehausser les performances des souris femelles apoE4 « dgées » a un niveau
comparable a celui des souris B6 « agées ».

Bien que nous ne puissions exclure une telle hypothese, le SAPP ne semble pas avoir
affecté les processus d’acquisition puisque I’injection de la protéine n’a pas eu d’influence sur
les performances mesurées lors des 4 derniers essais de 1’apprentissage. Ce résultat va dans le
sens des hypothéses exposées dans le deuxieéme chapitre qui supposent que le sAPP agirait
plutot sur les processus précoces de consolidation de I’information. Une telle action était
possible puisque le sAPP était injecté 20 mn avant les 4 derniers essais. En effet, les travaux
de Bohbot et collaborateurs (1996) ont montré que les processus de consolidation mnésique
dans une tache de mémoire de travail en piscine de Morris pouvaient étre tres rapides, car des
¢électrochocs altérent la mémorisation de I’emplacement de la plate-forme lorsqu’ils sont

administrés a des rats immédiatement ou 15 secondes apreés le premier essai, mais plus
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lorsqu’ils sont administrés 30 ou 45 secondes aprés ce premier essai. Les déficits des souris
« agées » apoE4 sur les trois derniers essais séparés par 5 mn pourraient étre donc bien étre
dus a un déficit dans la consolidation trés rapide de la mémoire spatiale. L’influence du
traitement au sAPP, qui améliore les processus de consolidation a court terme, va dans le sens

de cette hypothése.

Si nos résultats paraissent tout a fait cohérents avec notre hypothése d’une action
bénéfique des sAPP sur les déficits cognitifs liés a 1’age et avec celle d’une action délétére de
I’apoE4 sur les capacités mnésiques des souris agées, il n’en reste pas moins que les bases
neurobiologiques et neurochimiques de 1’effet du sAPP sur les déficits mnésiques des souris
femelles apoE4 demeurent obscures. Il existe pourtant de nombreuses études mettant en
¢vidence des interactions entre I’APP et I’apoE. Les travaux de Vincent et Smith (2001) ont
montré que la quantité de sAPPa libérée par des neurones mutants portant la mutation
suédoise hAPPgosy €t surexprimant cet APP muté pouvait varier en fonction du génotype
apoE des astrocytes cultivés avec ces neurones. En effet, les neurones cultivés en présence
d’astrocytes surexprimant 1’apoE4 sécrétent moins de SAPPa qu’en présence d’astrocytes
surexprimant 1’apoE2, les valeurs étant intermédiaires pour les neurones cultivés en présence
d’astrocytes surexprimant 1’apoE3. De plus, il a ét¢ montré chez I’Homme que les niveaux de
sAPPa dans le liquide céphalo-rachidien étaient moins importants chez les individus portant
I’allele €4 de 1’apoE, suggérant que 1’apoE exerce un effet sur le métabolisme de I’APP ou
bien sur la clairance du sAPPa (Olsson et coll., 2003). Les résultats de Ezra et collaborateurs
(2003) vont également dans le sens de cette hypothese d’effets isoforme-dépendant de I’apoE
sur le métabolisme de I’ APP, puisque les niveaux de sAPP hippocampiques étaient diminués
aprés un traumatisme cranien chez des souris transgéniques apoE4, mais pas chez des souris
apoE3. A un niveau moléculaire, 1’apolipoprotéine E semble pouvoir interagir directement
avec le sAPP (Barger et Mattson, 1997) et les deux protéines peuvent interagir avec le
récepteur LRP (Kounnas et coll., 1995). Enfin, Barger et Mattson (1997) ont montré que
I’apoE pouvait potentialiser les effets du sAPP sur la régulation des niveaux de calcium
intracellulaires, et que I’isoforme apoE4 était moins efficace que I’isoforme apoE3.

Il se pourrait donc que les niveaux de sAPP soient diminués chez nos souris apoE4 et

que ce déficit s’accentue avec 1’age. L’administration de sAPPg9s exogéne pourrait restaurer
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un niveau normal de sAPP dans le cerveau et ainsi rétablir les performances mnésiques des

femelles apoE4 « agées ».

4. Evaluation des effets du vieillissement : I’avantage d’une batterie de

tests.

Les différentes lignées que nous avons testées semblent donc étre différemment
affectées par le vieillissement, les souris apoE4, en particulier les femelles, semblant montrer
le déclin cognitif le plus marqué. Néanmoins, nous avons pu observer une baisse globale des
performances dans certaines des taches utilisées et pas dans d’autres.

Les souris « agées » des 4 lignées ont montré des performances de reconnaissance
spatiale modestes par rapport aux souris « jeunes », ce qui est en accord avec les données de
la littérature indiquant, chez le Rat, une altération des performances de reconnaissance
spatiale avec 1’age (Cavoy et Delacour, 1993 ; Luparini et coll., 2000 ; Shukitt-Hale et coll.,
2001). De plus, méme dans la cohorte jeune, les performances des jeunes souris femelles
¢taient nettement moins performantes que les jeunes males. Or, au début de notre étude des
souris « knock-in » apoE, la batterie de tests comportementaux avait ét¢ mise au point et
testée uniquement sur des souris males B6 et apoE-KO. Il semblerait donc que cette tache soit
particulierement sensible au genre et a 1’age des souris. Cette « hypersensibilité » des taches
de reconnaissance aux conditions expérimentales (voir le premier chapitre) et aux facteurs
génotypiques (sexe, lignée) se révele une fois de plus et confirme les observations d’autres
auteurs (Frick et Gresack, 2003 ; Dodart et coll., 2000 ; Luine, 2002 ; Anderson et coll., 2004
; Beck et Luine, 1999). Il n’est d’ailleurs pas exclu que nos souris B6 et/ou nos souris
génétiquement modifiées aient subi I’influence du fort bruit de ventilation régnant dans la
salle d’expérience V3. Quoiqu’il en soit, si cette tdche devait étre a nouveau utilisée pour
mettre en évidence des perturbations de la mémoire de reconnaissance spatiale, il serait
souhaitable d’adapter la tdche aux souris B6 femelles d’une part, et aux souris males et
femelles « agées » d’autre part. Nous avons généralement obtenu de meilleures performances
de reconnaissance en augmentant la durée de la séance d’acquisition. Ceci permet une
meilleure familiarisation des sujets a la configuration des objets (ou a 1’objet dans le cas de la
tache de reconnaissance d’objet).

Dans le test de la piscine de Morris, les performances de mémoire de référence des
souris « agées » étaient globalement comparables a celles des souris « jeunes » dans trois des
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quatre lignées (sauf déficit des « jeunes » femelles apoE3 non confirmé chez les « agées »).
En effet, plusieurs études ont montré que les souris B6 méme trés « agées » (24 a 26 mois)
¢taient capables d’apprendre correctement cette tiche sans déficit majeur par rapport aux
souris « jeunes » (Frick et coll., 2000 ; Magnusson et coll., 2003 ; Magnusson, 1998). Il
semblerait donc qu’avec cette tache, relativement robuste car les souris sont entrainées avec
une position de plateforme fixe au cours de 4 essais par jour pendant 4 jours, on peine a
révéler les effets du vieillissement. Notons que le déficit de mémoire spatiale des souris
femelles apoE4 « agées », non détecté pendant 1’apprentissage, ne s’est révélé que lors du test
de rétention. En effet, la plate-forme est absente lors de ce test et I’analyse des performances
en terme de temps passé dans le quadrant cible permet de mettre en exergue le manque de
précision dans la recherche de la plate-forme chez les souris femelles apoE4 « agées ». Le test
de rétention apparait donc peu sensible au effet du vieillissement jusqu’a I’age de 14-15 mois
chez les souris de fond génétique B6 (Frick et coll., 2000 ; Magnusson et coll., 2003 ;
Magnusson, 1998), mais il semble plus sensible que la phase d’apprentissage a des
perturbations de la mémoire spatiale.

Dans la tiche d’appariement différé, les souris B6 et apoE-KO « agées » n’ont pas
amélioré leurs performances entre les essais 1 et 2 séparés par un délai de 1 h contrairement
aux souris jeunes de méme lignée. Cette tache, qui demande aux souris d’apprendre chaque
jour une nouvelle localisation de la plate-forme en peu d’essais, est plus ardue a maitriser et
semble mieux adaptée pour mettre en évidence des déficits liés au vieillissement. De plus, les
performances d’appariement différé étaient déja affectées chez les souris femelles « knock-
in » de la cohorte jeune. Il semble donc que cette tache (essais 1 et 2 séparés par un délai de 1
h) puisse révéler des déficits 1égers de performance, comme chez nos souris « knock-in », qui
n’apparaissent pas dans d’autres protocoles. La deuxieéme partie de la tdche d’appariement
différé, ou les essais ne sont séparés que de 5 mn, semble moins ardue que la premiére partie.
En effet, toutes les lignées de souris, jeunes ou agées, ont amélioré leurs performances, sauf
les souris femelles apoE4 « agées ». La sensibilité¢ de cette phase de la tiche d’appariement
différé semble donc proche de celle du test de rétention de la tache de mémoire de référence.
D’une facon générale, ce type de tiche d’appariement différé (souvent appelé protocole de
mémoire de travail) semble particulierement efficace pour mettre en évidence des effets
délétéres du vieillissement ou des manipulations génétiques chez la Souris (Magnusson et

coll., 2003 ; Chen et coll., 2000).
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Les effets du vieillissement ont également pu étre mis en évidence dans les deux
taches d’évitement. Au cours de la séance de rétention dans la tiche d’évitement actif dans le
labyrinthe en Y, nous avons observé plus d’erreurs de discrimination chez les femelles
«agées » que chez les femelles «jeunes». Les jeunes femelles étaient déja moins
performantes que les males dans cette composante spatiale de la tache : il semble donc que ce
déficit s’accentue avec I’age. La tache d’évitement passif a mis en évidence une détérioration
globale des performances avec I’age chez les 4 lignées de souris. Les performances des souris
B6 sont connues pour baisser en fonction de I’age dans cette tache (Fagioli et coll., 1992).
Néanmoins, cette détérioration n’a pas altéré la sensibilité de la tache, puisqu’elle a permis de
mettre en évidence un déficit spécifique pour les souris de la lignée apoE4. Les deux taches
d’évitement sont donc sensibles aux effets du vieillissement, la composante de discrimination
du labyrinthe en Y pour les femelles, et I’évitement passif pour I’ensemble des souris de 14-
15 mois.

En conclusion, I’utilisation de différents protocoles dans un méme contexte
expérimental (ici la piscine de Morris) permet de faire varier la demande mnésique en évitant
les variations comportementales liées aux changements d’environnement et aux
apprentissages secondaires a la tdche proprement dite (explorer la piscine, monter sur la plate-
forme, etc.). Les déficits mnésiques discrets peuvent alors €tre mis en évidence lorsque la
demande mnésique s’accroit (Granon et Poucet, 1995 ; Buhot et coll., 2003). L’ensemble des
résultats obtenus avec nos 4 lignées de souris confirme cette idée dans la mesure ou les
déficits mnésiques des femelles apoE4 « agées » ne sont apparus que lorsque la plate-forme
était otée (test de rétention apres un délai de 24 h) ou bien lorsque sa localisation variait d’un
jour a I’autre (I’animal ne pouvant apprendre le nouvel emplacement qu’au cours de 4 essais
seulement). Par ailleurs, la multiplication des paradigmes et des tiches au sein d’une batterie
de tests comportementaux en vue de caractériser une lignée de souris génétiquement modifiée
est souvent critiquée car il est vrai que 1’on ne maitrise pas I’influence de la passation d’un
test sur les résultats du test suivant. Néanmoins, ces batteries de tests permettent, dans une
premiere approximation, de préciser la caractérisation comportementale d’une lignée avec un
nombre limité d’individus (dont 1’obtention est souvent problématique et/ou limitée). Notons
a ce propos que le déficit des souris femelles apoE4 dans le test de rétention de la piscine de
Morris détecté a ce moment-la a été pleinement confirmé dans 1’étude des effets du sAPP sur

ce déficit. A cet égard, notre étude montre les avantages de 1’utilisation d’une batterie de tests
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ou I’on peut appréhender de plusieurs manieres 1’une ou 1’autre fonction cognitive (mémoire
spatiale et conditionnement émotionnel). Par ailleurs la multiplicit¢ des tests accroit les
chances de trouver une épreuve adaptée aux capacités cognitives des animaux témoins (effet
du genre et de I’age) et a celles des souris génétiquement modifiées (interaction avec 1’age et
le genre). Il est bien entendu que chaque effet, significatif ou non, devra étre confirmé

ultérieurement dans des expériences dédiées.

5. Différences de performances mnésiques entre males et femelles

Durant notre ¢étude, plusieurs différences de performance liées au sexe ont pu étre
mises en évidence. En premier lieu, il semble que les souris femelles aient montré de moins
bonnes performances que les males dans des tiches impliquant la prise en compte d’une
information spatiale. En effet, les souris femelles « agées » (a la différence des souris
« jeunes ») montrent de moins bonnes performances de reconnaissance spatiale que les males.
Elles sont aussi légérement moins performantes que les males au cours de 1’apprentissage de
la tdche de mémoire de référence dans la piscine de Morris. Néanmoins, les femelles ont
montré d’aussi bonnes performances que les males lors du test de rétention 24 h plus tard
(excepté pour les femelles apoE4 bien sir). Aucune différence de performances n’a ét€¢ mise
en évidence entre males et femelles lors de la tiche d’appariement différé ou lors de la tache
avec plate-forme visible. Dans le labyrinthe en Y, les femelles « jeunes » ou « agées » ont
commis plus d’erreurs de discrimination que les males.

L’ensemble de ces différences de performance liées au sexe ne sont pas étonnantes
dans la mesure ou de nombreuses études mettent en évidence que les femelles montrent de
moins bonnes performances que les males dans les taches de mémoire spatiale, chez I’animal
ou chez ’'Homme (Bimonte et coll., 2000 ; Dabbs et coll., 1998). Ces différences ont pu étre
mises en évidence chez la souris B6 dans une tache utilisant un labyrinthe radial aquatique ou
une tache de reconnaissance spatiale (Gresack et Frick, 2003 ; Frick et Gresack, 2003) ou
chez la souris CD1 dans un labyrinthe radial (LaBuda et coll., 2002). Néanmoins, il faut noter
que cette « capacité » des males par rapport aux femelles dans les taches de mémoire spatiale
reste controversée chez I’animal comme chez I’Homme (Duff et Hampson, 2001 ; Lacreuse et
coll., 1999 ; Bucci et coll., 1995 ; Perrot-Sinal et coll., 1996 ; Roof et Stein, 1999).

En deuxi¢me lieu, les femelles ont présenté une réactivité différente des males durant
la tache de reconnaissance spatiale. Par rapport aux males, les femelles sont en effet plus
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actives dans 1’enceinte de test durant la séance d’habituation, mais sont moins actives durant
les séances d’acquisition et de rétention (en présence des objets). Les femelles explorent par
contre moins les objets que les males durant ces deux dernicres séances. Ces résultats ont été
obtenus a la fois pour la cohorte « jeune » et pour la cohorte « agée ». Ces résultats en accord
avec ceux de la littérature, montrent une activit¢ locomotrice plus importante chez les
femelles que chez des males lors de la confrontation a un nouvel environnement (Archer,
1975) et une moindre exploration des objets par les femelles par rapport aux males (Beck et
Luine, 2002).

Les souris apoE4 ont présenté les plus grandes différences comportementales entre
males et femelles. La protéine apoE pourrait en effet interagir avec les systémes hormonaux
stéroidiens. L’apoE peut en outre interagir avec les oestrogénes chez 1’animal et chez
I’humain (Srivastava et coll., 1997 ; Teter et coll., 1999 ; Stone et coll., 1998). Les travaux de
Raber et collaborateurs (2002) posent 1I’hypothése que 1’apoE4 pourrait réduire le nombre de
récepteurs cérébraux aux androgenes, ce qui pourrait contribuer au déclin cognitif.
L’administration d’androgénes exogeénes (testostérone et dihydrotestostérone) permet
effectivement de restaurer de bonnes performances de mémoire spatiale chez des souris
femelles apoE4 (Raber et coll., 2002). Des études ultérieures sur les interactions entre ces
systémes hormonaux, I’apoE et les processus mnésiques seront nécessaires pour mieux

comprendre 1’effet sexe-dépendant de I’apoE4 sur la mémoire.

6. Absence d’apoE murine vs présence d’apoE humaine

Lors de notre étude, les souris apoE-KO ont globalement présent¢ de bonnes
performances. L absence d’apoE n’ayant pas de réel impact sur les performances des animaux
dans notre batterie de tests, on peut avancer que les perturbations comportementales observées
chez les souris apoE3 et apoE4 sont donc bien dues a des effets spécifiques de 1’isoforme
humaine de 1’apoE et pas simplement a une compensation plus ou moins complete de 1’apoE
murine absente par I’apoE humaine, comme 1’ont suggéré Veinbergs et collaborateurs (1999).

Ces bonnes performances des souris apoE-KO sont néanmoins surprenantes étant
donné que de nombreuses études ont mis en évidence des déficits mnésiques chez cette lignée
de souris (Oitzl et coll., 1997 ; Gordon et coll., 1995 ; Masliah et coll., 1997 ; Zhou et coll.,
1998 ; Raber et coll., 1998 ; Veinbergs et coll., 1999). Néanmoins, d’autres études
contradictoires de la littérature n’ont montré aucune différence de performances entre cette
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lignée et les souris témoins B6 (Anderson et coll.,, 1998 ; Hartman et coll., 2001). Des
différences de protocole, de conditions d’¢levage et d’expérimentation ou de fond génétique
des souris pourraient expliquer ces différences (Champagne et coll., 2002 ; de Kloet et coll.,
2002 ; Lominska et coll., 2001). Par ailleurs, les travaux de Grootendorst et collaborateurs
(2001) ont mis en évidence que des souris apoE-KO soumises a un stress chronique montrent
une amélioration de leurs performances de mémoire dans la piscine de Morris. Ceci pourrait
expliquer ’absence de déficits observée dans notre étude chez les souris apoE-KO, puisque
les deux cohortes « jeune » et « agée » de souris des 4 lignées ont été hébergées dans la salle
V3. Le séjour dans une salle fortement ventilée (donc bruyante) pendant toute la durée des
expérimentations a pu influencer le niveau de corticostérone des souris, et il est connu que ce
dernier peut influencer les performances de mémoire (de Kloet et coll., 2002). Les résultats de
la derni¢re expérience (visant a évaluer les effets du sAPP sur les souris femelles apoE4
« agées ») semblent aller dans le sens de cette hypothése, puisque les souris B6 femelles
« agées », hébergées dans la salle V1 (faiblement ventilée et peu bruyante), ont montré de
meilleures performances que lors de la caractérisation comportementale des 4 lignées de
souris. Les souris apoE4, quant a elles, ont toujours montré des déficits de mémoire spatiale.
On peut ainsi se demander si les différences obtenues entre les souris apoE3 et apoE4 lors de
la caractérisation comportementale des deux lignées « knock-in» ne pourraient pas étre
encore plus marquées si I’expérience €tait répliquée en hébergeant les souris dans une picce
faiblement ventilée. D’une fagcon générale, il serait intéressant d’étudier I’impact d’un stress

chronique lié¢ a ’environnement sur les performances des souris « knock-in ».
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L’un des deux grands objectifs de cette thése était de caractériser les performances
mnésiques des souris « knock-in » apoE3 et apoE4. Les résultats présentés dans le troisieme
chapitre ont permis de montrer que les souris apoE4, en particulier les femelles, montrent des
déficits de mémoire dans des taches de mémoire spatiale et dans des tiches testant une forme
de mémoire épisodique. De la méme facon, chez I’humain, les individus agés porteurs de
I’allele €4 de I’apoE (non déments) sont plus enclins a présenter des déficits de mémoire
(Wilson et coll., 2002 ; Bartres-Faz et coll., 1999 ; Bondi et coll., 1995 ; Baxter et coll., 2003 ;
Helkala et coll., 1995). L’¢étude de Bartres-Faz et collaborateurs (2002) ainsi que celle de
Mortensen et Hogh (2001) montrent que cet effet de IapoE4 est plus marqué chez les
individus de sexe féminin.

Notre travail confirme 1’hypothése d’un effet déléteére de 1’apoE4 par rapport a I’apoE3
sur les processus cognitifs de la Souris « agée ». De plus, le déclin cognitif des souris apoE4 a
¢été relativement discret dans notre étude. Or, dans les populations humaines, I’effet de 1’all¢le
€4 est souvent a la limite de la détection statistique (Bartres-Faz et coll., 2002 ; Bondi et coll.,
1995 ; Mortensen et Hogh, 2001). Les souris transgéniques apoE4 apparaissent donc comme
un bon mode¢le de déclin cognitif 1i¢ a I’age. Néanmoins, pour toute étude ultérieure visant a
caractériser plus finement le modele ou a I'utiliser pour tester des thérapies, il sera nécessaire
d’augmenter les effectifs des groupes d’animaux utilisés. De plus, il serait intéressant
d’utiliser des souris encore plus agées (par exemple agées de plus de 20 mois) pour obtenir
éventuellement un déclin cognitif plus marqué. En effet, les effets de 1’allele €4 ne sont
souvent mis en évidence chez I’Homme qu’avec un effectif important de patients et les effets
demeurent discrets jusqu’a un age avancé (Bartres-Faz et coll., 2002 ; Mortensen et Hogh,
2001 ; Feskens et coll., 1994).

Ce modele de souris transgéniques pourrait également étre utile pour approfondir nos
connaissances sur le développement précoce de la maladie d’Alzheimer. En effet, rappelons
que la possession de I’alléle €4 est connue comme un facteur de risque important dans le
développement possible de la MA (Saunders et coll., 1993 ; Corder et coll., 1993). De plus,

les individus atteints de troubles cognitifs modérés mais non déments (MCI pour mild

cognitive impairment) sont le plus souvent porteurs de 1’allele €4 (Wang et coll., 2002 ;

Traykov et coll., 2002). Or, une proportion non négligeable de ces patients atteints de MCI
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développent ensuite une MA (Morris et coll., 2001 ; Caselli et coll., 2004 ; Almkvist et coll.,
1998). Certains auteurs considérent méme que ces patients sont en fait atteints de MA a un
stade tres précoce (Machulda et coll., 2003 ; Rinaldi et coll., 2003). Néanmoins, la possession
de l’alle¢le €4 de I’apoE ne reste qu’un facteur de risque dans I’apparition d’un déclin cognitif
puisque I’apparition de déficits mnésiques n’intervient pas de fagon systématique chez ces
individus (Henderson et coll., 1995). Ceci explique, en partie au moins, la difficulté¢ a mettre

en évidence les déficits cognitifs des individus porteurs de 1’all¢le &4.

Le deuxieme grand objectif de mon travail était de poursuivre la caractérisation des
effets bénéfiques du sAPP sur les processus de consolidation de la mémoire et d’éprouver ses
effets dans un modele de déficit cognitif 1i¢ a 1’age. Au cours du deuxiéme chapitre de cette
thése, j’ai confirmé les effets promnésiants du sAPPgos, en particulier dans une tiche de
mémoire spatiale impliquant une forme de mémoire épisodique. Il serait intéressant de
poursuivre la caractérisation des effets du sAPPgos sur les performances mnésiques dans
d’autres taches et protocoles concernant la mémoire spatiale, mais aussi dans d’autres taches
concernant la mémoire épisodique (Ergorul et Eichenbaum, 2004). En effet, ces deux formes
de mémoire sont connues pour étre touchées trés précocement dans la maladie d’Alzheimer
chez ’Homme (Fujimori et coll., 1997 ; Kalman et coll., 1995, Almkvist, 1996 ; Keri et coll.,
2001).

Par ailleurs, la mise en évidence de déficits mnésiques induits par les anticorps anti-
sAPPa m’a permis d’étayer I’hypothése d’un effet du sAPPgs sur les processus de
consolidation de I’information mnésique. Ces données, comme d’autres de la littérature
(Doyle et coll., 1990 ; Huber et coll., 1993 ; Mileusnic et coll., 2000), sont trés importantes
car elles suggérent un role déterminant des formes sécrétées endogenes dans ces processus de
consolidation. Comme cela était initialement prévu dans mon travail de thése, il serait
maintenant indispensable de mettre en évidence une éventuelle sécrétion de sAPP lors de la
mémorisation d’informations afin de confirmer notre hypothése de départ. L’étape suivante
serait de démontrer une baisse de cette sécrétion chez les souris dgées ou des souris apoE4
dans une tiche mettant en évidence leurs déficits mnésiques. L’ altération de la dynamique de
sécrétion du sAPP, lors du vieillissement ou au cours d’une maladie neurodégénérative

comme la MA, pourrait alors étre considérée comme 1’'un des événements clés menant a
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I’apparition de perturbations mnésiques. Les travaux d’Anderson et collaborateurs (1999) ont
en effet montré que les déficits de mémoire spatiale chez des rats agés pouvaient étre liés aux
niveaux de sAPP mesurés dans le liquide céphalo-rachidien. Chez ’Homme, de nombreuses
¢tudes montrent que les niveaux de sAPP dans le liquide céphalo-rachidien sont diminués
chez les patients atteints de MA et inversement corrélés avec la sévérité de la démence (Van
Nostrand et coll., 1992 ; Almkvist et coll., 1997 ; Sennvik et coll., 2000 ; Csernansky et coll.,
2002). L’étude d’Olsson et collaborateurs (2003) apporte en outre un élément déterminant :
cette baisse de niveau de sAPP chez les patients atteints de MA ne surviendrait que pour les
patients Alzheimer porteurs de ’alléle e4 de I’apoE. Ce résultat vient a nouveau renforcer

I’hypothése d’un effet de I’apoE4 sur le métabolisme et/ou la clairance du sAPP.

La restauration des performances de mémoire spatiale des souris apoE4 agées par
I’administration i.c.v. de SAPPsos suggere que la modulation des niveaux de sAPPa cérébraux
permet de traiter les déficits cognitifs liés a I’age. Il reste cependant encore beaucoup a
apprendre sur les modes d’action des sAPPo sur les processus de consolidation de la
mémoire. Il faudrait déterminer, en fonction des interactions isoforme-dépendantes possibles
avec I’apoE, les cibles d’action ou récepteurs des sAPPa au niveau du cerveau. Il serait
intéressant alors de préciser les domaines d’interaction (séquence de la protéine) avec
cette/ces cible(s). A cet égard, une autre approche consisterait a déterminer les effets du
pentapeptide « RERMS » et sa séquence « RER » dans nos tiches, pour vérifier si les effets
promnésiants mis en évidence dans nos travaux pourraient étre dus a ces domaines
neurotrophiques de ’APP (Ninomiya et coll., 1993 ; Mileusnic et coll., 2004). Par ailleurs,
une caractérisation approfondie des voies de régulation du métabolisme des SAPP q et de leur
sécrétion donnerait I’alternative de moduler les niveaux endogenes de sSAPPa. En conclusion,
I’ensemble de mon travail de thése suggerent qu'une meilleure connaissance des SAPPa et de
leurs effets sur la mémoire devrait permettre d’initier de nouvelles orientations thérapeutiques
dans le traitement des déficits cognitifs associés au vieillissement en général, et a la maladie

d’Alzheimer en particulier.
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Implication d’un dérivé seécrété du précurseur de la protéine beta-amyloide (SAPPggs) et de
différentes isoformes de I’apolipoprotéine E humaine (apoE3 et apoE4) dans les processus
mnésiques chez la Souris.

Une perturbation du métabolisme du précurseur de la protéine beta-amyloide (APP) est
associée a la maladie d’Alzheimer (MA) et a I’apparition de troubles mnésiques liés a 1’age. Cette
perturbation semble affecter le niveau cérébral de son dérivé soluble, le sAPP, qui posséde des
propriétés promnésiantes. D’autre part, ’allele epsilon 4, mais pas 1’allele epsilon 3, du gene de
I’apolipoprotéine E (apoE) est un facteur de risque génétique de la MA et des troubles mnésiques liés
a I’age. En outre, I’apoE semble influencer le métabolisme de 1’APP.

Les effets d’une administration intracérébroventriculaire de SAPP exogéne a des souris lors de
taches de reconnaissance d’objet ou spatiale et d’apprentissage opérant indiquent qu’il favorise les
mécanismes treés précoces de formation de la mémoire. De plus, le blocage des SAPP endogenes par
des anticorps affecte les performances mnésiques, ce qui confirme leur role dans les processus de
consolidation de la mémoire. Parallélement a cette étude, nous avons mis en évidence une influence
néfaste du systéme de ventilation des salles d’hébergement affectant les performances mnésiques des
souris.

Les performances de souris transgéniques apoE3 et apoE4 (respectivement porteuses
homozygotes de ’alléle humain epsilon 3 et epsilon 4) « agées » (14-15 mois), ont été évaluées dans
des taches de reconnaissance spatiale et de mémoire spatiale dans la piscine de Morris, ainsi que des
taches d’évitement actif et passif. Les souris apoE4 femelles, en particulier, présentent de faibles
performances de mémoire et apparaissent donc comme un bon modéle d’étude des troubles mnésiques
liés a I’age. Enfin, I’administration de sAPP a permis de restaurer les performances de mémoire
spatiale des souris apoE4 femelles « agées » dans la piscine de Morris.

L’ensemble de ces résultats suggere que la modulation des niveaux de sAPP cérébraux
pourrait permettre de traiter les déficits cognitifs liés au vieillissement en général, et a la MA en
particulier.

Implication of a secreted form of the beta-amyloid precursor protein (SAPPggs) and of different
isoforms of human apolipoprotein E (apoE3 and apoE4) in mice memory processes.

An alteration of the beta-amyloid precursor protein (APP) metabolism is associated with
Alzheimer’s disease (AD) as well as age-related memory impairments. This alteration seems to affect
cerebral level of SAPP, a promnestic and soluble form of APP. On the other hand, the epsilon 4 allele,
but not the epsilon 3 allele, of apolipoprotéine E (apoE) gene is a genetic risk factor for AD and for
age-related memory impairments. Moreover, APP metabolism seems to be influenced by apoE.

First, the effects of exogenous sAPP administration in mice were evaluated in object
recognition, spatial recognition and bar-press learning tasks. According to the results, SAPP seems to
promote early memory processes. The post-training blockade of endogenous sAPPs with specific
antibodies induced memory deficits suggesting a central role of SAPPs in memory consolidation
mechanisms. Besides this study, we showed the deleterious effect of the new ventilation system of
some animal housing rooms on mice memory performance.

Then, the memory performance of “aged” (14-15 months) apoE3 and apoE4 transgenic mice
(homozygous carriers of the human apoE allele epsilon 3 and epsilon 4, respectively) were evaluated
in spatial memory tasks (spatial recognition and Morris water maze) and active and passive avoidance
memory tasks. Compared to apoE3 mice, apoE4 mice, especially females, showed more severe
memory deficits. Thus, apoE4 female mice appear as a good model for the study of age-related
memory deficits. In a last experiment using the Morris water maze task, the administration of sAPP
restored a good level of spatial memory performance in “aged” female apoE4 mice.

Altogether, our results suggest that the modulation of cerebral sAPP levels must be considered
as a potential therapeutic approach in the treatment of age-related memory deficits in general, or those
associated with AD in peculiar.





